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RESUMO

Castro, N.R.; Coélho, R.S.B.; Laranjeira, D.; Pimentel, R.M. de M.; Ferreira, C.P. Murcha de fusario em helicdnia: fontes de resisténcia, método
alternativo de deteccdo e defesa estrutural. Summa Phytopathologica, v.36, n.1, p.30-34, 2010.

O cultivo das heliconias vem sendo afetado pela murcha, causada
por Fusarium oxysporum f.sp. cubense. Este trabalho objetivou
identificar fontes de resisténcia, verificar a deteccéo da resisténcia
através de método alternativo e avaliar a lignificagdo como mecanismo
de defesa do hospedeiro ao patdgeno. As espécies utilizadas na
identificacdo de resisténcia foram Heliconia bihai, H. psittacorum
cvs. Golden Torch e Golden Torch Adrian, H. rostrata, H. stricta cvs.
Capri e Fire Bird, H. psittacorum cvs. Sassy e Alan Carle, H. caribea,
H. latispatha, H. wagneriana e H. chartacea cv. Sexy Pink. A
avaliacdo dos sintomas foi realizada aos 40 dias ap6s a inoculagéo
baseada em escala de notas variando de 1 a 6. As espécies consideradas
resistentes foram H. bihai, H. psittacorum cvs. Golden Torch e Golden

Torch Adrian, H. rostrata, H. stricta cv. Capri, H. psittacorum cv.
Sassy e H. caribea. O método alternativo de deteccdo de resisténcia
consistiu na utilizagdo de filtrado fungico obtido a partir do cultivo
em meio Czapek, utilizando varias concentragdes do mesmo
depositando em folhas destacadas das cultivares resistentes e
suscetiveis H. psittacorum cvs. Golden Torch e Alan Carle,
respectivamente. A avaliagcdo foi feita apos 48 horas de incubacédo, onde
a concentracdo em 50% do filtrado foi a mais eficiente na distingdo da
resisténcia. O mecanismo estrutural foi observado em sec¢es histoldgicas
nas raizes das espécies utilizadas no estudo de resisténcia, inoculadas com
0 método de injegdo e ndo inoculadas, que permitiram verificar a auséncia
de relacdo entre aresisténcia e a lignificacéo.

Palavras-chave adicionais: Fusarium oxysporum, espécies resistentes, filtrado flngico, lignificacdo

ABSTRACT

Castro, N.R.; Coélho, R.S.B.; Laranjeira, D.; Pimentel, R.M. de M.; Ferreira, C.P. Heliconia’s Fusarium wilt: resistance sources, alternative
method of detection and structural mechanisms. Summa Phytopathologica, v.36, n.1, p.30-34, 2010.

Heliconia grown as a crop has been affected by wilt, caused by
Fusarium oxysporum f.sp. cubense. This work aimed to identify
genetic resistances sources, to evaluated the detection of resistance
with an alternative method and to verify the effects of structural
mechanisms in pathogen resistance. The genotypes evaluated were
Heliconia bihai, H. psittacorum cv. Golden Torch, H. psittacorum
cv. Golden Torch Adrian, H. rostrata, H. stricta Capri, H.
psittacorum cv. Sassy, H. caribea, H. latispatha, H. wagneriana,
H. psittacorum cv. Alan Carle, H. stricta cv. Fire Bird and H.
chartacea cv. Sexy Pink. These genotypes were inoculated with a
F. oxysporum f.sp. cubense isolate and the symptoms were
evaluated 40 days after inoculation, based on an disease rating
scale ranging from 1 to 6. The genotypes considered resistant

were H. bihai, H. psittacorum cvs. Golden Torch and Golden Torch
Adrian, H. rostrata, H. stricta cv. Capri, H. psittacorum cv. Sassy
and H. caribea. The alternative method for resistance detection
consisted in the utilization of fungal filtrades obtained after
cultivation in Czapek medium. Several concentrations of filtrates
were evaluated on detached of H. psittacorum cvs. Golden Torch
(resistant) and Alan Carle (susceptible) cultivars. The evaluation was
carried out at 48 hours of incubation, and the filtrate with
concentration of 50% was the more efficient for distinction of
resistance. Structural resistance mechanism was analyzed in
histological sections in roots of the species inoculated and non
inoculated utilized in resistance study. It was possible to verify the
absence of relation of resistance in the lignification of root cells.

Keywords: Fusarium oxysporum, resistant species, fungic filtrate, lignification

A utilizacdo da resisténcia genética na reducdo de perdas
ocasionadas pordoengas vem sendo ampliada, principalmente para as
doencas onde o controle quimico é ineficiente (1). Esta alternativa de
controle também ¢é incentivada pela consciéncia ecoldgica e pela
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conscientizagdo das conseqiiéncias causadas por uso inadequado de
agrotdéxicos. Amurcha de fusario, causada pelo Fusarium oxysporum
f.sp cubense (E.F. Smith) Snyd. & Hans., fungo habitante do solo, de
dificil controle, vem causando prejuizos ao setor da floricultura tropical,
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inclusive ao cultivo das heliconias (Heliconia spp.).

O uso deespécies resistentes e a identificagdo de fontes promissoras
de resisténcia para 0 emprego em programas de melhoramento vegetal
tornam-se a medida mais eficiente e econdmica no controle da murcha
de fusério (2). O sucesso do melhoramento de plantas requer técnicas
eficientes levando-se em consideragéo as possiveis fontes de resisténcia,
o conhecimento dos caracteres genéticos e fisiold gicos envolvidos no
processo e estratégias apropriadas (6).

Varias técnicas vém sendo exploradas para a selecao de fontes de
resisténcia. As avaliagcdes de plantas em campo e em casa de vegetacdo
ainda sdo as mais usadas, mas consistem em técnicas que requerem
longos periodos de tempo e os resultados podem ser influenciados
por fatores ambientais e bioldégicos como temperatura, umidade,
presenca de pragas e/ou outros fitopatégenos (6). Ultimamente, novas
técnicas vém surgindo e permitindo resultados mais rapidos e menos
destrutiveis como os experimentos conduzidos em laboratorio
utilizando-se partes destacadas de plantas, como o0 uso de extratos
fungicos em folhas, caules e rizomas. Pesquisas tém revelado sucesso
no emprego destas técnicas em relagéo a alguns patossistemas (2, 4, 6,
11, 17). Os filtrados flangicos contém toxinas produzidas pelos
fitopatogenos que afetam as plantas alterando a permeabilidade da
membrana celular, inativando a acdo enzimatica, levando as células do
tecido do hospedeiro ao colapso (1).

Em relacdo a defesa de plantas ao ataque de patdégenos, ocorrem
mecanismos que contribuem para a resisténcia no hospedeiro, dentre
esses mecanismos, destacam-se 0s estruturais que atuam como barreiras
fisicas, evitando ou restringindo o avango do fitopatégeno e, como
conseqiiéncia, o desenvolvimento da doenga (10). Os mecanismos
estruturais, como os bioquimicos, podem ser pré-formados e pos
formados. As cuticulas, tricomas, estdmatos, fibras, papilas, halos,
lignificagdo, camada de cortica e tiloses fazem parte deste arsenal de
defesa no hospedeiro (1).

A lignina consiste em uma das substancias mais importantes da
parede celular, presente na lamela média, paredes primaria e secundaria,
composta por unidades de fenilpropano e seu acimulo é ativado
enzimaticamente através da peroxidase (16). A lignificacdo ja foi
constatada como mecanismo de defesa emalguns trabalhos referentes
a resisténcia genética, muitos deles estdo relacionados ao género
Fusarium (14, 15), inclusive na interagdo F. oxysporum f.sp cubense
vs. bananeira, onde se constatou uma maior producéo de lignina na
cultivar resistente utilizada no experimento (5).

Em razdo do pouco conhecimento sobre o patossistema F.
oxysporum f.sp cubense vs. Heliconia spp., 0 presente trabalho
objetivou a identificagcdo de possiveis fontes de resisténcia a murcha
de fusério, verificar a eficiéncia do uso de filtrados flngicos na distingdo
de espécies resistentes e suscetiveis e verificar a influéncia da
lignificagcdo, como mecanismo estrutural de defesa ao patégeno.

MATERIALE METODOS

Caracterizagao de espécies de Heliconia spp. como fontes de
resisténcia

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao, sendo
realizadas inoculagdes em plantas de diversas espécies de heliconia.
As espécies inoculadas foram Heliconia wagneriana Peters, H.
chartacea Lom. cv. Sexy Pink, H. caribaea Lam. cv. Yellow Sun, H.
bihai L., H. latispatha Benth., H. rostrata Ruiz & Pavan, H. stricta
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Huber cvs. Caprie Fire Bird, H. psittacorum L. cvs. Sassy, Alan Carle,
Golden Torch e Golden Torch Adrian. As inoculag8es foram feitas por
injecéo de 2 mL de suspensdo flngica (concentracédo de 10° conidios.mL-
1) no colo das plantas com 90 dias de idade. Foi utilizado o isolado
F17 de F. oxysporum f.sp. cubense oriundo do municipio de Marechal
Deodoro-AL. As avaliagOes foram feitas aos 40 dias apds a inoculagéo
através de escala de nota variando de 1 a 6, onde 1 = plantas sadias,
sem sintomas externos ou internos observaveis no caule cortado na
altura do primeiro internddio logo acima dos cotilédones; 2 = vasos
coloridos naregido do primeiro internddio semoutros sintomas visiveis;
3 = vasos coloridos até a altura da primeira folha, com pelo menos um
foliolo com amarelecimento; 4 = vasos coloridos até a metade do
comprimento do caule, com 2 oumais folhas com amarelecimento; 5 =
vasos coloridos até préximo ao ponteiro, maioria das folhas murchas,
com excegdo do ponteiro; e 6 = plantas mortas, ou com vasos coloridos
e folhas murchas até o ponteiro (18). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 12 repeticfes e 0s dados analisados
através do teste de Scott-Knot (p=0,05) no programa SAEG 9.0.

Efeito do filtrado fangico em folhas destacadas de espécies
de Helicbnia

O experimento foi conduzido em condi¢des de laboratdrio. Foi
utilizado o isolado F17 de F. oxysporum f.sp. cubense, cultivado por
sete dias em meio BDA (batata dextrose agar). Discos de micélio
contendo estruturas do fungo foram transferidos para Erlenmeyers de
250 mL contendo 100 mL de meio Czapek. O fungo foi incubado no
meio por 24 dias sob alternancia luminosa e em temperatura ambiente.
As colonias fungicas foram agitadas manualmente duas vezes por dia.
Ao final do cultivo, as col6nias foram filtradas em papel de filtro
esterilizado e o volume obtido foi concentrado de 400 mL para 80 mL
em evaporador a vacuo. O volume liquido obtido apés a evaporagéo
foi utilizado sem diluir (concentragcdo 100%) e diluido para 75, 50 e
25% de concentragdo. Folhas destacadas das H. psittacorum cv. Alan
Carle e Golden Torch foram utilizadas como padrdes de suscetibilidade
e resisténcia, respectivamente. A inoculacéo deu-se através da deposicédo
de 1 mL de cada filtrado na superficie das folhas previamente lavadas
e secadas. Antes da deposicao do liquido, foram realizadas perfuracdes
em pequenos circulos com auxilio de agulha hipodérmica. As folhas
inoculadas foram incubadas por quatro dias, em alternancia luminosa
e sob condigdo de camara imida. Apds o periodo de incubagédo, foi
observada a formacdo de lesdes no local dainoculagéo do filtrado.

Avaliacéo da lignificacdo envolvida no patossistema

A coletadas raizes para aavaliagao da lignificacao foirealizada aos
40 dias ap6s a inoculagdo por inje¢do no colo daplanta. Os tratamentos
foram: inoculado com o isolado F17 de F. oxysporum f.sp. cubense e
ndo inoculado (testemunha). As raizes coletadas foram fixadas em
FAA 95% (50 mL de etanol a 95%, 5 mL de 4cido acético, 10 mL de
formol e 35 mL de &gua destilada). Em seguida, todo o material foi
conduzido ao laboratdrio e tratado seguindo ametodologia de Johansen
(8). As seccles histologicas foram coradas com safranina, azul de astra
e floroglucina para identificacdo da lignina, segundo Krauter (9).

Imagens digitais das seccdes histologicas, dos diferentes 6rgéos
vegetativos daespécie em estudo, foram produzidas sob microscopia
optica (Olympus) com camera digital (Sony) acoplada. As escalas e
numeragdes foram inseridas utilizando se imagens de lamina
micrométrica, obtidas sob condicgdes idénticas aquelas utilizadas para
a confeccdo das imagens das secgdes histologicas e programa
Photoshop, versdo 7.0 (Adobe Systems).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies utilizadas na identificacdo de fontes de resisténcia
formaram quatro grupos caracterizados como resistente, medianamente
resistente, suscetivel e altamente suscetivel (Tabela 1) baseando-se na
escala de notas de Tokeshi & Galli (18) e analisado estatisticamente
pelo teste de Scott-Knot (p=0,05). Os dados obtidos pela avaliagéo
dos sintomas internos e externos apresentaram alta correlagéo (r =
0,89) quando analisados através da correlagéo de Pearson.

Tabela 1. Severidade da doenga, causada por Fusarium oxysporum f.sp.
cubense, em diferentes espécies de Heliconia, e classificagdo quanto a
resisténcia ao fungo.

L. Grau de Classificacéo de
Especie infeccéo resisténcia
Heliconia stricta cv. Fire Bird 6,0 a AS
H. chartacea cv. Sexy Pink 400D S
H. psittacorum cv. Alan Carle 36D S
H. wagneriana 20c MR
H. latispatha 16¢ MR
H. psittacorum cv. Sassy 10d R
H. stricta cv. Capri 10d R
H. rostrata 10d R
H. caribea 10d R
H. psittacorum cv. Golden Torch 10d R
H. psittacorum cv. Golden Torch Adrian1,0 d R
H. bihai 1,0d R

CV (%) = 11,08. Médias seguidas damesma letra na vertical ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
R =resistente, MR = moderadamente resistente, S =suscetivele AS = altamente suscetivel.

As espécies consideradas resistentes foram: H. bihai, H.
psittacorum cv. Golden Torch e Golden Torch Adrian, H. rostrata, H.
stricta cv. Capri, H. psittacorum cv. Sassy e H. caribe, as espécies
moderadamente resistentes foram H.latispatha e H. wagneriana.
Heliconia psittacorum cv. Alan Carle e H. chartacea cv. Sexy Pink
foram identificadas como suscetiveis. A Unica espécie do estudo que
foi considerada como altamente suscetivel foi a H. stricta cv. Fire
Bird. A H. bihai apresentou um comportamento diferenciado das demais
espécies consideradas resistentes, exibindo leve descoloragéo vascular
sem, no entanto, apresentar nenhum sintoma externo.

Das espécies estudadas, apenas H. caribea e H. latispatha ja haviam
sido avaliadas anteriormente por Waite (19) e apresentaram
comportamento variado emrelag&o a trés isolados obtidos de diferentes
espécies de helicdnias. Heliconia caribea foisuscetivel aumisolado e
resistente aos demais e H. latispatha exibiu reagdo de resisténcia a
todos os isolados, concordando com os resultados obtidos neste
trabalho. Os resultados referentes a espécie H. caribea comprovama
variabilidade patogénicados isolados. Isto também pode ser observado
em experimento de fontes de resisténcia na cultura da bananeira onde
as reacdes apresentadas pelas cultivares do grupo FHIA variaram de
resistente a moderadamente resistente, de acordo com o grupo de
compatibilidade vegetativa (VCG) do qual os isolados de F. oxysporum
f.sp. cubense pertenciam (13).

A concentracdo do filtrado fingico em 50% foi a que indicou
maior eficiéncia nadistingdo das espécies resistente e suscetivel. Apds
48 horas de incubag&o das folhas inoculadas, foiobservada a formag&o
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de lesBes apenas na cultivar Alan Carle, considerada padrdo de
suscetibilidade, ao contrério da cultivar Golden Torch que nédo
apresentou lesdes (Figura 1). Estas reacOes distintas também foram
observadas em experimentos conduzidos por Companioni et al. (4)
em inoculac@es de filtrado de F. oxysporum f.sp cubense emfolhas de
bananeira dos padrdes de resisténcia e suscetibilidade, onde somente
na cultivar suscetivel “Gros Michel” formaram-se leses. Este método
utilizando filtrado flngico em partes destacadas do hospedeiro pode
ser uma alternativa na identificacdo de fontes de resisténcia,
apresentando como vantagens a rapidez dos resultados, a ndo destruigdo
de plantas inteiras e o uso reduzido de espago fisico, uma vez que
pode ser conduzido em laboratdrio. Resultados semelhantes também
foram obtidos por Silva etal. (17), os quais conseguiram a distingdo
de suscetibilidade, suscetibilidade moderada e resisténcia nas cultivares
de bananeira “Macd’, ‘Nanicdo’ e ‘PrataAnd’, em relacdo aum isolado
de F.oxysporum f.sp. cubense, utilizando atécnica do rizoma inoculado
e incubado sob condicéo de camara Umida. Outra técnica semelhante e
eficiente foi a utilizada por Matsumoto et al. (12), os quais cultivaram,
in vitro, plantulas de bananeira em meio com acido fusarico e
observaram a distingdo das reagdes de resisténcia e suscetibilidade.
Considerando que a avaliagdo da qualidade funcional da raiz esta
relacionada ao contetido de lignina nas células da endoderme (7), as
espécies em estudo diferiram quanto a presenca e auséncia do
espessamento em “U” e o grau de lignificagdo deste espessamento.
De modo geral, as espécies variaram quanto ao grau de
espessamento e presenga/auséncia de lignificagdo nas células da
endoderme nas diferentes espécies estudadas (Tabela 2). Esta variagdo

Figura 1. Formagéo de lesdo (A) em Heliconia psittacorum cv. Alan
Carle, suscetivel a Fusarium oxysporum f.sp. cubense, e a auséncia de
lesdo (B) em H. psittacorum cv. Golden Torch, resistente ao patégeno.
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de grau de espessamento pode ter ocorrido devido ao tipo de método
de inoculacéo utilizado, aliado a ndo determinacdo da profundidade de
inoculacéo. Trés espécies, H. caribaea, H. psittacorum Golden Torch
Adrian e H. wagneriana ndo apresentaram espessamento nem
lignificagdo nos dois tratamentos testados. Trés espécies, H. stricta
cv. Capri, H. chartacea cv. Sexy Pink e H. psittacorum cv. Sassy, nao
apresentaram espessamento em “U”, nem lignificagdo no material
inoculado. Entretanto, o material controle apresentou este
espessamento com lignificagéo e variados valores de espessura (Tabela
2). Quatro espécies, H. bihai, H. psittacorum cv. Golden Torch, H.
latispatha e H. rostrata, mostraram variagdo quanto ao grau de
espessamento em “U” e intensidade de lignificagdo (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios do espessamento (im) em “U” e presenca/auséncia
da endoderme radicular e lignificacéo, em espécies de Heliconia inoculada
e ndo inoculadas com Fusarium oxysporum f.sp. cubense.

A Inoculada Né&o inoculada
Espécies (um) (um)
Heliconia bihai 2,24 2,27
H. caribaea E()L () E()L ()
H. chartacea E()L () 2,02
H. latispatha 3,19 1,80
H. psittacorum Golden Torch 3,0 5,80
H. psittacorum Golden Torch Adrian E()L () E()L ()
H. psittacorum Sassy E()L () 3,89
H. rostrata 1,80 2,83
H. stricta cv. capri E()L () 3,56
H. wagneriana E()L () E()L ()

E (-) indica a auséncia de endoderme radicular e L (-) indica a auséncia de lignina

Os resultados obtidos mostram previamente que as espécies
testadas do género Heliconia respondem de modo particular aagéo do
patdgeno e que o tipo de inoculagdo utilizado também pode ter
contribuido neste comportamento. A maior quantidade de deposicdo
de lignina na endoderme, determinada pela intensidade de coloragéo,
foi observada nas espécies H. psittacorum cv. Golden Torch e H.
latispatha. H. bihai, apesar de ndo ter mostrado alterag&o no grau de
espessamento no material inoculado e controle, mostrou reducdo na
quantidade de lignina (Figura 2). H. psittacorum cv. Golden Torch e H.
rostrata reduziram o espessamento quase pela metade, enquanto H.
latispatha mostrou comportamento contrério, isto €, aumentou o
espessamento em quase o dobro (Tabela 2). Estes resultados mostram
previamente que a espessura da parede celular e a lignificagdo podem
ndo estar envolvidas na resisténcia ao F. oxysporum f.sp. cubense,
uma vez que algumas espécies resistentes apresentaram o mesmo
comportamento que a espécie suscetivel, podendo-se sugerir a
possibilidade da influéncia da metodologia de inoculagéo utilizada e da
atuacdo de outros mecanismos no processo da resisténcia. Resultados
semelhantes foram constatados por Rodrigues (15) que observou a
ndo deteccdo do aumento de lignina na parede celular, mesmo apo6s a
utilizacdo de indutores de resisténcia, em cultivares resistente e
suscetivel de caupi (Vigna unguiculata L. (Walp) na interagdo com
Fusarium oxysporum f.sp. tracheiphilum (E.F.Smith) Snyder &
Hansen. O acimulo de lignina pode estar relacionado ao periodo apds
contato com o patégeno. Por exemplo, De Ascensdo & Dubery (5)
puderam verificar o aumento no acimulo de lignina em resposta a
infeccdo de F. oxysporum f.sp. cubense nas raizes da cultivar de
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bananeira “Goldfinger”, considerada resistente, entre quatro a 16 horas
apos aelicitagdo com o patdgeno. Apos este periodo observou-se um
ligeiro decréscimo da lignina, enquanto que na cultivar “Williams” o
acréscimo de ligninacomecou apenas de 12 a 16 horas apds a interagéo.

Figura 2. Seccdo transversal das raizes de Heliconia psittacorum Golden
Torch (A), H. bihai (B) e H. latispatha (C) todas inoculadas, mostrando
variado grau de lignificagdo no espessamento em “U” na endoderme.
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