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RESUMO

O mal-do-Panam@, causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense, € um fator limitante a cultura da bananeira
(Musa spp.). A medida de controle mais eficiente para doenca é o cultivo de variedades resistentes. A resisténcia
induzida constitui alternativa a ser avaliada nesse patossistema. Avaliou-se o efeito indutor de resisténcia de acibenzolar-S-
metil (ASM) e &cido DL-b-amino-n-butirico (BABA) sobre germinacdo e crescimento micelid de F. oxysporum f. $p. cubense
in vitro nas dosagens 0; 0,050; 0,100; 0,150; 0,200; 0,250 e 0,500 mg.mlte 0; 0,525; 1,050; 1,575; 2,100; 2,625 e 3,150
mg.mlL, respectivamente, utilizando-se F oxysporum f. sp. cubense na concentragdo 1 x 10° conidios.mlit. Os ASM e BABA
foram pulverizados nas dosagens 0; 0,050; 0,100; 0,150; 0,200; 0,250 mg.ml* e 0; 0,525; 1,050; 1,575; 2,100; 2,625 mg.ml-
1, respectivamente, sobre bananeiras ‘Mac& e ‘Grande Naine' micropropagadas, mantidas em casa de vegetagdo. As raizes
foram inoculadas por imersdo em suspensdo de F oxysporum f. sp. cubense 1 x 10° conidios.ml, quatro, seis e 0ito semanas
apds indugdo. Avaliou-se a severidade da doenca 20 dias ap6s inoculaggo através de escaa de notas. O BABA, 2,100 mg.ml-
1, propiciou 35,29% de redugdo na severidade de doenga em banana ‘Macd’, aplicado quatro semanas antes da inoculagéo
com F. oxysporum f. p. cubense. O ASM, 0,500 mg.ml, inibiu a germinacéo de conidios in vifro. O BABA, nas dosagens
testadas, ndo interferiu no crescimento micelial. Em ‘Grande Naine', BABA, 0,525 mg.ml?, reduziu a severidade da doenca
em 21,55% independente da época de inoculagdo. N&o se constatou efeito do ASM sobre a severidade do mal-do-Panamé

Palavras-chave adicionais: mal-do-Panamd, resisténcia sistémica adquirida, Musa spp.

ABSTRACT
Effect of two resistance inducers on Panama disease severity

Panama disease, caused by Fusarium oxysporum f. $p. cubense, is alimiting factor for banana (Musa spp.) production.
The most efficient control measure consists of the use of resistant cultivars. Inducing resistance in the host is an aternative
to be evaluated. The present investigation studied the effect of acibenzolar-S-methyl (ASM) and DL-b-amino-n-butyric acid
(BABA) resistance inducers on the germination and mycelia growth of F oxysporum f. sp. cubense in vitro a the following
rates of: 0; 0.050; 0.100; 0.150; 0.200; 0.250 and 0.500 mg.ml* and O; 0.525; 1.050; 1.575; 2.100; 2.625 and 3.150 mg.ml?,
respectively, using F. oxysporum f. p. cubense at 1 x 10% conidiaml? as inoculum. The ASM and BABA were sprayed at the
rates of: 0; 0.050; 0.100; 0.150; 0.200; 0.250 mg.ml* and O; 0.525; 1.050; 1.575; 2.100; 2.625 mg.ml™, respectively, on in
vitro produced banana plants varieties ‘Ma¢& and ‘Grande Naine' under greenhouse conditions. Roots were inoculated by
immersion in a conidial suspension of F. oxysporum f. sp. cubense at 1 x 10° units.ml? four, six and eight weeks after
induction. Disease severity was measured 20 days after inoculation using a disease index. The results pointed out that BABA
at 2.100 mg.ml?, decreased disease severity in the var. ‘Mag& by 35.0% when applied four weeks before inoculation. The
ASM at 0.500 mg.ml, inhibited in vifro germination of conidia. BA BA at the rates used, did not affect the mycelial growth
of the fungus. In ‘Grande Naine’, BABA at 0.525 mg.ml, reduced disease severity by 21.55% for the inoculation times. No
ASM effect was observed for the severity of Panama disease.

Additional keywords: mal-do-Panama, aquired systemic resistance, Musa spp.

INTRODUCAO

Segunda fruta mais consumida no Brasil, a banana
(Musa spp.), aém de contribuir para a dieta alimentar de
grande parte da populagdo, desempenha importante papel
socioecondmico tanto como geradora de renda quanto na

*Parte da Dissertagdo de Mestrado do primeiro autor. Universidade
Federal Rural de Pernambuco (2004)
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fixacdo do homem no campo (Anuério Brasileiro da
Fruticultura, 2003).

A bananeirapode ser afetada por diversos patdgenos,
com reflexos negativos na producdo. Nesse contexto, o mal-
do-Panam@, causado pelo fungo Fusarium oxysporum
Schlecht.: Fr f. sp. cubense (E. F. Smith) Snyd. & Hans,
constitui doenca de fundamental importancia para a banani-
cultura mundial, sendo responsével por elevadas perdas na
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producdo (Matos et al., 2001). Na primeirametade do século
20 0 mal-do-Panama dizimou os plantios de ‘ Gros Michel’
(AAA) na América Central, até entdo a principal variedade
de banana para exportagdo, motivando sua substitui¢cdo por
aquelas do subgrupo Cavendish (AAA) (Cordeiro & Matos,
2003). A medida de controle mais eficiente para essa doenca
€ 0 cultivo de variedades resistentes (Moreira, 1987; Matos
et al., 2001; Querino et al., 2003; Rosales et al., 2003) As
dificuldades existentes natransferénciadaresisténciaao mal-
do-Panama para variedades suscetiveis (Figueira, 2003),
fazem daresisténciainduzida uma alternativa a ser avaliada
nesse patossistema.

O estudo dos diversos mecanismos de defesa local e
sistémico, constitutivos e induziveis, desenvolvidos ao longo
do processo de co-evolugdo entre patdgeno e hospedeiro
revelou a possibilidade de ativagcdo de respostas de defesa
sistémica preventiva em plantas contra patdgenos. Essas
respostas de defesa, que incluem formacéo de papila,
lignificac8o de parede celular, producéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), reacdo hipersensitiva (HR), expressdo de
proteinas relacionadas com a patogénese (PRPs), tais como
quitinases e glucanases, e acumulo de metabdlitos
antimicrobianos, tais como fitoal exinas, sdo conhecidas como
resisténcia sistémica adquirida ou SAR (Kessmann et al.,
1994; Siegrist et al., 2000). Alguns compostos, aexemplo do
acibenzolar-S-metil (ASM) edo &cido DL -b-amino-n-butirico
(BABA) tém se comportado como ativadores de SAR em
diversos fitopatossistemas (Gorlach et al., 1996; Cohen,
2002).

O presente trabal ho teve como objetivo avaiar o efeito
in vitro de diferentes dosagens de ASM e BABA sobre
germinacdo de conidios e crescimento micelial de F.
oxysporum f. sp. cubense, assim como o efeito de diferentes
dosagens e épocas de aplicacdo desses indutores na reducao
daseveridade do mal-do-Panamaem plantas micropropagadas
debanana‘Macd (AAB) e*GrandeNaine (AAA) inoculadas
com o patégeno, em condi¢des de casa de vegetagio.

MATERIAL E METODOS

Determinacio da atividade in vitro do ASM e do BABA
sobre a germinacdo de conidios de F oxysporum f. sp.
cubense

Adicionou-se a placas de Petri contendo 12,5 ml de
meio de culturaBDA (Batata-Dextrose-Agar), 0,1 ml deuma
suspensdo de indeulo de F. oxysporum f. p. cubense, 1 x 10°
conidios.ml%, previamente determinada em hemacitémetro
tipo Neubaeur, acrescido de ASM nas dosagens 0; 0,050;
0,100; 0,150; 0,200; 0,250 e 0,500 mg.ml** e BABA nas
dosagens0; 0,525; 1,050; 1,575; 2,100; 2,625 e 3,150 mg.ml-
nareacdo 1:1. A suspensdo foi espalhada sobre o meio de
cultura com auxilio de alca de Drigalsk. As placas foram
divididas em quatro quadrantes por riscas em suaparteinferior
externa, sendo realizadas trés leituras ao microscépio 6tico
por quadrante, apés 10 h deincubacdo, deformaaleatéria. O
mesmo procedimento foi adotado para a testemunha apenas
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com &gua destilada e esterilizada (ADE). Cada repeticao foi
representada por um quadrante. A partir de ent&o, procedeu-
seaavaliagdo do efeito dosindutores sobre a percentagem de
germinagdo dos conidios até que houvesse aproximadamente
90% de germinagdo dos conidios na testemunha. Foram
considerados germinados conidios com tubo germinativo de
tamanho igual ou superior ao conidio ndo germinado. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casua
lizado em esguema fatorial 7 x 2, com seis concentracOes
mais uma testemunha absoluta para cada um dos dois
indutores de resisténcia avaliado, e quatro repeticdes.

Determinacio da atividade in vitro do ASM e do BABA
sobre o crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. cubense

O efeitode ASM eBABA sobreo crescimento micelia
de F. oxysporum f. sp. cubense foi estudado em placas de
Petri contendo 20 ml de BDA. Para tanto foi procedida a
transferéncia de uma gota de cada indutor em estudo (nas
mesmas dosagens utilizadas para germinacéo de conidios)
para um orificio feito no centro de uma placa de Petri, pela
remocao de um disco de 10 mm de diédmetro. No orificio foi
colocado um disco, 12 mm de didmetro, obtido das bordas de
uma culturade F. oxysporum f. sp. cubense. A intervalos de
24 h o didmetro da col6nia era determinado estabel ecendo-se
amédia de duas medidas tomadas em sentido diametralmente
Opostos.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado em esguema fatorial 7 x 2, seis dosagens e uma
testemunha com agua esterilizada, para cada indutor de
resisténcia avaliado, em cinco repeticdes, e dois indutores. Os
dados foram submetidos aandlise de variancia determinando-
se a curva de regressdo pelo programa estatistico SISVAR.

Avaliacdo do efeito da aplicacio de ASM e BABA em
mudas micropropagadas de bananeira na severidade do
mal-do-Panama

O trabalho foi conduzido sob condi¢do de casa de
vegetacao, na Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizada
no municipio de Cruz da Almas, Bahia. Plantas micropro-
pagadas, com 20 cm de altura, das variedades Maca (altamente
suscetivel) e Grande Naine (resistente), foram transferidas
para sacos de polietileno preto, contendo 1,8 | do substrato
reutilizado de Plantimax + fertilizantes minerais + fibra da
casca de coco (1: 0,3: 1), previamente esterilizado com
brometo de metila. As plantas foram pulverizadas com os
indutores de resisténcia nas dosagens 0; 0,050; 0,100; 0,150;
0,200 0,250 mg.mi* de ASM e0; 0,525; 1,050; 1,575; 2,100
e 2,625 mg.mlt de BABA sendo aplicados 7 ml de cada
solucdo por planta. Para cadaindutor de resisténciaavaliado
foram incluidos dois tipos de testemunhas: testemunha
relativa, consistindo de plantas ndo pul verizadas com indutor
einoculadas com F. oxysporum f. sp. cubense, e testemunha
absoluta, sem nenhum tratamento.

Fusarium oxysporum f. sp. cubense foi cultivado em
meio de cultura BDA, pH 6, e incubado a temperatura
aproximada de 25 °C, durante oito dias. ApOs esse periodo
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obteve-se uma suspensédo conidial, cuja concentracdo foi
determinadaem hemacitdmetro tipo Neubauer e, gustadapara
10° conidios.ml. Asplantas foram inoculadas aquatro, seis,
e 0ito semanas apds ainducdo deresisténcia, mediante imersao
das raizes na suspensdo do in6culo de E oxysporum f. sp.
cubense por 1 h.

A severidade de doenga foi avaliada 20 dias apés a
inoculagdo, mediante corte transversal do rizoma, atribuindo-
se notas de 1 a 6 conforme escala proposta por Cordeiro &
Dantas (1993). Para avaliacdo da severidade de doenca,
comparou-se cadatratamento com as respectivastestemunhas
relativa e absoluta

O delineamento experimental foi inteiramente casua-
lizado, em esquemafatorial 7 x 2 x 2 x 3, representado pelas
cinco dosagens de cada indutor mais duas testemunhas
(relativa e absoluta), dois indutores, duas variedades e trés
periodos de inoculagdo, apds aplicacdo do indutor de resis-
téncia. Foram utilizadas dez repeticdes por tratamento. Os
dadosforam submetidos aandlise devarianciaindividua para
cada periodo avaliada; e a andlise conjunta considerando os
trés periodos simultaneamente, sendo as médias comparadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando-se o programa SAS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito in vitro de ASM sobre a germinacio de conidios e
crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. cubense

A curvaderegressdo (Figura 1) possibilitainferir que
amaior dosagem (0,500 mg.ml-*) de ASM inibiu agerminacdo
de conidios quando comparada a testemunha. Os demais
pontos da curvae as médiasindicam um possivel incremento
na germinacdo de conidios comparando-se atestemunha. As
maiores dosagensdo ASM tenderam a desfavorecer, enquanto
gue as menores dosagens testadas até favoreceram a
germinacdo de conidios. Resultados similares foram relatados
por Pascholati et al. (1998) e Tos & Zazzerini (2000) que
constataram efeito inibidor deste indutor sobre a germinacéo
de conidios de Colletotrichum graminicola (Ces.) G. W.
Wilson e de esporocarpos de Glomus mossea (Nicol. et Gerd.)
Gedermann et Trappe & medida que aumentava a dosagem
de ASM in vitro.

Osdados néo propiciaram o gjuste de umaequacéo de
regressdo (Figura 1) que pudesse explicar o comportamento
do crescimento micelial de F. oxysporum f. p. cubense em
presenca de solucdo aquosa com o ASM nas dosagens
utilizadas, comparadas a testemunha absoluta. No entanto,
verifica-se que este indutor promoveu maior crescimento
micelia nas diferentes dosagens utilizadas.

Efeito in vitro de BABA sobre germinacgao de conidios e
crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. cubense
N&ofoi possivel gustar umacurvade regressdo (Figura
2) para as médias de germinacéo de conidios, contudo a
andlise dos pontos em separado na curva de dispersdo
comparados com atestemunha, permitiu inferir que ndo houve
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um efeito direto de BABA sobre a germinacdo de conidios.
BABA, nas dosagens testadas néo interferiu no crescimento
micelial de F. oxysporum f. sp. cubense quando comparadas
a testemunha. Cohen (1994) e Tosi & Zazzerini (2000)
obtiveram resultados semelhantes ao testar BABA sobre
Plasmopora helianthi (Novot) e Phytophthora infestans
(Mont.) De Bary, respectivamente, in vitro.

Efeito de ASM e BABA em mudas micropropagadas de
bananeira na severidade do mal-do-Panama

N&o se constatou interacdo significativa entre época
deinoculagéo, variedade e indutores de resi sténcia/dosagens,
contudo houve interacdo significativa entre variedade e
indutores de resisténcia/dosagens. A andlise de cada época,
separadamente (Tabela 1), mostra que BABA, quando
aplicado na dosagem 2,100 mg.ml* sobre a banana‘Mac& ,
quatro semanas antes dainoculagdo com F. oxysporum f. sp.
cubense, foi capaz de reduzir a severidade de doenga em
35,29% diferindo significativamente datestemunharel ativa.
Paraavariedade Grande Naine, aandlise das médiasdostrés
periodos permitiu inferir que BABA, 0,525 mg.ml-* foi capaz
de reduzir significativamente a severidade de doenca em
21,55% quando comparada com a testemunha inocul ada.
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Siegrist
et al. (2000), que conseguiram reduzida protecéo contra
Tobacco mosaic virus (TMV) familia Tombusviridae e género
Tobamovirus em plantas de fumo (Nicotiana tawbaccum
L.)quando utilizaram dosagens de BABA inferiores a 0,525
mg.ml-%. A despeito de suacomprovadaagdo como indutor de

y=-106,57x% +41,198x + 92,932
R® = 0,6692
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FIG. 1 - Efeito de dosagens de acibenzolar-S-methyl (ASM) sobre
agerminagdo de conidios (A) e crescimento micelial (B) de Fusarium
oxysporum f. §p. cubense.
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FIG. 2 - Efeito de dosagens de DL-b-amino-n-butyric acid (BABA)
sobre a germinacé@o de conidios de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense.

resisténciaem outros fitopatossistemas (Gorlachet al., 1996),
ASM n&o mostrou eficiéncia na reducéo da severidade do
mal-do-Panamaem bananeiratanto ‘Mac& , quanto ‘ Grande
Naine'. A inducdo de resisténcia sistémica adquirida por
BABA jafoi comprovada contramuitas espécies de Fusarium,
aexemplo de F. oxysporum f. $p. tracheiphilum (E.F. Smith)
Snyder & Hansen (Rodrigues, 2003), sendo este o primeiro

relato de eficiéncia desse indutor contra F. oxysporum f. sp.
cubense.

Uma melhor resposta da banana‘Mag& aindugéo de
mecanismos de resisténcia por BABA, quando comparada a
protecdo induzida pelo mesmo indutor na variedade Grande
Naine, pode estar relacionada a sua maior suscetibilidade ao
patégeno, e/ou ao fato da ativacdo de SAR por BABA estar
associada a altas dosagens paraamaioriadosfitopatossistemas
(Siegrist et al., 2000). De acordo com Cohen (2002), a
concentracdo de BABA requeridaparaal cancar efetiva (@0%)
resi sténcia controlada depende de condi¢des do hospedeiro, do
patdgeno e do modo de aplicacdo. A interagdo gendtipo/indutor
de resisténcia foi demonstrada no patossistema pepino/
Colletotrichum orbiculare (Berk. & Mont.) Von Arx, no qual
as rizobactérias Pseudomonas putida (Trevisan) Migular e
Serratia marcescens Bizio foram utilizadas como agentes
indutores deresisténciasistémicaadquirida(Liuet al., 1995).

De acordo com Beckman & Zarrogian (1967),
variedades suscetiveis de banana, como ‘Mag&’, produzem
substancias gelatinosas como resposta a penetracéo de F.
oxysporum f. sp. cubense, e respondem com formacgdo de
tiloses emboratardiamente, ndo impedindo a colonizacdo dos
seustecidos por F. oxysporum f. . cubense. Além da formagdo

TABELA 1 - Efeito de cinco dosagens (mg.ml?) e trés periodos de aplicacdo de acibenzolar-S-methyl
(ASM) e DL-b-amino-n-butyric acid (BABA) sobre a severidade do malacibenzolar-S-methyl-do-Panamé
em duas variedades de bananeira (Musa spp.) inoculadas com Fusarium oxysporum f. Sp. cubense

BABA

ASM

PERIODO DE INCULACAO

. )
D MEDIAS
E E2  E3

PERIODO DE INCULACAO

) )
D MEDIAS
El’ g2 E3

BANANA MACA

BANANA MACA

0525 2,702 3,60 a 2,80a° 3,03 ab’ 0,050  2,70a’ 3,00a 2,80a° 2,83a
1,050  240a 290 a 240a  257ab 0,100  320a 3,50a 320a 3,30a
1,575  3,70a 2,55 a 3,50a  328a 0,150  244a 3,10a 3,60a 3,07a
2,000  220b 266 a 255a 246 b 0200  3,0a 3,10a 3,00a 3,0la
2,625  2.60a 250 a 230a 247 b 0250  2,60a 333a 2,60a 283a
0,000 340a 270a 250a  2,87ab 0,000  340a 270a 2,50a 2,87a
BANANA G. NAINE BANANA G. NAINE

0525 1,70a 240 b233a 2,14 b 0,050  2,50a 250a 2,30a 243a
1,050 2,30a 2,70ab 2,30a 243 a 0,100 2,10a 2,60a 2,10a 227 a
1,575  2,10a 2,80ab 2,80a 257a 0,150  2,10a 2,00a 2,70a 227a
2,000 270a 3.66a 330a 3,09a 0200  2,60a 210a 2,50a 240a
2,625  2,10a 220 b280a 237a 0250  2,10a 2,13a 3,00a 246a
0,000 270a 255ab290a 2,72a 0,000 270a 255a 2,90a 2,72a
CV (%) 46,71 3488 37,09 3958 CV (%) 46,71 3488 37,09 39,58

1Dosagem, mg.ml-*;2Inocul agéo aquatro (E1), seis(E2) e oito (E3) semanas ap6s aplicacdo do indutor deresisténciasistémica
adquirida; M édias seguidas pelamesmaletramintscul anacol unano diferem significativamente entre st a5% de probabilidade
pelotestede Tukey; *Relativo aandliseindividua paracada época. YRel ativo aandlise conjuntaconsiderando todas as épocas.

242

Fitopatol. bras. 30(3), maio - jun 2005



Efeito de dois indutores de resisténcia sobre a severidade...

degel etiloses como respostas de defesa, Ascensao & Dubery
(2003) comprovaram acumulo de compostos fendlicos e
lignina nas paredes celulares como parte de mecanismos de
defesa nas raizes de bananeiras. Também, Mace (1963)
constatou aumento no teor de fendis em células de raizes de
banana Gros Michel infetadas por F. oxysporum f. sp. cubense.
Segundo Beckman (2000), estas células estariam distribuidas
em locais estratégicos ou a eatoriamente nas plantas onde 0s
fendis estariam acumul ados nos vacuol os. Numa situacéo de
estresse bidtico ou abidtico, estas células sofreriam
descompartimentacéo e seu contelido fendlico se oxidaria
promovendo a suberizacdo, lignificagdo e morte de células
provocando por exemplo, um rapido confinamento de
patégenos nestes tecidos mortos. Evidentemente que esses
mecanismos sdo fundamentais nas respostas de defesa de
plantas. Assim sendo, é possivel que BABA ative estes
mecani smos de resi sténciaao mal-do-Panamaem bananeiras.
Os resultados obtidos sugerem que outras dosagens e
diferentes épocas de aplicacdo sgjam testadas, trazendo com
isto novas informagbes quanto a eficiéncia dos indutores
BABA e ASM no controledeF. oxysporum f. sp. cubense em
bananeira.
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