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RESUMO GERAL

O Brasil produz mais de 20 espécies frutiferas de importancia econémica e
social. Algumas possuem forte expressdo nos mercados regionais e outras no
mercado nacional e internacional, dentre estas, a banana é uma das mais
consumidas no Brasil, sendo também bastante requisitada no mercado externo.
O mal-do-Panaméa é uma doenca flngica da bananeira causada pelo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense. O patégeno compromete a produtividade da cultura e
seu controle é dificultado devido a sua capacidade de sobrevivéncia no solo. A
cultivar Maca é altamente susceptivel ao mal-do-Panamé, no entanto, em 1990,
surgiu na regido de Goids um acesso de bananeira supostamente resistente a
doenca e que vem sendo amplamente utilizado pelos produtores da regido.
Devido a falta de comprovagdes cientificas sobre a resisténcia do novo genétipo,
a Universidade Federal de Lavras (UFLA) e a Empresa de Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural de Goias (Emater-Goias) firmaram parceria para realizar estudos
com esse gendtipo de bananeira visando evidenciar a resisténcia. Dessa forma,
objetivou-se com este trabalho avaliar a resisténcia do novo genétipo de
bananeira Maca ao Fusarium oxysporum f.sp. cubense (Foc) e caracterizar por
caracteres morfoldgicos e moleculares isolados do fungo. O primeiro
experimento foi baseado no isolamento, caracterizagdo filogénica e testes de
agressividades de estirpes do patégeno provenientes de trés estados brasileiros.
O experimento resultou na obtengdo de quatro isolados, todos pertencentes a
espécie de F. oxysporum f. sp. cubense, raga 1, com niveis diferentes de
agressividade e pertencentes a duas linhagens diferentes. Em um segundo
experimento, a resisténcia do novo genotipo de bananeira maca foi avaliada em
comparagdo com outras variedades de bananeiras e a bananeira maca tradicional,
para isto, utilizou-se uma estirpe do patdégeno previamente identificada e que
apresentou alta agressividade. O resultado obtido demonstrou que 0 novo
genotipo é moderadamente resistente a doenca.

Palavras-chave: Caracterizacdo Morfologica. Estirpe. Agressividade.



ABSTRACT

The Brazil produces more than 20 fruits with economic and social importance.
Some have high expression on regional markets and others in national and
international, among these the banana is the most consumed in Brazil being very
requested in foreing market. The Fusarium wilt is a fungical disease caused by
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc). The pathogen commits the crop
productivity and its control is dificulted because the pathogen survival capacity
on soil. The “apple” cultivar is highly susceptible to Fusarium wilt, however, in
1990, a new genotype of banana “apple” emerged in Goias region, supposedly
resistant to Fusarium wilt in which has been widely used by the region
producers. Because a lack of cientific evidence about the cultivar resistance the
Universidade Federal de Lavras (UFLA) and the Empresa de Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural de Goids (Emater-Goias) signed partnership to make
studies with this genotipe aiming evidence its resistance. In this way, aimed with
this essay evaluate the resistance of the new genotype of banana “apple” to
Fusarium wilt and identify using morfological and molecular characters fungi
isolates. The first essay was based on the isolation, phylogenetic indentification
and agressiveness tests of strains of Foc from three brazilian states. This essay
resulted on obtainment of four isolated, all belonging to Fusarium oxysporum f.
sp. cubense specie, race 1, with different agressiveness levels and belonging to
two diferente lineages. In the second essay, the resistance of the new genotype
was evaluated in comparison with others varieties of banana and the traditional
banana “apple”, to this, a strain of Foc previously identify by the molecular and
morphological methods and that showed high agressiveness was used. The result
showed that the new cultivar is moderately resistante to pathogen.

Key words: Morphological characterization. Strains. Agressiveness.
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1 INTRODUGAO GERAL

O Brasil possui mais de 20 frutas de importancia econémica e social.
Algumas possuem forte expressdo nos mercados regionais e outras no mercado
nacional e internacional. O segmento vem obtendo producdo superior a 40
milhGes de toneladas desde 2004, conferindo ao pais a posi¢do de terceiro maior
produtor de frutas no cenario mundial, ficando atras apenas de China e da India.
Entre os Estados, Sdo Paulo se destaca como maior produtor de frutas frescas,
respondendo por 39% do total nacional, seguido por Bahia, Minas Gerais e Rio
Grande do Sul (REETZ, 2015).

Dentre as frutas produzidas, a banana é uma das mais consumidas no
Brasil e esta entre as mais requisitadas no mercado externo. A producgdo anual
brasileira gira em torno de 7 milhdes de toneladas e 95% da producdo é
absorvida pelo mercado interno. Em 2014, a producéo brasileira atingiu 12,398
milhdes de toneladas, aumento de 7,3%, em relagdo a 2013. Além do mais, a
bananicultura gera em torno de 2 milhdes de empregos, sendo, portanto,
importante para o fortalecimento da agricultura familiar (MAPA, 2015).

As principais cultivares produzidas para consumo interno sdo: Prata,
Pacovd, Prata And, Macd, Myrose, Terra e D"Angola. A cultivar Mac¢é cujo
grupo gendmico é AAB, possui casca fina, polpa branca, sabor doce e suave,
que lembra uma macd, sendo considerada pelos brasileiros uma banana mais
nobre. Portanto, apresenta excelente aceitacdo pelo mercado consumidor e,
consequentemente, a demanda pela cultivar Maca é alta, alcancando preco de
mercado 400% maior que da cultivar Prata, por exemplo.

No entanto, a cultivar Maca é altamente suscetivel ao mal-do-Panam,
doenca vascular causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense,
também conhecida como fusariose ou murcha de fusario da Bananeira. Os

sintomas externos da doenga se caracterizam pelo amarelecimento progressivo
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das folhas mais velhas para as mais novas, ocorrendo murcha com posterior
quebra do peciolo, junto ao pseudocaule, dando a aparéncia de guarda-chuva
fechado. O patdgeno compromete a produtividade da cultura e seu controle é
dificultado devido a sua capacidade de sobrevivéncia no solo (CASTRO et al.,
2008).

No entanto, em 1990, surgiu na regido de Goias um acesso de bananeira
supostamente tolerante ao mal-do-Panama. No ano 2000, dez municipios ja
cultivavam esse material em 4.850 ha. Em 2013, mais sete municipios
comegaram a cultivd-lo, num total de 6.540 ha e com o envolvimento de
aproximadamente 150 produtores. Sua produtividade média é aproximadamente
a mesma da Macd tradicional, cerca de 14 t.hal e por suportar varios anos de
cultivo sem sucumbir ao patdgeno, mostra evidéncias empiricas de resisténcia a
doenca.

Portanto, existe a necessidade de se investigar a resisténcia desta cultivar
ao Fusarium, para que a mesma possa ser recomendada aos produtores rurais de
inimeros municipios que convivem com o problema. Afinal, a utilizacdo de
cultivares resistentes € um método eficiente, sustentavel e pratico para o controle
de doencas.

Diante de tal demanda, a Universidade Federal de Lavras (UFLA) e a
Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural de Goias (EMATER-Goias)
firmaram parceria para realizar estudos com esse genétipo de bananeira visando
evidenciar a tolerancia. Dessa forma, objetiva-se com este trabalho, avaliar a
resisténcia da nova cultivar de bananeira Ma¢d ao Fusarium oxysporum f.sp.
cubense e caracterizar por meio de caracteres morfologicos e moleculares quatro

isolados do fungo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A cultura da bananeira

A banana é uma das frutas mais importantes do mundo, em muitos
paises, além de alimento possui grande importancia social e econdmica, por se
caracterizar como fonte de renda para muitas familias. A bananeira (Musa spp.)
¢ uma planta monocotiledénea herbacea gigante, pertencente a familia
Musaceae, originadas a partir do cruzamento das espécies de Musa acuminata
Colla (AA) x Musa balbisiana Colla (BB), que possui a Asia como seu centro
primério de origem. Quanto as caracteristicas edéficas, a cultura demanda por
terrenos planos a levemente ondulados, com solos profundos sem impedimentos,
aerados e bem drenados (BUAINAIN et al., 2007; COELHO, 2012).

Com relagdo as caracteristicas climaticas, a planta se desenvolve bem,
em temperaturas em torno de 28 °C, tolerando temperaturas situadas entre 15 e
35 °C, onde, havendo o suprimento adequado de agua e nutriente, induzira o
crescimento maximo da planta. Temperaturas abaixo de 15 °C provocam a
paralisacdo da atividade da planta e compactagdo da roseta foliar. Temperaturas
acima de 35 °C também inibem o desenvolvimento da planta devido a
desidratagdo dos tecidos quando em condicGes de sequeiro (BORGES et al.,
2004).

As variedades tradicionais produzidas no Brasil sdo Prata, Pacovan,
Prata and, Macd, Myrose, Terra e D angola, pertencentes ao grupo AAB e
Nanica, Nanicdo e Grande Naine, do grupo AAA. Outras variedades utilizadas
no mercado interno sdo a Caipira, Thap Maeo, Pacovan Ken, Fhia-18, Prata
Baby, Prata Grauda, Tropical, Preciosa e Maravilha (BUAINAIN et al., 2007).
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O processamento da fruta torna possivel a obtencdo de produtos tais
como puré, néctar, doce, farinha, chips, passa, dentre outros. O uso de produtos
industrializados utilizando a banana como matéria prima é feito com o objetivo
de aproveitamento da producdo excedente e aumento de vida Util de prateleira,
embora a maior parte do consumo dessa fruta ainda seja feita in natura. A fruta é
uma boa fonte de potassio e vitaminas A, B, C e D, além de possuir qualidades
medicinais onde todas as partes da planta possuem alguma aplicacdo dentro da
industria farmacéutica, podendo ser aplicada na formulacdo de farmacos que
auxiliam na reducdo do risco de pressdo arterial alta, reducdo do risco de
derrame, restaurar a atividade normal do intestino, proteger contra doencas
neurodegenerativas, diminuicdo do colesterol, dentre outras aplica¢fes. (JESUS
et al., 2005; BORGES et al., 2009; KUMAR et al., 2012)

Em 2013, o mercado mundial dessa fruta atingiu U$ 9 bilhdes de
dolares. Cerca de dois tercos da producdo é exportada da América Latina e
aproximadamente a mesma quantidade é destinada para Europa e Estados
Unidos (FAO, 2014). Nesse mesmo ano, a producdo brasileira foi superior a 6
milhdes t/ha, sendo a Bahia o principal estado produtor, seguida pelos estados de
Sdo Paulo, Minas Gerais, Santa Catarina e Pard (IBGE, 2014). Entretanto,
alguns fatores ainda tém dificultado a expansao do mercado da fruta no pais, tais
como a baixa qualidade fitossanitaria das mudas, baixa producdo de mudas
comparada a demanda dos produtores, logistica da cadeia produtiva e, de forma
mais expressiva, o controle de pragas e doencas que comprometem a producéo e

podem causar grandes prejuizos (PESSOA et al., 2014).

2.2 Doengas fungicas da bananeira

Doencas de plantas podem ser definidas como alteragbes na estrutura e

fisiologia decorrentes da interagdo entre patdgeno, hospedeiro e ambiente. O
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controle de grande parte das doencas de plantas envolve métodos de manejo que
permitam manté-las sobre niveis toleraveis, onde se classificam como métodos
reguladores, culturais, genéticos, bioldgicos, quimicos e fisicos. A utilizacdo de
plantas resistentes consiste como método genético e é a forma mais barata de
controle utilizada (WARUBY et al, 2004).

Entre os micro-organismos que podem causar doencas em plantas estdo
0s virus, bactérias, nematoides e fungos. Fungos sdo organismos eucariontes,
aclorofilados, heterotroficos, que possuem estruturas somaticas filamentosas e
ramificadas, podendo se reproduzir de maneira sexuada e assexuada. Estes
podem ser saprofitas ou parasitas dependendo da sua forma de alimentag&o,
sendo em sua maioria constituidos por espécies sapréfitas, embora existam mais
de 8000 espécies de fungos que podem causar doengas em plantas (AGRIOS,
2004).

Entre as principais doencas causadas por fungos que atingem a cultura
da bananeira e que podem comprometer a producdo estdo a Sigatoka amarela
(Mycosphaerella musicola Leach), Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis
Morelet) e mal-do-Panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense Foc.). A maioria
das cultivares utilizadas pelos agricultores, apresentam suscetibilidade a essas
doencas, fato que conduz a muitas perdas na producdo (PESSOA et al., 2014;
CORDEIRO et al., 1997).

2.2.1 Mal-do-Panama

O mal-do-Panama é uma doenca fungica da bananeira, causada pelo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense. O fungo é um parasita facultativo veiculado
pelo solo, o qual causa doenga em mais de 100 espécies de plantas, incluindo

outras culturas de importancia agronémica. Esse patégeno é dividido em grupos
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especializados de acordo com o hospedeiro que ele ataca, e em racgas, de acordo
com a suscetibilidade de cultivares especificas (SUTHERLAND et al., 2013).

Os sintomas na parte externa da planta se caracterizam por um
amarelecimento das folhas mais velhas para as mais novas, iniciando dos bordos
indo para a nervura principal. Com o progresso, ocorre murcha e quebra do
peciolo, dando aspecto de guarda-chuva fechado a planta. Também se observa
estreitamento do limbo nas folhas mais jovens, engrossamento das nervuras
secundarias e necrose do cartucho. Internamente observa-se pontuacdes pardo-
avermelhadas no sistema vascular da planta. O estabelecimento do patdgeno
ocorre via sistema radicular, principalmente via raizes secundarias, e a doenca
pode ser disseminada de diversas formas (LI et al., 2013; CORDEIRO et al.
1993).

O Fusarium oxysporum f.sp. cubense ndo pode ser diferenciado de
forma confiavel na cultura de outras formae speciales (f. sp.). A f. sp. designada
cubense é aplicada somente em evidéncia de testes de patogenicidade, onde
demonstrem sintomas em situacdo de campo nos hospedeiros de Musa e
Heliconia. As racas patogénicas do patdgeno sdo designadas baseadas nas
espécies que sdo capazes de atacar. Existem quatro racas reconhecidas, e a raca
1 consegue infectar plantas de Musa textilis, dos grupos ‘Gros michel’ (genoma
AAA), ‘Maguefio’ (genoma AAB), ‘Silk’ (Genoma AAB), ‘Pome’ (Genoma
AAB), Pisang Awak (Genoma ABB) e ‘1.C.2’ (genoma hibrido AAAA); a raga
2 ataca os grupos ‘Bluggoe’ (Genoma ABB) e os hibridos AAAA; a raca 3
consegue causar doencas em plantas de Heliconia spp. , e a raga 4, que consegue
quebrar a resisténcia de bananeiras do grupo Cavendish, tal como a bananeira
Grand naine (PLOETZ et al., 1988; MOORE et al., 1995; PLOETZ et al., 2000).

Ferramentas moleculares tem sido usadas para analisar a variabilidade
genética entre e dentro das populacdes de F. oxysporum f. sp. cubense. Os

estudos filogenéticos de multi-genes jA mostraram a existéncia de pelo menos
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oito linhagens filogenéticas distintas do patdgeno, podendo ocorrer diferentes
racas em membros de uma mesma linhagem (KOENIG et al., 1997; PLOETZ et.
al., 2000; FOURIE et al., 2011).

Esse patdgeno foi epidémico primeiramente no Panama, em 1890, e a
partir de entdo se espalhou pelo mundo. A primeira constatacdo da doenca no
Brasil ocorreu em plantas da cultivar ‘Mac¢d’ no municipio de Piracicaba, estado
de Sao Paulo, e atualmente é endémica em todo territdrio nacional. Até 2009 nao
havia relatos de ocorréncia da raga 4 no Brasil (FURTADO et al., 2009;
CORDEIRO et al., 1997). Entretanto, em trabalhos atuais, relata-se a ocorréncia
de isolados pertencentes a essa raca, obtidos a partir de bananeiras pertencentes
ao grupo Cavendish nos estados do Para, Minas Gerais, Amazonas e Santa
Catarina (DIAS et al., 2014; CUNHA et al., 2015).
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RESUMO

Fusarium é um género de fungos muito estudado por causar doencas e
proporcionar perdas em varias culturas. Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc) é de grande importancia para cultura da bananeira, causando a doenga
conhecida como mal-do-Panama. Neste trabalho, estudos morfoldgicos e
moleculares foram feitos, além do estudo da agressividade de quatro estirpes de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Os patdgenos foram isolados a partir de
rizomas de bananeiras da variedade Macd que apresentavam sintomas
caracteristicos de mal-do-Panama, proveniente dos estados de Minas Gerais
(FOC GO2), Goids (FOC GO1 e FOC GO2A) e Bahia (FOC 807). A
caracterizacdo morfoldgica foi feita a partir da incubacdo do isolado em meio
Batata-Dextrose-Agar (BDA), para caracteristicas referentes a crescimento e
pigmentacido da coldnia e meio Sinthetic-Nutrient-low-Agar (SNA) para
caracteristicas referentes as macro e microestruturas. A analise filogenética foi
realizada pela amplificagdo do fator de lo (TEF-la) e do gene mtSSU e
comparagdo com a base de dados do GenBank — NCBI e com a base de dados
Fusarium-ID. A agressividade foi estudada por escala de notas referentes aos
sintomas exibidos na parte aérea, rizoma e vasos condutores em bananeira da
variedade Magcé. Os resultados mostram que todos os isolados s&o pertencentes a
espécies Fusarium oxysporum f. sp. cubense, raca 1, divididos em duas linhas
diferentes, sendo dois isolados pertencentes a linhagem VIII e os demais
pertencentes a uma linhagem ainda ndo descrita. Com relacdo a agressividade, o
isolado FOC GO2A apresentou maior agressividade que os demais.

Palavras-chaves: Mal-do-Panama. Patégeno. Raga.
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ABSTRACT

Fusarium is a genus of fungus extensively studied because cause diseases and
provides losses in a wide range of crops. Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc) has a great importance to banana plants, causing a disease known as
Fusarium wilt. In this essay was made morphological and molecular studies, and
studies of agressiveness in four strains of Foc. The patogens were isolated from
rhizome of banana “apple” that exhibited symptoms of Fusarium wilt, from
states of Minas Gerais (FOC GO2), Goias (FOC GO1 e FOC GO2A) and Bahia
(FOC 807). The morpholical characterization was made in Potato-Dextrose-
Agar media (PDA), to characteristics related to colonies growth and
pigmentation and on  Sinthetic-Nutrient-low-Agar (SNA) media to
characteristics relates to macro and micro structures. The phylogenetic analisis
was made by amplification of lo factor (TEF-l1a) and mtSSU gene and
comparison with GenBank data base — NCBI and with the Fusarium-ID data
base. The agressiveness was studied using note scale related to the symptoms
shown in the shoot, rhizome and vascular system in plants of banana “apple”.
The results showed that all the isolates are of the Foc specie, race 1, belonging to
two diferentes lineages, being two from lineage VIII and the others two from a
new lineage not described yet. The isolate FOC GO2A showed more
agressiveness than the others.

Key words: Fusarium wil. Pathogen. Race.



28

1 INTRODUCAO

Fusarium é um género de fungos bastante estudado por causar doencas e
proporcionar perdas nas mais variadas culturas. Estd amplamente distribuido no
mundo e seus danos sdo expressivos a producdo em regides tropicais. Além de
danos a producdo, algumas espécies produzem micotoxinas que interferem na
qualidade dos produtos alimenticios, causando problemas a salde tanto do
homem quanto dos animais (WATANABE et al., 2011). Duas espécies do
género Fusarium foram listadas ocupando a quarta e quinta posicao entre os 10
fungos que afetam plantas de importancia cientifica e econémica, dentre elas
encontra-se o Fusarium oxysporum (DEAN et. al., 2012).

Para caracterizacao, atributos morfoldgicos do patégeno como formato,
tamanho e presenca de estruturas especificas, tais como macro e microconideos
sdo levadas em consideracdo. Além disso, caracteristicas secundarias como
crescimento e pigmentacdo de colbnias do patdgeno em meios especificos
também contribuem para diferenciacdo das espécies (WINDELS, 1991;
NELSON et al., 1994).

Além de métodos morfoldgicos, técnicas moleculares sdo amplamente
utilizadas para auxiliar na separacdo filogenética de individuos do género e
melhoram a precisdo na identificacdo das diferentes espécies. Varios estudos
vém sendo conduzidos para o aprimoramento das técnicas moleculares ja
existentes, e desenvolvimentos de novas técnicas eficientes na correta
identificacdo e acompanhamento da evolucdo genética do patégeno (LI et al.,
2011; Ll etal., 2014; PENG et al., 2014).

O Fusarium oxysporum f. sp cubense (Foc) é o patdgeno associado a
doenca conhecida como murcha de Fusarium ou mal-do-Panama. E endémica
em regides produtoras de banana, a qual ataca o sistema vascular das plantas e é

considerada uma das doengas mais importantes da cultura. O patégeno é
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dividido em racas de acordo com a patogenicidade em cultivares especificas, e
em linhagens conforme filogenia genética. A correta identificagdo das espécies
do patdgeno permite melhor selecdo de variedades de bananeira resistentes,
contribuindo com programas de melhoramento da espécie. O uso de cultivares
resistentes ainda € a melhor forma de controle do Foc, pois é um patégeno do
solo e consegue sobreviver longos periodos na area de plantio sem a bananeira
(KUMAR et al., 2006; PLOETZ, 2006; DA SILVA et al., 2010).

Esse trabalho teve como objetivo caracterizar a filogenia genética e a
agressividade de isolados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense obtidos nos

estados de Minas Gerais, Goias e Bahia.

2 MATERIAL E METODOS

a) obtencdo dos isolados de Foc;

Estirpes do patdgeno Fusarium oxysporum f. sp. cubense obtidos a partir
de pseudocaules de bananeiras variedade Maca apresentando sintomas de mal-
do-Panama foram usadas. A identificacdo e origem dos isolados esta descrita na
Tabela 1:

Tabela 1 - Identificacdo e origem do material vegetal utilizado para obtencéo dos

isolados
Isolado Planta Cidade Estado
FOC GO2 Banana Maca tradicional Lavras MG
FOC GO1 Banana Maca tradicional Itaguaru GO
FOC GO2A  Banana Maga novo genotipo Buriti Alegre GO
FOC 807 Banana Maca tradicional Cruz das Almas BA

Primeiramente procedeu-se o isolamento e a caracterizagdo morfoldgica
dos quatro isolados, os quais foram conduzidos no Laboratorio de Microscopia

Eletronica (LME) no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de



30

Lavras. Para o isolamento os pseudocaules foram lavados e seccionados. As
partes do sistema vascular que apresentavam lesdes caracteristicas do patdgeno
foram cortadas em fragmentos menores e submetidas a assepsia por imersao em
alcool a 70% por 1 minuto, em seguida imersdo em hipoclorito de s6dio a 1%
por 2 minutos, seguida de triplice lavagem em &gua destilada esterilizada e por
fim secagem em papel filtro.

Apbs esse procedimento, os fragmentos foram colocados em placas de
Petri contendo o meio BDA (Batata — Dextrose - Agar). As coldnias flngicas
que cresceram foram isoladas e utilizadas para identificacdo dos patdgenos. Os
fungos cujo crescimento miscelial apresentaram caracteristicas semelhantes aos
do género Fusarium, de coloracdo violeta e miscélio aéreo branco, foram
submetidos a caracterizagdo filogenética por avaliagdes morfolégicas e
moleculares, e testes de agressividade dos isolados.

b) caracterizacéo filogénica;

A caracterizacdo morfoldgica foi realizada em cultura monospérica,
obtida através do isolamento de um Gnico esporo de cada isolado de Foc. Os
isolados obtidos foram repicados e inoculados em placas de Petri contendo meio
BDA. Foram utilizadas 5 placas para cada isolado de Foc, conduzindo-se o
experimento em delineamento inteiramente casualizado (DIC).

Posteriormente, as colénias foram colocadas para incubagdo em trés
diferentes ambientes: 1) estufa incubadora tipo BOD a 25 °C, no escuro. Apés 3
dias foi avaliado o crescimento micelial, o qual foi mensurado em duas dire¢des
distintas, com auxilio de um paquimetro digital, sendo calculado o didmetro
médio da col6nia a partir dessas medidas. 2) incubadora tipo BOD a 20 °C, com
fotoperiodo de 12 h de luz branca e 12 h de luz negra, onde, apés 10 dias de

crescimento, foram avaliadas a coloracdo superior (verso) e inferior (reverso)
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das coldnias de Foc, bem como presenca e caracteristicas do micélio aéreo. 3)
incubadora do tipo BOD a 20 °C, em fotoperiodo de 12 h de luz branca e 12 h de
luz negra em meio Sinthetic-Nutrient-low-Agar (SNA). Neste ambiente, apos
incubacdo por 10 dias, caracteristicas como a presenca de falsas cabecas,
presenca e coloracdo de esporodéquio, formato de microconinidos, quantidade
de septos dos macroconideos, dimenses de macro e microconideos e formacao
do esporodoquio foram avaliadas. Foram feitas 30 repeti¢cdes das medigdes de
cada estrutura em cada isolado.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e para os que
apresentaram diferencas significativas, realizou-se teste de comparagédo
multiplas de médias pelo teste de Skott-Knott ao nivel de 5%, utilizando o
programa estatistico Sisvar versdo 5.6 (FERREIRA et al., 2014).

C) caracterizacdo molecular;

A caracterizag¢do molecular foi realizada no Laboratorio de Micologia do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras. Os isolados
foram cultivados em meio malte 2% liquido (Leslie et al., 2006), incubados em
um agitador a 100 rpm, por trés dias, a temperatura ambiente (25°C a 28°C). O
micélio foi filtrado, macerado em nitrogénio liquido e entdo realizou-se a
extracdo de DNA por meio do kit Wizard®Genomic DNA purification (Promega
do Brasil, S&o Paulo SP, Brasil), de acordo com as especificacGes do fabricante.
Estimou-se quantitativamente as concentragcdes de DNA por NanoDrop 2000 e
visualmente, em gel de agarose 1,2%, por comparacdo da intensidade de banda
com um marcador de tamanho de fragmentos de 1 Kb (Invitrogen).

Para a amplificacdo de fragmentos do gene fator de elongagdo lo (TEF-
la) foram utilizados 0s iniciadores Ef-1 (forward, 5-

ATGGGTAAGGAGGACAAGAC-3’) e Ef-2 (reverse; 5’-
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GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’) (O’DONNELL et al., 1998), e os
iniciadores MS1 (forward; 5° CAGCAGTCAAGAATATTAGTCAATG-3’) e
MS21 (reverse; 5’- CTCTCCTCCTCAAGTACTGC -3°) (O’DONNELL;
CIGELNIK, 1997; WHITE et al.,1990) para a amplificacdo do fragmento da
menor subunidade mitocondrial (MtSSU).

As reacGes de amplificacdo foram realizadas no termociclador My
Cycler™ (BIO-RAD). A amplificacdo do iniciador TEF-1a e MtSSU: 94°C, por
1 minuto; 35 ciclos: 94°C, por 45 segundos; 60°C (TEF), 53°C (MtSSU), por
45 segundos; 72°C, por 90 segundos e 72°C, por 5 minutos (F). Para MtSSU
serdo: 94 °C, por 90 segundos; 40 ciclos: 94 °C, por 30 segundos; 55 °C, por 90
segundos; 68 °C, por 2 minutos e 68 °C, por 5 minutos (O’DONNELI et al.,
2008). Os produtos da amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,2% corados com GelRed (Biotium®). Posteriormente foram
visualizados em fotodocumentador MiniBis Pro (Uniscience). Em seguida
realizou-se a purificagdo dos fragmentos amplificados utilizando-se o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega do Brasil, S&o Paulo SP,
Brasil).

Os eletroferogramas gerados foram analisados visualmente por meio do
programa SegAssem (HEPPERLE, 2004) e as sequéncias editadas foram
comparadas com a base de dados GenBank, do National Center for
Biotechnological Information — NCBI, por meio do programa BLAST
(http://http://mvww.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/) e com a base de dados
Fusarium-ID v. 1.0, especifica para o0 género Fusarium (GEISER et al., 2004).

Nas andlises filogenéticas sequéncias de referéncia do Foc
correspondentes ao TEF -1a e MtSSU, previamente depositadas no GenBank,
foram acrescentadas as analises. Realizou-se as analises filogenéticas de forma
individual e combinadas. Alinhamentos mdltiplos das sequéncias de

nucleotideos foram gerados utilizando-se a ferramenta CLUSTALW
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(THOMPSON et al., 1994), implementado pelo programa MEGA 5 e foram
corrigidas manualmente. A anélise filogenética foi realizada pelo método de
méaxima parciménia (maximum parsimony - MP) por meio do programa MEGA
5 (TAMURA et al., 2011).

d) teste de agressividade dos isolado;

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo no pomar do
Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). A suspensao contendo indculos do patégeno foi preparada a partir da
cultura monospérica, os quais foram repicados para meio BDA e ficaram em
incubacgdo por 7 dias a 25 °C, em fotoperiodo de 12 horas, sendo entdo feita a
suspensdo de esporos em agua-destilada-esterelizada (ADE), ajustando a
concentracédo para 106 conidios/ mL.

Os isolados foram testados em plantas de bananeira, variedade Maca,
obtidas a partir de cultura in vitro. A inoculacao foi feita através de imersdo das
raizes das plantas na suspensdo contendo os inoculos dos patdégenos por 5
segundos, sendo em seguida plantadas em sacos plasticos com capacidade para 1
L, contendo substrato preparado com de terra, areia e adubo organico na
proporcdo de 1:1:1. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente
casualizado, com 6 repeticBes e quatro tratamentos, sendo estes constituidos de
cada isolado fangico (FOC GO1, FOC GO2, FOC GO2A e FOC 807).

A severidade dos isolados foi avaliada aos 8, 16, 24, 32 e 40 dias por
escala de notas referentes aos sintomas observados na parte aérea (Tabela 2).
Também avaliou-se os sintomas apresentados no rizoma (Tabela 3) e sistema
vascular (Tabela 4) (MOHAMED et al., 1999), aos 40 dias ap6s a inoculag&o.
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Tabela 2 - Escala de notas para avaliacdo de sintomas de mal-do-Panamé na
parte aérea de plantas de bananeira.
Notas Descricéo
1 Planta sem sintomas
2 Folhas parcialmente amareladas e sem necrose
3 Amarelecimento intenso das folhas com necrose moderada
4 Amarelecimento intenso das folhas com necrose intensa e folhas
deformadas
5 Planta morta

Tabela 3 - Escala de notas para avalia¢cdo de sintomas de mal-do-Panama no
rizoma de plantas de bananeira.

Notas Descricdo
1 Auséncia de escurecimento no rizoma
2 Regido central sem escurecimento, mas presente na jungédo da

raiz com rizoma

Regido central do rizoma com até 5% de escurecimento
Regido central do rizoma com 6% a 20% de escurecimento
Regiéo central do rizoma com 21% a 49% de escurecimento
Regido central do rizoma com mais de 50% de escurecimento
Planta morta

~No o1k~ w

Tabela 4 - Escala de notas para avaliacdo de sintomas de mal-do-Panama no

sistema vascular de plantas de bananeira.
Notas Descricéo

V/asos sem escurecimento

Pontos isolados de descoloragéo

Descoloragdo de até 1/3 do cambio

Descoloragdo entre 1/3 e 2/3 do cdmbio

Descoloragdo superior a 2/3 do cdmbio

Descoloragdo total do cambio vascular

OOk, WN -

Os dados obtidos nos demais tratamentos foram submetidos a analise de
variancia sendo aplicado o teste de Skott-Knott a 5% para comparacdo multipla

de médias entre aqueles que apresentaram diferenca significativas nas
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variancias, utilizando o programa estatistico Sisvar versao 5.6 (Ferreira et al.,
2014).

e) teste de raca dos isolados.

Os isolados foram inoculados em plantas de diferentes variedades de
bananeira pertencentes a diferentes grupos gendmicos, sendo estas as cultivares
de bananeira Maca tradicional, Platina, Prata Gorotuba, Prata, Prata And, Grande
Naine e PA94-01.

A metodologia de preparacdo e inoculacdo dos patogenos foi a mesma
utilizada no teste de agressividade. A avaliagdo foi realizada por meio da
capacidade patogénica dos isolados, pela manifestacdo dos sintomas de mal-do-
Panama considerando-se apenas patogenicidade positiva (presenca de sintomas)
e negativa (auséncia de sintomas). A raca foi definida de acordo com o grupo

gendmico que manifestou suscetibilidade ao patgeno.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

Na caracterizagdo filogenética, no que diz respeito as caracteristicas
morfoldgicas, observou-se que as col6nias apresentam coloragdo superior
(verso) variando entre violeta claro (isolados FOC GO1 e FOC GO2) a violeta
escuro (FOC GO2A e FOC 807). A coloragdo inferior (reverso) apresenta
tonalidades entre laranja e vermelho escuro, com micélio aéreo cotonoso e
pigmentacdo branca para todos os isolados. Todos os isolados apresentaram
presenca de esporodoquio, de coloragdo laranja, falsas cabegas, microconideos

de formato oval e macroconideos com 3 a 5 septos em média.
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O crescimento médio das coldnias variou de 10,37 a 13,35 mm.dia™. Os
isolados FOC GO2, FOC GO2A e FOC 807 apresentaram maior didmetro de
col6nia que o isolado FOC GOL1 (Tabela 5).

Tabela 5 - Comportamento do crescimento micelial de col6nias de isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, ap6s 3 dias de incubacdo no
escuro a 25 °C, quanto a comprimento e largura.

Isolado Diametro (mm)
FOCGO1 31,13 b*
FOC GO 2 39,57a
FOC GO 22 39,51a

FOC 807 40,05 a
CcVv 7,47

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott, a 5%

O comprimento dos macroconideos variou de 23,37 a 35,25 um e a
largura de 3,50 a 5,43 um, enquanto que o comprimento dos microconideos
variou de 6,96 a 13,50 um e a largura de 2,56 a 3,54 um. Particularidade foi
observada para o isolado FOC GO1, pois, apresentou maior comprimento e
largura tanto para macro quanto microconideos, em relagdo aos demais isolados
(Tabela 6).

Tabela 6 - Comportamento de macroconideos e microconideos de isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, quanto a comprimento e largura.

Macroconideos Microconideos

Isolado Comprimento Largura Comprimento  Largura
(1) (pm) (pm) (pm)
FOCGO1 35,25 a* 543 a 13,50 a 354 a
FOC GO 2 2337¢c 3,98b 8,33b 2,85b
FOC GO 2A 19,38 d 3,50¢ 6,96 c 2,56 b
FOC 807 29,16 b 4,29b 7,02¢ 2,69b
CV (%) 18,70 20,86 22,04 20,10

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott, a 5%
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De acordo com LESLIE et al. (2006), as caracteristicas morfoldgicas dos
isolados de Foc podem variar entre os diferentes meios existentes, mesmo assim,
0 meio SNA, em relacdo aos demais, traz como vantagem o fato de impedir a
degeneracdo da cultura, promovendo boa esporulacdo e bom desenvolvimento
dos conidios. Entretanto, devido a limitada formacdo dos esporodoquios, a
morfologia dos macroconidios pode ndo ser uniforme, porém, oferece condicGes
para formagdo de ampla variedade de formatos diferentes de microconidios.
Dessa forma, ficam evidenciadas as diferencas encontradas nos tamanhos dos
macros e microconideos entre os isolados estudados.

Com relagdo ao meio BDA, LESLIE et al. (2006) afirmam que embora
o0s conidios formados nesse meio de cultura ndo possuam formatos e tamanhos
tdo consistentes quanto os formados no meio SNA, morfologia da coldnia,
pigmentagdo e taxa de crescimento da cultura da maioria das espécies de
Fusarium séo razoavelmente consistentes. Tal fato torna o meio bastante
eficiente para ser usado em estudos morfoldgicos, ja que essas sao caracteristicas
secundarias que auxiliam na identificacdo das espécies do género.

Em trabalhos de identificagdo morfolégica em meio BDA, coldnias de
isolados de Fusarium oxysporum apresentaram coloragdo variando de salméo
claro a violeta, sugerindo um comportamento semelhante da espécie nesse meio
de cultura. Outros trabalhos com estudos morfoldgicos em isolados do género
apresentaram coloragdes variadas, como o caso do Fusarium graminearum que
apresentam pigmentacdo variando de vermelho carmim a marrom claro, e de
Fusarium circinatum que exibe micélio aéreo variando de branco a rosa claro,
com pigmentacdo salmé&o da col6nia (ANGELOTT] et al., 2006; CUNHA et al.,
2015; PFENNING et al., 2016).

Considerando ainda a caracterizagdo filogenética, mas quanto as analises
moleculares, observou-se que, como demonstrado no filograma da Figura 1,

todos os isolados sdo pertencentes & espécie de Fusarium oxysporum f.sp.
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cubense. O filograma identificou duas linhagens diferentes entre 0s quatro
isolados estudados, de forma que os isolados FOC GO1 e FOC GOz2 pertencem
a linhagem VIII, enquanto gque os isolados FOC GO2A e FOC 807 pertencem
provavelmente a uma nova linhagem ainda ndo descrita.

O Donnell et al. (1998) utilizaram o gene do fator de enlogacao 1a (EF-
la) associados com o DNA do fragmento da menor subunidade mitocondrial
(mtSSU) para estudo das semelhangas genéticas entre estirpes do complexo de
F. oxysporum. Os autores observaram que 0 gene EF-la possui 50% mais
informacdo filogenética que o rDNA da mtSSU, caracterizando 5 linhagens
independentes (C1 a C5). As linhagens descritas pelos autores estdo marcadas no
filograma da figura 1, onde os isolados FOC GOl e FOC GO2, possuem
caracteristicas semelhantes aos pertencentes a linhagem C5, permanecendo 0s
demais isolados fora da caracterizagdo descrita, reforcando a ideia de que

possam constituir uma nova linhagem.
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Figura 1- Filograma da méxima parsiménica com as linhagens obtidas através da
analise molecular a partir do sequenciamento do fator de elongagédo
(EF-1a) dos isolados FOC GO1, FOC GO2, FOC GO2A e FOC 807
comparados com outros isolados de fungos do género Fusarium.
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Em outros estudos envolvendo o uso do gene EF-1a e o mtSSU, Fourier
et al. (2009) descreveram a existéncia de outras linhagens diferentes além das
encontradas por O"Donnell et al. (1998). Fourier et al. (2009) caracterizaram trés
novas linhagens classificando-as em linhagens diferentes de 1 a VIII. Os autores
afirmam a possibilidade de existéncia de novas linhagens ainda ndo descritas,
devido a ampla variedade de estirpes do género Fusarium espalhadas pelas mais
diversas regifes e dado a facilidade desses individuos em trocar genes dentro da
espécie. Fourier et al. (2009) relatam ainda, que a amplificacdo da regido de
separacao intergénica (IGS), além das outras duas utilizadas comumente, pode
permitir a separacdo em linhagens que correspondem a mesma encontrada pelas
amplificacbes do EF-la e o mtSSU, auxiliando assim, a classificagdo
taxonémica do patogeno.

Apesar da classificacdo morfoldgica permitir a identificagcdo de espécies
do género Fusarium e de estudos filogenéticos serem possiveis através das
analises moleculares, algumas formae speciales (f. sp.) de Fusarium spp. sO
podem ser definidas através de testes de patogenicidade em hospedeiros
especificos. Dessa forma, isolados que atacam a mesma cultura podem ser
inclusos na mesma formae speciales, ja que a maioria deles afetam apenas uma
Unica cultura. Embora ja existam relatos de algumas f. sp. sendo patogénicas a
mais de um hospedeiro e outras que nao apresentam capacidade fitopatogénica
(CAFRI et al., 2005; FOURIER et al., 2011). No caso dos isolados utilizados
nesse estudo, todos foram isolados de plantas de bananeira infectadas e foram
capazes de causar sintomas caracteristicos em variedades de bananeira,
comprovando a formae specialis cubense.

Com relagdo as ragas, quatro ragas de Foc ja foram descritas e € possivel
identifica-las através dos hospedeiros que afetam. A raga 1 é capaz de afetar

cultivares do grupo Gros Michel, Manguefio, Silk e Pome, a raga 2 ataca 0s
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grupos Bloggoe e alguns platanos (ABB), a raga 3 ndo afeta bananeiras, apenas
plantas de heliconias e a raga 4 é capaz de quebrar a resisténcia de plantas do
grupo Cavendish, incluindo a resisténcia de cultivares de bananeira Grande
Naine, as quais apresentam resisténcia ao patdgeno de outras racas (MOORE et
al., 1993; FOURIER et al., 2011).

De acordo com esses dados, o teste de raca para os isolados avaliados,
evidenciou que todos os fungos foram patogénicos apenas para as variedades de
bananeira Mag& (genoma AAB), a qual apresenta alta suscetibilidade e as do
grupo Prata (genoma AAB) que sdo de suscetibilidade moderada, ndo afetando
as bananeiras dos outros grupos, evidenciando assim que estes sdo pertencentes
araca 1.

Ploetz et al. (1993) observaram em seus estudos, predominancia da raga
1 de Foc infectando plantas no Brasil. Outros estudos mostram que ja foram
encontradas evidéncias da raca 4 desse patdgeno, o qual é capaz de quebrar a
resisténcia de plantas do grupo Cavendish, que sdo consideradas resistentes as
demais ragas, nos estados do Para, Minas Gerais, Amazonas e Santa Catarina
(DIAS et al., 2014; CUNHA et al, 2015)

Estudos sugerem que a variagdo genética ocorrida entre os isolados
encontrados pelo mundo, representantes das ragas 1, 2 e 4, isolados a partir de
bananeiras que exibiam sintomas de mal-do-Panam4, teria ocorrido de forma
conjunta com as bananeiras comestiveis e seus progenitores (BENTLEY et al.,
1995). A identificacdo rapida das ragas existentes das espécies do patdgeno
permite melhor monitoramento e auxilia no controle da doenga. Alguns estudos
ja vém sendo conduzidos com intuito de desenvolver técnicas eficientes para
auxilio na identificacdo de algumas ragas de Foc. Peng et al. (2014) estudaram
técnicas de fluorescéncia em tempo real, mediada pelo circuito de amplificacdo
isotérmica para deteccdo da raca 4 desse patdgeno no solo. Os autores obtiveram

resultados positivos, mostrando que a técnica pode ser usada para ajudar na
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deteccdo e monitoramento do patégeno, avaliando assim, sua distribuicdo e
ocorréncia.

Com relacgdo a agressividade (Tabela 7), os isolados FOC GO2A e FOC
GO2 foram mais agressivos em cultivares de bananeira ‘Maca’ que os demais
isolados. O grau de agressividade foi igualitario dos sintomas exibidos no
sistema vascular e rizomas das plantas. Quanto aos sintomas exibidos na parte
aérea das plantas, o isolado FOC GO2A mostrou-se mais agressivo que 0s
demais, pois conseguiu levar maior nimero de plantas a morte.

Em trabalhos em que se avaliou a agressividade de isolados de Foc
obtidos a partir de cultivares de banana dos grupos Pome e Cavendish, em
bananeiras das variedades Prata and e Grande Naine, observou-se que 0s
isolados provenientes do grupo pome foram patogénicos as plantas de Prata and,
com agressividade variando entre moderada e agressiva. J& os isolados a partir
do grupo Cavendish foram capazes de afetar as cultivares de bananeiras Grande
Naine, variando sua agressividade entre pouco agressiva, moderamente
agressiva e agressiva (CUNHA et al, 2015). Dessa forma, ficam evidentes os
diferentes graus de agressividade existentes entre 0s patdgenos de mesma raga e
mesma linhagem, o que pode explicar as diferencas de agressividade encontrada

entre os isolados do presente estudo.

Tabela 7 - Severidade dos sintomas causados por isolados de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense na parte aérea, rizoma e sistema vascular
de bananeira maca, avaliada através de escala de notas 40 dias ap0s

a inoculacéo.
Isolado Parte Aérea Rizoma Sistema Vascular
FOCGO1 3,4 b* 2,7b 3,8b
FOC GO 2 29b 55a 52a
FOC GO 2A 45a 6,5a 6,4 a
FOC 807 34b 3,7b 3,8b
CV (%) 26,00 26,13 21,08

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott, a 5%;
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Todos os isolados estdo depositados na Colecdo Micoldgica de Lavras
(CML) da Universidade Federal de Lavras, com os seguintes codigos: Isolado
GO1, CML n° 3488, Isolado GO2, CML n° 3489, Isolado GO2A, CML n° 3490,
Isolado 807, CML n° 3487.

4 CONCLUSAO

Os quatro isolados identificados pertencem a espécie Fusarium
oxysporum f. sp. cubense. Os isolados FOC GOl e FOC GO2 pertencem a
linhagem VIII e os isolados FOC GO2A e FOC 807 ndo se enquadram em
nenhuma linhagem ja descrita, pertencendo a uma nova linhagem. Todos os
isolados pertencem a raca 1, e o isolado FOC GO2A apresenta maior
agressividade que os demais.
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RESUMO

A cultura da bananeira possui importancia econémica e social para muitos
paises, inclusive para o Brasil, que ocupa a posicao de terceiro maior produtor
dessa fruta. O mal-do-Panama é uma doenga vascular, causada pelo fungo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), para o qual as cultivares de bananeira
Macé sdo altamente suscetiveis. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
resisténcia de um novo genotipo de bananeira Macd ao mal-do-Panama. O
experimento foi conduzido em casa de vegetagdo no pomar do Departamento de
Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram
utilizados sete variedades de bananeiras visando comparar a resisténcia do novo
genotipo a resisténcia das demais, sendo o grupo controle constituido da
variedade de bananeira Maca tradicional. A suspensédo de indculos do patégeno
foi adicionada ao substrato de cultivo. A suscetibilidade das plantas foi avaliada
por meio de notas referentes aos sintomas observados na parte aérea, sistema
radicular, rizoma e sistema vascular. Os resultados do trabalho evidenciaram que
0 novo genétipo apresenta suscetibilidade moderada ao Foc. Portanto, o
gendtipo pode ser recomendado para plantio como forma de controle do Foc,
bem como pode ser utilizado em programa de melhoramento, visando
incrementar a variabilidade e 0 ganho em cultivares de bananeiras resistentes ao
Foc.

Palavras-chave: Rizoma. Doenca vascular. Moderadamente resistente.
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ABSTRACT

The banana crop has a great economic and social importance to many countries,
including Brazil, that is the third place in mundial banana production. The
Fusarium wilt is a vascular disease, caused by Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (Foc), in which the cultivars of banana “apple” are highly susceptible.
This work aimed evaluate the resistance to Fusarium wilt by the “new genotype”
of banana “apple”. The essay was conducted in greenhouse of Agriculture
Department of Universidade Federal de Lavras (UFLA). It were used seven
banana varieties to compare the resistance of the “new genotype” with the
others. The control group was formed by the traditional banana “apple”. The
suspension of pathogen inoculum was added to the cutivation substrate. The
susceptibility of bananas was evaluated by note scale related to the symptoms on
the shoot, roots, rhizome and vascular system. The results shown that the new
genotype of banana “apple” is moderately resistant to Foc. This way, the cultivar
can be recomended as a mean of Foc control and can be used in banana breeding
program to increase the variability and gain in banana crops resistants to Foc.

Key words: Rhizome. Vascular disease. Moderately susceptible.
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1 INTRODUCAO

Uma planta de bananeira ‘Maca’ surgiu em meio a um bananal no estado
de Goias, com aparente resisténcia ao fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc). Em virtude desta importante caracteristica, esta planta foi multiplicada e
distribuida para um namero significativo de produtores da regido. A cultura da
bananeira possui importancia econdmica e social para muitos paises, ocupando a
posicédo de quarto alimento mais produzido e comercializado no mundo. O Brasil
ocupa a posicao de terceiro maior entre os paises produtores da fruta, alcangando
em torno de 7 milhGes de toneladas produzidas no ano de 2013 (FIORAVACO,
2003; EMBRAPA, 2014).

A banana é uma fruta cultivada em todo o territorio nacional, com
grande aceitagdo no mercado interno e grande importancia para a agricultura
familiar. Entre as principais cultivares produzidas no pais estdo a Prata, Pacova,
Prata And, Macd, Mysore, Terra e D"Angola. A cultivar Maca é considerada
uma banana nobre, apresenta excelente aceitagdo pelos consumidores e possui
alto valor no mercado.

A maioria das cultivares de bananeira apresenta suscetibilidade aos
patégenos que atacam a cultura afetando o rendimento e a produtividade e
podendo levar as plantas a morte. O mal-do-Panama é uma doenga vascular,
causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), é considerada
uma das doengas mais importantes que afetam a cultura, ocorre de forma
endémica em todo o territério nacional e atinge quase todas areas de cultivo da
fruta (CORDEIRO et al, 1997; SUTHERLAND et al., 2013).

As cultivares de bananeira Magé, embora tenham uma grande aceitacdo
pelo mercado consumidor, sdo altamente suscetiveis ao ataque do Foc. Por se
tratar de fungo de solo, as medidas de controle sdo dificeis, se limitam a préaticas

culturais e uso de variedades resistentes ou tolerantes. Devido a isso, cultivares
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Maca tém sido substituidas por variedades do grupo Cavendish que apresentam
resisténcia a doenca (CORDEIRO et al, 1997; SILVA et al., 2002). Porém,
surgiu no estado de Goias um acesso de bananeira Maca que apresenta aparente
resisténcia ao Foc e vem sendo cultivado por produtores da regido.

A avaliacdo de genotipos quanto a resisténcia ao ataque do patégeno
permite a selecdo de plantas com caracteristicas de interesse. Estas podem vir a
ser utilizadas em programas de melhoramento visando o desenvolvimento de
cultivares resistentes a doenca. Tal fato, permite a diminuicdo das perdas
ocasionadas pelo patégeno. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
resisténcia de um novo genotipo de bananeira Macd ao patdgeno Fusarium

oxysporum f. sp. cubense.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo no pomar do
Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em delineamento inteiramente casualizado. Foram utilizados sete
tratamentos, constituidos por cultivares de bananeira: 1 - Magd (tradicional -
testemunha), 2 - Platina, 3 - Prata Gorotuba, 4 - Prata, 5 - Grande Naine, 6 -
PA94-01 e 7 - Novo gendtipo de bananeira macd. A resisténcia deste novo
gendtipo foi comparada com a resisténcia das demais cultivares. Foram
utilizadas cinco plantas de cada cultivar, sendo cada planta considerada uma
unidade experimental.

Para a inoculagdo das plantas com o patogeno foi utilizada uma estirpe
de Foc, previamente identificada por caracteres morfoldgicos e moleculares.
Para o preparo da suspensdo de inoculagdo utilizou-se dois Elernmeyers
contendo 250 mL de meio liquido batata-dextrose (BD) aos quais adicionou-se

trés discos de meio batata-dextrose-agar (BDA) de 2 mm de didmetro, contendo
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o crescimento miscelial de colonias com 5 dias, sendo entéo, colocado para
incubacdo em mesa agitadora sob 25 °C, a 200 rpm, por 6 dias, de acordo com a
metodologia descrita por Li et al. (2015). O ajuste da concentracdo da suspensao
de in6culos foi feito para 10° conidios/ mL.

As plantas a serem inoculadas com o Foc foram cultivadas em vasos
com capacidade para 1 L de substrato, preenchidos com terra, areia e adubo
orgénico na proporgdo de 1:1:1. A inoculagdo foi feita pela adi¢do de 2 mL da
suspensdo de inoculagdo em 5 furos distribuidos ao redor de cada planta.

Durante 60 dias a susceptibilidade das plantas foi avaliada a cada 2 dias
por meio de escala de notas referentes aos sintomas observados na parte aérea
(Tabela 1). Ao final de 60 dias, avaliou-se-se também os sintomas apresentados
no sistema radicular (Tabela 2), rizoma (Tabela 3) e sistema vascular (Tabela 4)
(MOHAMED et al., 1999).

Tabela 1 - Escala de notas para avaliacdo de sintomas de mal-do-Panaméa na
parte aérea de plantas de bananeira.
Notas Descricéo
1 Planta sem sintomas
2 Folhas parcialmente amareladas e sem necrose
3 Amarelecimento intenso das folhas com necrose moderada
4 Amarelecimento intenso das folhas com necrose intensa e folhas
deformadas
5 Planta morta
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Tabela 2 - Escala de notas para avaliacdo de sintomas de mal-do-Panaméa no
sistema radicular de plantas de bananeira.

Notas Descricéo

Raizes assintomaticas

Raizes com necrose

Raizes com necrose intensa

Necrose na raiz principal e raizes novas sem infeccdo
Necrose na raiz principal e raizes novas com infeccéo
Raizes Mortas

OO WN B

Tabela 3 - Escala de notas para avaliacdo de sintomas de mal-do-Panama no
rizoma de plantas de bananeira.

Notas Descricéo
1 Auséncia de escurecimento no rizoma
2 Regido central sem escurecimento, mas presente na juncdo da

raiz com rizoma

Regido central do rizoma com até 5% de escurecimento
Regido central do rizoma com 6% a 20% de escurecimento
Regi&o central do rizoma com 21% a 49% de escurecimento
Regido central do rizoma com mais de 50% de escurecimento
Planta morta

~No o1k~ w

Tabela 4 - Escala de notas para avaliacdo de sintomas de mal-do-Panama no

sistema vascular de plantas de bananeira.
Notas Descricéo

Vasos sem escurecimento

Pontos isolados de descoloragéo

Descoloragéo de até 1/3 do cdmbio

Descoloragdo entre 1/3 e 2/3 do cdmbio

Descoloragdo superior a 2/3 do cdmbio

Descoloragéo total do cambio vascular

OOUlThWN

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia aplicando-se o
teste de Skott-Knott a 5% para comparacao multipla de médias. Além disso, para

comparagdo da resisténcia entre 0 novo genétipo de bananeira Macd e a
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bananeira Maca tradicional foi feita analise de regresséo para obtencdo da Curva
de Progresso da Doenca (CPD), a partir dos dados dos sintomas na parte aérea e
calculada a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD). Para
obtencdo dos dados estatisticos foi utilizado o programa Sisvar versdo 5.6
(FERREIRA et al., 2014)

3 RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com rela¢do aos sintomas na parte aérea, rizoma,
sistema vascular e raizes estdo descritos na Tabela 5. De acordo com as
avaliagdes dos sintomas exibidos na parte aérea, aos 60 dias ap0s a inoculagéo
do pat6geno, o novo gendtipo de bananeira Maca apresentou sintomas de mal-do
Panama, embora com menor intensidade que a bananeira Macé tradicional,
ficando com sintomas em estadio intermediario entre esta e as demais

variedades.

Tabela 5 - Resisténcia de cultivares de bananeira a isolado de Fusarium
oxysporum f.sp. cubense, avaliada por sintomas exibidos na parte
aérea das plantas, rizoma e pseudocaule, sistema vascular e raizes,
60 dias ap6s a inoculacdo do patégeno, de acordo com escala de

notas.

. Parte . Sistema .
Cultivar Aérea Rizoma Vascular Raizes
Maca Tradicional 4,75 c* 575¢ 4,60 c 500c
Novo genétipo 2,00b 2,00b 1,90b 2,25b
Platina 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,00 a
Prata Gorotuba 1,20 a 1,00 a 1,00 a 1,00 a
Prata 1,25a 1,25a 1,15a 150a
PA 94-01 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,00 a
Grande Naine 1,00 a 1,00 a 1,00 a 1,00 a
CcVv 15,59 21,98 23,81 23,20

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott,
ao nivel de 5%
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De forma semelhante, a intensidade dos sintomas exibidos no rizoma e
pseudocaule do novo gendtipo apresentou-se de forma intermediaria em relagdo
as demais variedades comparadas e a bananeira Maca tradicional, que
apresentou sintomas de escurecimento intenso no corte transversal. O novo
gendtipo apresentou alguns pontos escurecidos entre a juncdo das raizes e
rizomas sem sinais de evolucdo e também teve a presenca de exudados, fato que
ndo ocorreu na variedade tradicional, sugerindo que possa existir uma forma de
resisténcia diferenciada para o novo genotipo em relacdo as demais.

O mesmo comportamento foi observado quando avaliados o sistema
vascular e as raizes. A bananeira Macgd tradicional apresentou intensa
descoloracédo (2/3) do cambio vascular, raizes principais necrosadas e infecgdo
nas raizes novas. O novo gendétipo apresentou auséncia ou poucos pontos de
descoloracdo no sistema vascular e poucas raizes com sinais de necrose. As
demais variedades ndo apresentaram sinais em ambos as analises citadas, com
excecdo da variedade Prata, que apresentou alguns pontos de descoloragédo e
poucas raizes necrosadas ao final do experimento.

A formacdo de exudados é uma reacdo das plantas ao ataque de
patdgenos vasculares, as quais produzem géis que ajudam no combate ao
desenvolvimento do micro-organismo em seus vasos condutores. Segundo
VanderMolen et al. (1977), os géis ajudam na prevencéao da rapida disseminacéo
das estruturas do patégeno, promovendo atraso na germinacdo dos esporos e
desenvolvimento das hifas, no caso de fungos. Além do mais, serve para
identificar a localizagdo do fungo, permitindo assim, que outros sistemas de
defesa entrem em acéo.

A anélise da curva de progresso da doenca (Figura 1), comparando a
evolucdo dos sintomas entre a cultivar de banana Maca tradicional e o novo
genotipo, evidencia a diferenca de resisténcia existente entre ambas. O

desenvolvimento da doenca teve tendéncia linear para a cultivar tradicional
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durante os 60 dias de analise. O aparecimento dos primeiros sintomas ocorreu
aos 24 dias ap6s a inoculacdo e atingiu valores méaximos de agressividade ao
final das andlises. O novo genotipo permaneceu com poucos sintomas da
doenca. Os primeiros sinais do patdgeno foram evidenciados somente a partir
dos 42 dias ap6s a inoculacdo e permaneceram com pouco desenvolvimento até
o final do experimento. Tal comportamento evidencia resisténcia moderada

desse novo gendtipo ao Foc.

Figura 1 - Curva de Progresso da Doenca causada pelo Fusarium oxysporum f.
sp. cubense no periodo de 60 dias em cultivares de bananeira Maca
tradicional e novo gen6tipo de bananeira Magca.
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Em trabalhos de avaliacdo de genétipos para resisténcia ao Foc,
cultivares de bananeira diploides e tetraploides apresentaram resisténcia ao mal-
do-Panama, quando comparados a cultivar tradicional de bananeira Magcd,
evidenciando a alta suscetibilidade desta com relacdo as demais variedades
(MATOS et al., 2011).



64

A éarea abaixo da curva da doenca (AACPD) (Tabela 6) refor¢a os dados
apresentados pela Curva de Progresso da Doenca. A analise mostra que as
cultivares tradicionais de bananeira Maca possuem elevada suscetibilidade ao
mal-do-Panama. A area de desenvolvimento da curva no novo genétipo ndo se
diferenciou das demais cultivares que apresentam diferentes niveis de
resisténcia, sugerindo assim, que a nova cultivar apresenta comportamento

semelhante as cultivares resistentes e moderadamente suscetiveis.

Tabela 6 - Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) a partir dos
dados de severidade na parte aérea.

Cultivar AACPD
Macé Tradicional 149,25 b*
Novo genétipo 73,50 a

Platina 60,00 a
Prata Gorotuba 60,00 a
Prata 60,75 a

PA 94-01 60,00 a
Grande Naine 60,00 a

* Medias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, ao
nivel de 5%; CV (%) = 11,23

Devido a grande aceitacdo da banana Mac¢d no mercado e a alta
suscetibilidade dessa cultivar ao mal-do-Panama, estudos vem sendo conduzidos
com o intuito de encontrar tratamentos que possam induzir a resisténcia das
plantas ou diminuir a incidéncia do patdgeno. Um exemplo é o uso de fungos
micorrizas arbusculares, que podem ajudar na reducdo da doenca em cultivares
de bananeira Maca, devido a competicdo por sitios de colonizagdo, por acdo de
mecanismos de antagonismo entre 0S micro-organismos, ou pelo uso de
indutores de resisténcia como o é&cido DL-b-amino-n-butirico (BABA)
(QUERINO et al., 2005; BORGES et al., 2007; WEBER et al., 2007).

Em vista disso, o novo genétipo de bananeira Macd apresenta
caracteristicas de sabor e aceitacdo no mercado, semelhantes a bananeira Maca

tradicional. Trabalhos tém sido conduzidos com a finalidade de avaliar
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diferentes genotipos de bananeiras observando-se a resisténcia ao mal-do-
Panamd, visando encontrar cultivares que conciliem a resisténcia com outras
caracteristicas de interesse (SILVA et al., 2011). Os autores observaram ampla
variacdo entre a suscetibilidade e resisténcia das cultivares estudadas, o que
sugere uma grande diversidade genética entre as variedades utilizadas
comercialmente. Tal fato vai de encontro com os resultados observados no
presente trabalho, sugerindo a utilizagdo do novo genotipo para cultivo e estudos

em programas de melhoramento visando resisténcia ao patégeno Foc.

4 CONCLUSAO

O novo gendtipo comporta-se como moderadamente resistente ao

Fusarium oxysporum f. sp. cubense.
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