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ABSTRACT

Heliconia grown as a crop has been affected by wilt, caused by
Fusarium o xysporum f.s p. cubense . Thi s work aimed to ide ntify
genetic resistances sources, to evaluated the detection of resistance
with an alternative method and to verify the e ffects  of s tructural
mechanisms in pathogen resistance. The genotypes evaluated were
Heliconia bihai, H. psittacorum cv. Golden Torch, H. psittacorum
c v.  Gol de n To r c h Adr i an,  H.  ro st r a t a ,  H.  s tr i ct a  Capr i ,  H.
psittacorum cv. Sassy, H. caribea, H. latispatha, H. wagneriana,
H.  p sit ta cor um cv. Al an Car le , H. st ri ct a cv. Fi re Bir d and H.
chartacea cv. Sexy Pink. These genotypes were inoculated with a
F. ox y s p o ru m f .s p.  cu b e ns e  i s o lat e  and t he  s ympt o ms we r e
evaluate d 4 0 days  af ter  inoculat io n, bas ed on an dis eas e r ati ng
sc al e r anging fro m 1 t o 6. The genotype s c onsider ed re sis tant
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RESUMO

O cultivo das helicônias vem sendo afetado pela murcha, causada
por Fusa rium o xyspor um f.sp. cube nse . Es te trabalho objeti vou
identificar fontes de resistência, verificar a detecção da resistência
através de método alternativo e avaliar a lignificação como mecanismo
de defe sa do ho spedeiro  ao pató geno . As  espécie s ut ilizadas  na
identificação de resistência 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.  lat ispa tha , H.  wa gner iana  e  H. ch art acea  cv. Sexy Pi nk.  A
avaliação dos sintomas foi realizada aos 40 dias após a inoculação
baseada em escala de notas variando de 1 a 6. As espécies consideradas
resistentes foram H. bihai, H. psittacorum cvs. Golden Torch e Golden
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Torch Adrian, H. rostrata, H. stricta cv. Capri, H. psittacorum cv.
Sassy e  H. caribea . O método alternativo de detecção de resistência
consistiu na utilização de filtrado fúngico obtido a partir do cultivo
e m me io  Czape k,  uti li zando vári as  c once nt raçõ es  do me smo
depos it ando  e m fo lhas  des tacadas  das  c ul ti vare s re si st ente s e
susc et ívei s H. psitt acoru m cvs.  Golde n Torc h e Al an Car le,
respectivamente. A avaliação foi feita após 48 horas de incubação, onde
a concentração em 50% do filtrado foi a mais eficiente na distinção da
resistência. O mecanismo estrutural foi observado em secções histológicas
nas raízes das espécies utilizadas no estudo de resistência, inoculadas com
o método de injeção e não inoculadas, que permitiram verificar a ausência
de relação entre a resistência e a lignificação.

were H. bihai, H. psittacorum cvs. Golden Torch and Golden Torch
Adrian, H. rostrata, H. stricta cv. Capri, H. psittacorum cv. Sassy
and H.  carib ea . The al ternative  method fo r res istance detect ion
c onsi s te d i n t he  ut il izati o n of  fungal f il tr ade s o bt ai ned af te r
cultivation in Czapek medium. Several concentrations of filtrates
were evaluated on detached of H. psitt acorum cvs. Golden Torch
(resistant) and Alan Carle (susceptible) cultivars. The evaluation was
c ar ri ed o ut  at 48  hours  o f incubati on, and the fi lt rate  wit h
concent rati on of  50% was  the more  effi cient fo r dis tinc tion of
r es is tanc e.  Str uc tural re si st anc e me chanis m was anal yzed i n
hist ologic al sec tions i n root s of t he spe cies inoculat ed and non
inoculated utilized in resistance study. It was possible to verify the
absence of relation of resistance in the lignification of root cells.

A utilização da resistência genética na redução de perdas
ocasionadas por doenças vem sendo ampliada, principalmente para as
doenças onde o controle químico é ineficiente (1). Esta alternativa de
controle também é incentivada pela consciência ecológica e pela

conscientização das conseqüências causadas por uso inadequado de
agrotóxicos. A murcha de fusário, causada pelo Fusarium oxysporum
f.sp cubense (E.F. Smith) Snyd. & Hans., fungo habitante do solo, de
difícil controle, vem causando prejuízos ao setor da floricultura tropical,
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inclusive ao cultivo das helicônias (Heliconia spp.).
O uso de espécies resistentes e a identificação de fontes promissoras

de resistência para o emprego em programas de melhoramento vegetal
tornam-se a medida mais eficiente e econômica no controle da murcha
de fusário (2). O sucesso do melhoramento de plantas requer técnicas
eficientes levando-se em consideração as possíveis fontes de resistência,
o conhecimento dos caracteres genéticos e fisiológicos envolvidos no
processo e estratégias apropriadas (6).

Várias técnicas vêm sendo exploradas para a seleção de fontes de
resistência. As avaliações de plantas em campo e em casa de vegetação
ainda são as mais usadas, mas consistem em técnicas que requerem
longos períodos de tempo e os resultados podem ser influenciados
por fatores ambientais e biológicos como temperatura, umidade,
presença de pragas e/ou outros fitopatógenos (6). Ultimamente, novas
técnicas vêm surgindo e permitindo resultados mais rápidos e menos
destrutíveis como os experimentos conduzidos em laboratório
utilizando-se partes destacadas de plantas, como o uso de extratos
fúngicos em folhas, caules e rizomas. Pesquisas têm revelado sucesso
no emprego destas técnicas em relação a alguns patossistemas (2, 4, 6,
11, 17). Os filtrados fúngicos contêm toxinas produzidas pelos
fitopatógenos que afetam as plantas alterando a permeabilidade da
membrana celular, inativando a ação enzimática, levando as células do
tecido do hospedeiro ao colapso (1).

Em relação à defesa de plantas ao ataque de patógenos, ocorrem
mecanismos que contribuem para a resistência no hospedeiro, dentre
esses mecanismos, destacam-se os estruturais que atuam como barreiras
físicas, evitando ou restringindo o avanço do fitopatógeno e, como
conseqüência, o desenvolvimento da doença (10). Os mecanismos
estruturais, como os bioquímicos, podem ser pré-formados e pós
formados. As cutículas, tricomas, estômatos, fibras, papilas, halos,
lignificação, camada de cortiça e tiloses fazem parte deste arsenal de
defesa no hospedeiro (1).

A lignina consiste em uma das substâncias mais importantes da
parede celular, presente na lamela média, paredes primária e secundária,
composta por unidades de fenilpropano e seu acúmulo é ativado
enzimaticamente através da peroxidase (16). A lignificação já foi
constatada como mecanismo de defesa em alguns trabalhos referentes
à resistência genética, muitos deles estão relacionados ao gênero
Fusarium (14, 15), inclusive na interação F. oxysporum f.sp cubense
vs. bananeira, onde se constatou uma maior produção de lignina na
cultivar resistente utilizada no experimento (5).

Em razão do pouco conhecimento sobre o patossistema F.
oxysporum f.sp  cubense vs. Heliconia spp., o presente trabalho
objetivou a identificação de possíveis fontes de resistência à murcha
de fusário, verificar a eficiência do uso de filtrados fúngicos na distinção
de espécies resistentes e suscetíveis e verificar a influência da
lignificação, como mecanismo estrutural de defesa ao patógeno.

MATERIAL E MÉTODOS

Caracterização de espécies de Heliconia spp. como fontes de
resistência

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetação, sendo
realizadas inoculações em plantas de diversas espécies de helicônia.
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

Huber cvs. Capri e Fire Bird, H. psittacorum L. cvs. Sassy, Alan Carle,
Golden Torch e Golden Torch Adrian. As inoculações foram feitas por
injeção de 2 mL de suspensão fúngica (concentração de 106 conídios.mL-

1) no colo das plantas com 90 dias de idade. Foi utilizado o isolado
F17 de F. oxysporum f.sp. cubense oriundo do município de Marechal
Deodoro-AL. As avaliações foram feitas aos 40 dias após a inoculação
através de escala de nota variando de 1 a 6, onde 1 = plantas sadias,
sem sintomas externos ou internos observáveis no caule cortado na
altura do primeiro internódio logo acima dos cotilédones; 2 = vasos
coloridos na região do primeiro internódio sem outros sintomas visíveis;
3 = vasos coloridos até a altura da primeira folha, com pelo menos um
folíolo com amarelecimento; 4 = vasos coloridos até a metade do
comprimento do caule, com 2 ou mais folhas com amarelecimento; 5 =
vasos coloridos até próximo ao ponteiro, maioria das folhas murchas,
com exceção 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 repetições e os dados analisados
através do teste de Scott-Knot (p=0,05) no programa SAEG 9.0.

Efeito do filtrado fúngico em folhas destacadas de espécies
de Helicônia

O experimento foi conduzido em condições de laboratório. Foi
utilizado o isolado F17 de F. oxysporum f.sp. cubense, cultivado por
sete dias em meio BDA (batata dextrose ágar). 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 alternância luminosa e em temperatura ambiente.
As colônias fúngicas foram agitadas manualmente duas vezes por dia.
Ao final do cultivo, as colônias foram filtradas em papel de filtro
esterilizado e o volume obtido foi concentrado de 400 mL para 80 mL
em evaporador à vácuo. O volume líquido obtido após a evaporação
foi utilizado sem diluir (concentração 100%) e diluído para 75, 50 e
25% de concentração. Folhas destacadas das H. psittacorum cv. Alan
Carle e Golden Torch foram utilizadas como padrões de suscetibilidade
e resistência, respectivamente. A inoculação deu-se através da deposição
de 1 mL de cada filtrado na superfície das folhas previamente lavadas
e secadas. Antes da deposição do líquido, foram realizadas perfurações
em pequenos círculos com auxílio de agulha hipodérmica. As folhas
inoculadas foram incubadas por quatro dias, em alternância luminosa
e sob condição de câmara úmida. Após o período de incubação, foi
observada a formação de lesões no local da inoculação do filtrado.

Avaliação da lignificação envolvida no patossistema
A coleta das raízes para a avaliação da lignificação foi realizada aos

40 dias após a inoculação por injeção no colo da planta. Os tratamentos
foram: inoculado com o isolado F17 de F. oxysporum f.sp. cubense e
não inoculado (testemunha). As raízes coletadas foram fixadas em
FAA 95% (50 mL de etanol a 95%, 5 mL de ácido acético, 10 mL de
formol e 35 mL de água destilada). Em seguida, todo o material foi
conduzido ao laboratório e tratado seguindo a metodologia de Johansen
(8). As secções histológicas foram coradas com safranina, azul de astra
e floroglucina para identificação da lignina, segundo Krauter (9).

Imagens digitais das secções histológicas, dos diferentes órgãos
vegetativos da espécie em estudo, foram produzidas sob microscopia
óptica (Olympus) com câmera digital (Sony) acoplada. As escalas e
numerações foram inseridas utilizando se imagens de lâmina
micrométrica, obtidas sob condições idênticas àquelas utilizadas para
a confecção das imagens das secções histológicas e programa
Photoshop, versão 7.0 (Adobe Systems).
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

As espécies utilizadas na identificação de fontes de resistência
formaram quatro grupos caracterizados como resistente, medianamente
resistente, suscetível e altamente suscetível (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 avaliação
dos sintomas internos e externos apresentaram alta correlação (r =
0,89) quando analisados através da correlação de Pearson.

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 suscetíveis. A única espécie do estudo que
foi considerada como altamente suscetível foi a H. stricta cv. Fire
Bird. A H. bihai apresentou um comportamento diferenciado das demais
espécies consideradas resistentes, exibindo leve descoloração vascular
sem, no entanto, apresentar nenhum sintoma externo.

Das espécies estudadas, apenas H. caribea e H. latispatha já haviam
sido avaliadas anteriormente por Waite (19) e apresentaram
comportamento variado em relação a três isolados obtidos de diferentes
espécies de helicônias. Heliconia caribea foi suscetível a um isolado e
resistente aos demais e H. latispatha exibiu reação de resistência a
todos os isolados, concordando com os resultados obtidos neste
trabalho. Os resultados referentes à espécie H. caribea comprovam a
variabilidade patogênica dos isolados. Isto também pode ser observado
em experimento de fontes de resistência na cultura da bananeira onde
as reações 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 concentração do filtrado fúngico em 50% foi a que indicou
maior eficiência na distinção das espécies resistente e suscetível. Após
48 horas de incubação das folhas inoculadas, foi observada a formação

Tabela 1. Severidade da doença, causada por Fusarium oxysporum f.sp.
cubense, em diferentes espécies de Heliconia, e classificação quanto à
resistência ao fungo.

CV (%) = 11,08. Médias seguidas da mesma letra na vertical não diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nível de 5% de probabilidade.
R = resistente, MR = moderadamente resistente, S = suscetível e AS = altamente suscetível.

Espécie

Heliconia stricta cv. Fire Bird 6,0 a AS
H. chartacea cv. Sexy Pink 4,0 b S
H. psittacorum cv. Alan Carle 3,6 b S
H. wagneriana 2,0 c MR
H. latispatha 1,6 c MR
H. psittacorum cv. Sassy 1,0 d R

H. stricta cv. Capri 1,0 d R
H. rostrata 1,0 d R
H. caribea 1,0 d R
H. psittacorum cv. Golden Torch 1,0 d R
H. psittacorum cv. Golden Torch Adrian1,0 d R
H. bihai 1,0 d R

Grau de
i nfecção

Classi ficação de
resi stênci a

de lesões apenas na cultivar Alan Carle, considerada padrão de
suscetibilidade, ao contrário da cultivar Golden Torch que não
apresentou lesões (Figura 1). Estas reações distintas também foram
observadas em experimentos conduzidos por Companioni et al. (4)
em inoculações de filtrado de F. oxysporum f.sp cubense em folhas de
bananeira dos padrões de resistência e suscetibilidade, onde somente
na cultivar suscetível “Gros Michel” formaram-se lesões. Este método
utilizando filtrado fúngico em partes destacadas do hospedeiro pode
ser uma alternativa na identificação de fontes de resistência,
apresentando como vantagens a rapidez dos resultados, a não destruição
de plantas inteiras e o uso reduzido de espaço físico, uma vez que
pode ser conduzido em laboratório. Resultados semelhantes também
foram obtidos por Silva et al. (17), os quais conseguiram a distinção
de suscetibilidade, suscetibilidade moderada e resistência nas cultivares
de bananeira ‘Maçã’, ‘Nanicão’ e ‘Prata Anã’, em relação a um isolado
de F.oxysporum f.sp. cubense, utilizando a técnica do rizoma inoculado
e incubado sob condição de câmara úmida. Outra técnica semelhante e
eficiente foi a utilizada por Matsumoto et al. (12), os quais cultivaram,
in vitro, plântulas de bananeira em meio com ácido fusárico e
observaram a distinção das reações de resistência e suscetibilidade.

Considerando que a avaliação da qualidade funcional da raiz está
relacionada ao conteúdo de lignina nas células da endoderme (7), as
espécies em estudo diferiram quanto à presença e ausência do
espessamento em “U” e o grau de lignificação deste espessamento.

De modo geral,  as espécies variaram quanto ao grau de
espessamento e presença/ausência de lignificação nas células da
endoderme nas diferentes espécies estudadas (Tabela 2). Esta variação

Fi gura 1. Formação de lesão (A) em Heliconia psittacorum cv. Alan
Carle, suscetível a Fusarium oxysporum f.sp. cubense, e a ausência de
lesão (B) em H. psittacorum cv. Golden Torch, resistente ao patógeno.
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de grau de espessamento pode ter ocorrido devido ao tipo de método
de inoculação utilizado, aliado a não determinação da profundidade de
inoculação. Três espécies, H. caribaea, H. psittacorum Golden Torch
Adrian e H. wagneriana  não apresentaram espessamento nem
lignificação nos dois tratamentos testados. Três espécies, H. stricta
cv. Capri, H. chartacea cv. Sexy Pink e H. psittacorum cv. Sassy, não
apresentaram espessamento em “U”, nem lignificação no material
inoculado.  Entretanto , o  material contro le ap res entou es te
espessamento com lignificação e variados valores de espessura (Tabela
2). Quatro espécies, H. bihai, H. psittacorum cv. Golden Torch, H.
latispatha e H. rostrata, mostraram variação quanto ao grau de
espessamento em “U” e intensidade de lignificação (Tabela 2).

bananeira “Goldfinger”, considerada resistente, entre quatro a 16 horas
após a elicitação com o patógeno. Após este período observou-se um
ligeiro decréscimo da lignina, enquanto que na cultivar “Williams” o
acréscimo de lignina começou apenas de 12 a 16 horas após a interação.

Tabela 2. Valores médios do espessamento (ìm) em “U” e presença/ausência
da endoderme radicular e lignificação, em espécies de Heliconia inoculada
e não inoculadas com Fusarium oxysporum f.sp. cubense.

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

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 (-)

Inocul ada
(µm)

Espéci es Não i noculada
(µm)

Os resultados obtidos mostram previamente que as espécies
testadas do gênero Heliconia respondem de modo particular à ação do
patógeno e que o tipo de inoculação utilizado também pode ter
contribuído neste comportamento. A maior quantidade de deposição
de lignina na endoderme, determinada pela intensidade de coloração,
foi observada nas espécies H. psittacorum cv. Golden Torch e H.
latispatha. H. bihai, apesar de não ter mostrado alteração no grau de
espessamento no material inoculado e controle, mostrou redução 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 contrário, isto é, aumentou o
espessamento em quase o dobro (Tabela 2). Estes resultados mostram
previamente que a espessura da parede celular e a lignificação podem
não estar envolvidas na resistência ao F. oxysporum f.sp. cubense,
uma vez que algumas espécies resistentes apresentaram o mesmo
comportamento que a espécie suscetível, podendo-se sugerir a
possibilidade da influência da metodologia de inoculação utilizada e da
atuação de outros mecanismos no processo da resistência. Resultados
semelhantes foram constatados por Rodrigues (15) que observou a
não detecção do aumento de lignina na parede celular, mesmo após a
utilização de indutores de resistência, em cultivares resistente e
suscetível de caupi (Vigna unguiculata L. (Walp) na interação com
Fusarium oxysporum f.sp. tracheiphilum (E.F.Smith) Snyder &
Hansen. O acúmulo de lignina pode estar relacionado ao período após
contato com o patógeno. Por exemplo, De Ascensão & Dubery (5)
puderam verificar o aumento no acúmulo de lignina em resposta a
infecção de F. oxysporum f.sp. cubense nas raízes da cultivar de

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