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RESUMO GERAL

SILVA, Jéssica Moreira e; M. Sc.; UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO
GROSSO; marcgo de 2018; Diversidade fungica, selecdo de gendétipos e inducéo
de resisténcia a Coletotrichum sp. em Heliconiaceae. Professora Orientadora:
Dejania Vieira de Araujo; Coorientadora: Celice Alexandre Silva.

No Brasil, a produgédo de plantas ornamentais vem crescendo consideravelmente,
sendo as espécies do género Heliconia as de maior destaque, pois trata-se de
espécies bastante atraentes e adaptadas a climas quentes e umidos, o que favorece
a ocorréncia de fungos e o desenvolvimento de doencas, entre elas a Antracnose,
causada por espécies do género Colletotrichum os quais interferem na producao, no
desenvolvimento e na qualidade dessa cultura. Neste sentido, essa pesquisa propos
identificar a diversidade fangica nos acessos de Heliconia spp. provenientes do
Banco Ativo de Germoplasma da Universidade do Estado de Mato Grosso-UNEMAT,
assim como, realizar testes de patogenicidade, selecionar caracteres de resisténcia
nesses acessos e induzir resisténcia a Colletotrichum sp. Desse modo, rizoma,
pseudocaule, folhas, inflorescéncias, sementes, ovarios normais e mumificados
foram coletados e levados ao laboratdério de fitopatologia, onde foram desinfestados
e mantidos em camara Umida. A identificacdo dos fungos se deu, por meio do
preparo de laminas com estruturas fangicas, observadas em microscépio Optico, e
classificadas a nivel de género com o auxilio de chave de identificacdo. Mais de
dezoito géneros foram identificados, tendo maior relevancia a ocorréncia de:
Colletotrichum, Bipolaris, Curvularia, Alternaria, Phoma, Cladosporium, Menispora e
Fusarium. Para os testes de patogenicidade e de inducdo de resisténcia, 0s
experimentos foram realizados em casa de vegetacdo, por propagacao vegetativa.
Os inoculos foram preparados, adicionando 20 mL de agua destilada esterilizada a
placa do fungo, cultivado em meio de cultura BDA, a temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas. A contagem de conidios foi feita com o auxilio de camara
de Neubauer e a inoculacdo ocorreu 90 dias ap6s a implantacdo dos rizomas,
através de pulverizagdo. Apos o0 sétimo dia teve inicio o processo de avaliacdo da
doenca, com intervalos de sete dias, utilizando escala de notas. Em relacdo a
patogenicidade dos cinco isolados de Colletotrichum sp. de acordo com o teste
Scott-Knott a 5% de probabilidade, o isolado A, oriundo do BAG de Flores Tropicais

da UNEMAT foi considerado o mais patogénico. Contudo, o mesmo isolado foi
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utilizado para realizacdo da triagem visando identificar acessos de Heliconia spp.
com resisténcia. Utilizando o mesmo teste, segundo a avaliacdo de incidéncia e
severidade da antracnose, apenas 0s acessos 7 e 11 (H. psittacorum vermelho); 15
(H. psittacorum laranja); 13, 17 e 18 (H. psittacorum rosa), apresentam algum nivel
de resisténcia ao patdégeno. O acesso 22 Heliconia Golden torch, um hibrido (H.
psittacorium X H. spathocircinata) considerado suscetivel, porém com carateristicas
agrondmicas desejaveis; e 0 acesso 13 de carater resistente, porém inviavel para
comercializacdo. Ambos passaram pelo processo de inducdo de resisténcia, no qual
foram testados um produto bi6tico de controle biolégico, a bactéria Bacillus subtilis e
um abidtico o produto Acibenzolar-s-metilico (ASM). Foram utilizados os tratamentos:
TO- testemunha absoluta; T1- testemunha controle; T2- B. subtilis 1x10°ufc/mL; T3-
ASM 0,4 gL™*; T4- B. subtilis e ASM. Na avaliacdo foram observadas a incidéncia e
severidade da doenga, assim como a analise da peroxidase. Os acessos
responderam positivamente a aplicacdo dos indutores, apresentando menores niveis
de severidade em relacdo a testemunha controle. Quando aplicados em conjunto, os
indutores demonstraram maior eficiéncia no controle da doenca e também no
desenvolvimento da planta. Na aplicagdo individual o tratamento com ASM
proporcionou menor severidade que o tratamento usando apenas B. subtilis; este
reduziu & metade a manifestacao de sintomas. A maior producdo de peroxidase no
acesso 13 foi verificada nas plantas tratadas com ASM. Enquanto que para 0 acesso
22, o pico de producdo da enzima foi identificado em plantas tratadas com os dois
indutores, B. subtilis e ASM.

Palavras-chave: antracnose, fungos patogénicos, helicbnia, resisténcia.
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ABSTRACT

In Brazil, the production of ornamental plants has been increasing considerably,
being the species of the genus Heliconia the most outstanding, because these
species are very attractive and adapted to hot and humid climates, which favors the
occurrence of fungi and the development of diseases, among them Anthracnose,
caused by species of the genus Colletotrichum which interfere in the production,
development and quality of this culture. In this sense, this research proposed to
identify the fungal diversity in the accessions of Heliconia spp. from the Germplasm
Active Bank of the State University of Mato Grosso-UNEMAT, as well as to carry out
pathogenicity tests, select resistance traits in these accesses and induce resistance
to Colletotrichum sp. Thus, rhizome, pseudocaule, leaves, inflorescences, seeds,
normal and mummified ovaries were collected and taken to the phytopathology
laboratory, where they were disinfested and kept in a humid chamber. The
identification of the fungi occurred by means of the preparation of slides with fungal
structures, observed under an optical microscope, and classified at the genus level
with the aid of an identification key. More than eighteen genera were identified, with
more relevance to the occurrence of: Colletotrichum, Bipolaris, Curvularia, Alternaria,
Phoma, Cladosporium, Menispora and Fusarium. For the pathogenicity and
resistance induction tests, the experiments were carried out in greenhouse, by
vegetative propagation. The inoculums were prepared by adding 20 mL sterile
distilled water to the fungus plate, grown in BDA culture medium, at 25°C and
photoperiod of 12 hours. The count of conidia was made with the aid of a Neubauer
chamber and inoculation occurred 90 days after the implantation of the rhizomes by
spraying. After the seventh day, the process of evaluation of the disease began, with
intervals of seven days, using scale of notes. In relation to the pathogenicity of the
five isolates of Colletotrichum sp. according to the Scott-Knott test at 5% probability,
isolate A from the Tropical Flowers BAG of UNEMAT was considered the most
pathogenic. However, the same isolate was used to perform the screening to identify
accessions of Heliconia spp. with resistance. Using the same test, according to the
evaluation of incidence and severity of the anthracnose, only the accesses 7 and 11
(H. psittacorum red); 15 (H. psittacorum orange); 13, 17 and 18 (H. psittacorum pink),
present some level of resistance to the pathogen. The access 22 Heliconia Golden
torch, a hybrid (H. psittacorium x H. spathocircinata) considered susceptible, but with
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desirable agronomic characteristics; and the access 13 of resistant character, but not
viable for commercialization. Both of them underwent the resistance induction
process, in which a biological control biotic product, the bacterium Bacillus subtilis
and an abiotic the product Acibenzolar-s-methyl (ASM) were tested. The treatments
were: TO - absolute control; T1- control control; T2- B. subtilis 1x109 ul / ml; T3-ASM
0.4 gL-1; T4- B. subtilis and ASM. In the evaluation the incidence and severity of the
disease were observed, as well as the peroxidase analysis. The accesses responded
positively to the application of the inductors, presenting lower levels of severity in
relation to the control control. When applied together, the inducers demonstrated
greater efficiency in controlling the disease and also in the development of the plant.
In the individual application the treatment with ASM provided less severity than the
treatment using only B. subtilis; it halved the onset of symptoms. The highest yield of
peroxidase at the 13 access was verified in the plants treated with ASM. While for
accession 22, peak enzyme production was identified in plants treated with the two
inducers, B. subtilis and ASM.

Keywords: anthracnose, pathogenic fungi, heliconia, resistance.
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1. INTRODUCAO GERAL

A produgdo de plantas ornamentais tropicais tem crescido de forma
significativa. A cultura de maior destaque nesse campo séo as espécies do género
Heliconia, o Unico género pertencente a familia Heliconiaceae (Castro et al., 2011).
Trata-se de plantas neotropicais bastante atraentes, com 180 espécies descritas
(Berry e Kress, 1991). No Brasil, as espécies mais importantes para o cultivo s&o:
Heliconia psittacorum; H. densiflora; H. rostrata; H. bihai e H. stricta, por serem
adaptadas a regifes de temperaturas mais elevadas, que € o caso de grande parte
do territorio brasileiro (Brainer e Oliveira, 2006).

No estado do Mato Grosso sua diversidade morfologica e distribuicdo é
ampla, por apresentar condi¢cdes climaticas ideais, favorecendo o cultivo a pleno sol
ou meia sombra (Nascimento et al., 2015). No entanto, o clima também favorece a
disseminagcao de fungos fitopatogénicos que causam diversas doencas, algumas
comprometem as vias reprodutivas: o rizoma ou a semente. Outras afetam as partes
aéreas: pseudocaule, folha e principalmente a inflorescéncia que assegura o grande
valor comercial dessas plantas. Como a propagacdo se da por via vegetativa, 0
indice de disseminacao de patdgenos e ocorréncia de doencas, através de materiais
vegetais contaminados é ainda maior (Criley, 1988).

Uma das mais graves doencas relacionadas ao género Heliconia é a
antracnose, causada por diferentes espécies do género Colletotrichum. Essa doenca
€ caracterizada por lesbes necroéticas irregulares, manchas escuras nas folhas e
galhos, queda de flores e frutos jovens, além do apodrecimento dos tecidos
(Nogueira, 1979). Os meios de controle contra essa doenca séo insipientes, assim
como a identificacdo de gendétipos resistentes ou até mesmo de mecanismos de
resisténcia, como € o caso do uso de indutores, para que a planta ative suas rotas
metabolicas de defesa, através de comando genético.

Esse tipo de resisténcia pode ser utilizada como medida alternativa no
manejo de doencas de plantas, uma vez que consiste na ativacdo de mecanismos de
defesa natural contra um amplo niumero de patégenos. Alguns compostos estimulam
respostas de defesa naturais e/ou sintéticos semelhantes as que sao observadas nas
interacOes entre planta resistente e agentes patogénicos. Temos como exemplos, a

explosdo oxidativa, a reacdo de hipersensibilidade, o acumulo de fitoalexinas, de



proteinas relacionadas a patogénese e de compostos fendlicos em células juntas ao
sitio de infec¢do, além da inducéo de barreiras estruturais (Cavalcante et al., 2007).
Neste sentido, esta pesquisa teve como objetivos identificar fungos em
acessos de Heliconia spp. do Banco Ativo de Germoplasma de Flores Tropicais da
UNEMAT,; realizar testes de patogenicidade e identificar gendtipos resistentes e

avaliar indutores de resisténcia no controle de Colletotrichum sp.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Heliconiaceae

O género Heliconia € o unico representante da familia Heliconiaceae, a qual
pertence a ordem Zingiberales (Berry e Kress, 1991). A classificacdo precisa das
espécies é dificil devido a varios fatores, tais como: a ampla distribuicdo geografica;
ao estudo desse género ser recente; as descricbes muitas vezes incompletas de
materiais coletados em diferentes locais feitas por taxonomistas distintos e a dificil
herborizacdo do material (Castro, 1995).

As espécies de heliconia estdo em ascensao no mercado de flores tropicais,
devido a sua variedade de cores e formas. Possuem origem neotropical, mais
precisamente na regido noroeste da América do Sul, sendo nativas dos tropicos
americanos entre México Central e a Regido Sul do Brasil (Pinto, 2007). Existem
aproximadamente 182 espécies descritas, com ocorréncia de 29 espécies distintas
no territério brasileiro, dentre as quais estdo Heliconia psittacorum; H. rostrata; H.
bihai; H. stricta; H. augusta, e H. chartaceae (Castro et al., 2007; Braga, 2014).

Brainer e Oliveira (2006) destacam como as mais importantes Heliconia
psittacorum; Heliconia densiflora; Heliconia rostrata; Heliconia bihai; Heliconia stricta;
Heliconia hirsuta; Heliconia augusta, e Heliconia chartaceae, pois sdo adaptadas a
regides de temperaturas mais elevadas. No Brasil sdo popularmente conhecidas por
varias denominacdes, tais como: bananeira-de-jardim, bananeirinha-de-jardim, bico-
de-guard, falsa-ave-do-paraiso, bico-de-papagaio ou paquevira (Castro, 1995).

Além de um elevado potencial econdmico, as helicbnias possuem
importancia ecolégica, pois sao fonte de néctar para espécies de beija-flores e
morcegos que sdo seus polinizadores exclusivos nos tropicos americanos. (Berry e
Kress, 1991).

As heliconias sdo plantas perenes, herbaceas e rizomatosas, ou seja,
possuem caules subterrdaneos modificados que crescem horizontalmente, chamados
de rizoma. Podem apresentar trés formas de crescimento: candide, muséide e
zingiberodide. Suas inflorescéncias podem ser eretas ou pendentes, de tamanho
médio a grande (Castro, 1995; Alves et al., 2000; Assis et al., 2002). As espécies do
género podem atingir de 50 cm a 10 m de altura (Silva et al., 2015).



Sua propagacdo se da tanto de forma sexuada, produzindo sementes
através da unido de gametas, como assexuada, através da multiplicacdo dos
rizomas, sendo este tipo de propagacéo a mais usada pelos produtores (Nascimento
et al., 2015). J& o processo de germinacdo por sementes € lento, uma vez que o
fruto apresenta endocarpo duro dificultando a germinacdo. Outro método explorado
€ a propagacdo via cultura de tecidos através das sementes, do qual se obtém
variabilidade genética e é possivel selecionar genes de interesse comercial (Jorge,
2012; Aradjo et al., 2015).

As heliconias apresentam viabilidade de cultivo em altitudes de 0 a 2.900
metros, em locais com pouca radiagcdo solar, como florestas, ou a pleno sol,
apresentando ampla gama de ambientes de cultivo, que explica a diversidade de
espécies. Em H. bihai cv. Lobster Claw Two, o nivel de 50% de radiagcdo solar
incidente estimula o desenvolvimento de maior quantidade de hastes florais e maior
crescimento vegetativo. Em contrapartida, as plantas cultivadas a pleno sol
apresentaram reducdo no crescimento vegetativo, decorrente da menor taxa
fotossintética e da menor translocacao dos fotoassimilados (Lima et al., 2016).

No Estado de Mato Grosso a diversidade morfoldgica e distribuicdo das
espécies de helicbnia sdo amplas por apresentarem condi¢des climaticas ideais ao
cultivo (Nascimento et al., 2015). Em contrapartida, esse clima também favorece o
desenvolvimento de doencas, principalmente fungicas.

Portanto, é imprescindivel o desenvolvimento de pesquisas na area de
melhoramento genético, voltadas ao estudo da interacdo patdgeno/hospedeiro,
visando metodologias de controle e alternativas, como a selecdo de plantas
resistentes, a identificacdo de gendtipos com caracteres de resisténcia as principais
doencas, e até mesmo a ativacdo de genes responsaveis pela defesa em plantas

suscetiveis.

2.2 Fitossanidade no género Heliconia

A manutencdo da sanidade das plantas ornamentais € um problema,
principalmente na producdo comercial de espécies do género Heliconia. Nao existem
produtos fitossanitarios registrados para o controle de doencas em flores tropicais no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Isso induz os
produtores a utilizacdo indevida de agrotoxicos nao recomendados,
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consequentemente provocando danos a saude humana e ao meio ambiente
(Sobrinho, 2008).

Fatores elevados de temperatura e umidade aumentam a exposicdo das
plantas ao ataque de agentes patogénicos, tornando o ambiente propicio para o
desenvolvimento de varias doengas, dentre elas a antracnose, responsavel por
danos que acarretam prejuizos devido o dificil controle, pois os sintomas tornam o
produto comercial, as hastes florais, improprias para a comercializacdo (Guini, 2011).

A antracnose é considerada uma doenca de final de ciclo, que ja chegou a
ser comparada com a ferrugem asidtica da soja pela facilidade com que se
dissemina principalmente na época de umidade elevada. Causada pelo género
Colletotrichum, é uma doenca de parte aérea que tem provocado altos prejuizos
econdbmicos, em diversas espécies de plantas. Nas helicbnias afeta as folhas e toda
a inflorescéncia, causando sintomas como 0 aparecimento de pontuagcdes escuras
nas bracteas e pétalas. Quando observados de perto é possivel notar a presenca de
uma massa de esporos de cor alaranjada caracteristica de Colletotrichum (Lins e
Coelho, 2004; Barguil et al., 2005; Kimati, 2005).

O g¢género Colletotrichum apresenta grande diversidade fenotipica
influenciada principalmente por fatores ambientais, que interferem na estabilidade de
seus caracteres morfolégicos e culturais e na existéncia de formas intermediérias.
Esses fatores, juntamente com a falta de padronizacdo das condi¢Bes culturais
empregadas nos diferentes estudos, dificultam a identificacdo de suas espécies
(Lopez, 2001).

Colletotrichum é considerado como um dos mais importantes fitopatdgenos,
amplamente disseminado principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Sao
classificados como fungos filamentosos na fase anamoérfica e seu teleomorfo é
Glomerella Stonem. Na fase anamorfica de C. gloeosporioides, o acérvulo é
produzido sobre a base estromatica subcuticular, apés a maturidade a cuticula é
rompida e ha a formacao de conidiéforos e setas, que através de respingos de agua
podem se disseminar (Menezes, 2006).

Em H. rostrata, o sintoma da antracnose inicia-se por pequenos pontos
escuros nas bracteas, que vao coalescendo até necrosar toda a inflorescéncia
(Coelho e Warumby, 2002). Varias medidas de controle tém sido adotadas pelos

produtores para manter a alta qualidade das flores e atender as exigéncias do
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mercado, tendo em vista que séo varios 0os problemas enfrentados por essa cultura
(Sologuren e Juliatti, 2007).

Pesquisas que realizem levantamento e identificacdo dos fungos ocorrentes
em determinadas regidbes de cultivo sdo necessarias para obtencdo de
conhecimentos que possibilitem o controle local de doencas. No Brasil, os estudos
sobre problemas fitossanitarios de plantas ornamentais tém sido objeto de diversos
trabalhos (Almeida et al., 1997; Pitta, 1999). Porém, trabalhos sobre espécies do
género Heliconia ainda s&o escassos, ndo havendo registros para o estado de Mato
Grosso.

Em um estudo feito por Assis et al. (2002), 11 patégenos em helicbnia, em
sua maioria fungos agentes de manchas foliares e a bactéria Ralstonia
solanacearum foram relatados. Do mesmo modo, em um levantamento de doencas
realizado nestas mesmas plantas na regido de Pernambuco, foi registrada a
presenca da antracnose causada por Colletotrichum gloeosporioides. Foram citadas
também, a murcha de fusario causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense,
diversas manchas foliares, causadas por espécies dos géneros Bipolaris,
Cercospora e Curvularia, além de fitonematoses que constituem sério problema no
cultivo (Lins e Coelho, 2004).

Escalona et al. (1992) relataram na Venezuela uma nova doenga em
inflorescéncias de H. psittacorum x H. spathocircinata, causada pelo fungo
Myrothecium sp. Nessa mesma regido, varias espécies de fungos foram
identificadas causando enfermidades em helicbnia, tais como Phyllosticta musae.
Dentre outros patdgenos, ha registros de Glomerella cingulata; Alternaria alternata,
Gloeosporium musarum; Colletotrichum musae; Guignardia musae; Curvularia sp.,
Fusarium oxysporum, Mycosphaerella musicola, Drechslera musae-sapientum e
Pestalotiopsis sp. (Madriz et al., 1991).

As doengas fangicas em helicénia, de acordo com o processo fisiolégico
afetado, séo classificadas em: doencas do rizoma e raiz que causam podriddo e as
doencas foliares, que dependendo do patégeno, causam diferentes sintomas. No
caso de Colletotrichum spathiphylli as margens das folhas e bainha secam e ficam
amareladas, havendo queimadura dos peciolos. Enquanto que Bipolaris spp. e B.
incurvata, iniciam os sintomas nas folhas com pequenas pontuacdes que aumentam

de tamanho e numero, passando a manchas ovais ou irregulares de coloracdo
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marrom claro com bordos escuros e halo amarelado ao redor, atacando também
peciolo, bainha, bracteas e flores (Coutinho, 2006).

A preocupacao com a disseminacao da doenca para novas areas também é
um fator agravante, uma vez que, além de patogénicas também sdo encontradas
formas saprofiticas nas espécies de Colletotrichum. Isso aumenta as estratégias que
o fungo utiliza para invadir o tecido do hospedeiro, variando de hemibiotroficos
intracelular a necrotroficos subcuticular, além do desenvolvimento de estruturas
especializadas para penetracdo na parede celular do vegetal (Menezes, 2006).

Desse modo, a qualidade sanitaria do material de propagacao, a remocéao de
plantas velhas, o0 manejo de plantas daninhas, a retirada ou queima de folhas, restos
culturais e partes da planta necrosada, sdo métodos imprescindiveis para um bom
desenvolvimento no cultivo de plantas saudaveis. Porém tanto estas, quanto as
demais medidas de controle citadas na literatura que envolvem praticas no manejo
de adubacéo, sistema de plantio e irrigagdo, assim como, o uso de produtos de
controle quimico para doencas em plantas ornamentais tropicais, na maioria das
vezes, ndo sao eficientes (Coelho et al., 2002; Coutinho, 2006).

Neste caso, o uso do controle biolégico e a utilizacdo de genoétipos
resistentes tém sido os principais alvos das pesquisas atuais para combater as
principais doengas que acometem as flores tropicais. Desse modo, a luta constante
entre hospedeiro susceptivel e o patdégeno torna-se desigual, pois sem o auxilio do
melhoramento genético vegetal ou sem a ativacdo de genes de defesa, a planta
acaba ficando “sem armas” diante do arsenal de possibilidades de um fungo

agressivo.

2.3 Melhoramento genético de helicbnias

As heliconias possuem uma beleza exuberante e expressam grande
diversidade de cores e formas, e apresentam elevada variabilidade genética que
colabora com estudos de melhoramento, pois ampliam a disponibilidade de genes
desejaveis e permitem a obtencdo de genotipos adaptados as diferentes condi¢cbes
climaticas. Espécies de heliconia sdo cada vez mais cultivadas no Brasil devido as
condicbes edafoclimaticas serem adequadas. No entanto, pesquisas sobre pré-

melhoramento e melhoramento genético dessas plantas sdo recentes no pais;



poucas sdo as instituicbes e/ou empresas que desenvolvem trabalhos nessa area
(Costa, 2005; Rocha, 2009).

Faleiro et al., (2008) o melhoramento genético modifica as caracteristicas
genéticas de um organismo estabilizando-o, com o intuito de melhorar sua
capacidade produtiva e/ou sua qualidade, colaborando com a criagao de variedades
mais produtivas e mais resistentes a fatores bioticos, sendo necessario a principio o
desenvolvimento de atividades de pré-melhoramento, que visam a identificacdo de
variabilidade genética e selecdo de genotipos promissores para a obtencdo da
caracteristica a ser melhorada.

No entanto, para obter sucesso em um programa de melhoramento genético
€ necessario que o mesmo seja desenvolvido de forma organizada e coerente,
respeitando as etapas a serem trabalhadas. Inicialmente é necessario conhecer as
caracteristicas, assim como a diversidade e a variabilidade genética da espécie
estudada, para tanto € preciso realizar coletas, adaptacao e cultivo (Borém, 2001).

Alguns aspectos sao fundamentais e compdem o que € conhecido como pré-
melhoramento, tais como: caracterizacdo morfolégica e agronémica, caracterizacao
citologica, molecular e bioquimica, caracterizacdo e identificacdo de patdgenos
associados a espécie, e selecdo de genotipos resistentes a patdgenos e insetos,
dentre outros. Todas essas etapas tém como objetivo conhecer o material genético,
para que a segunda fase: melhoramento genético, propriamente dito, possa ser
alcancado de forma efetiva (Pereira, 2010).

Nessa segunda fase é primordial o planejamento dos métodos que serao
adotados para alcancar o objetivo, € importante cogitar a viabilidade financeira do
programa, realizando o levantamento das tendéncias do mercado consumidor e a
importancia comercial do produto final, uma vez que, ndo é o pesquisador que
determina os objetivos no melhoramento da qualidade das flores, mas sim os
consumidores. Sendo assim, informacdes sobre as particularidades da polinizacao,
da fecundacdo e do desenvolvimento das sementes das espécies facilitam o
entendimento do mecanismo genético e auxiliam na escolha do método de
melhoramento aplicavel a espécie (Borém, 2001).

Um exemplo bem simples € o método de selecdo massal, que pode ser
aplicado em uma populacdo a fim de selecionar por meio do fendtipo uma

caracteristica de alta herdabilidade, como o caracter de resisténcia a uma
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determinada doenca. Para as espécies de heliconia h& dois pontos positivos: 0 uso
de genotipos resistentes para cruzamentos ou hibridagdo com linhagens suscetiveis,
até a fixacdo do gene resisténcia e o fato dela se propagar vegetativamente, iSso
auxilia ainda mais na eficiéncia do meétodo. Lembrando que a hibridacéo
interespecifica € muito importante, principalmente para as plantas propagadas
vegetativamente porque uma vez obtidos os hibridos, estes podem ser perpetuados
indefinidamente (Allard, 1971).

Atualmente, outra via de escape utilizada principalmente pelo fato da
obtencdo de retorno em curto prazo para plantas susceptiveis a doencas, por meio
do melhoramento genético, é a ativacdo de genes de defesa na planta, ou seja, o
uso da inducdo de resisténcia. Esse método, é de facil utilizacdo, apresenta baixo
custo e menor agressao ao meio ambiente, ao agricultor e ao consumidor. Por
utilizar controle biolégico natural ou comercial, a indugdo vem sendo utilizada em
varias culturas e tem apresentado respostas positivas (Jaramilo e Baena, 2001).

No estado de Mato Grosso a producéao de flores tropicais esta em destaque,
porém as pesquisas que visam a aplicacdo do melhoramento genético em plantas
ornamentais, principalmente do género Heliconia sdo recentes (Silva et al. 2015;
Nascimento et al. 2015; Silva 2016).

Nascimento et al., (2016) citam como referéncias as pesquisas no estado, o
Banco Ativo de Flores Tropicais, mantido na Universidade do Estado de Mato
Grosso (UNEMAT), no qual vem sendo investido no desenvolvimento de pesquisas
de melhoramento genético de flores com potencial ornamental, tais como: alpinia,
costus, bastdo do imperador e heliconia. Havendo uma grande necessidade de

estudos fitopatoldgicos que tenham como objetivo a resisténcia genética.

2.4 Inducéo de resisténcia de plantas

Pesquisas com o uso de indutores de resisténcia tém apresentado respostas
positivas ao controle de enfermidades em varias culturas. Porém em ornamentais
ainda ndo ha resultados satisfatorios. Trabalhar a inducéo de resisténcia de plantas
a patdgenos € um fato conhecido de longa data (Chester, 1933). Por volta da
década de 1960 foi demonstrada a ativacdo do genuino mecanismo de resisténcia

em estudos pioneiros efetuados por Ross (1961). Somente em tempos atuais todo o



potencial do seu emprego no controle de doencas de plantas tem recebido a
merecida atencéo (Oostendorp et al., 2001).

As plantas possuem a capacidade de reconhecer a invasdo de agentes
patogénicos e desenvolver diversos mecanismos de defesa elaborados contra a
ameaca (Staskawicz, 2001). Podendo esses mecanismos ser elaborados seguindo
duas vias, alguns constituem-se de barreiras fisicas e quimicas, sendo expressos
constitutivamente, enquanto outros sao induzidos somente ap6s o0 ataque do
patdgeno, desenvolvendo uma rede de transducéo de sinais e consequentemente a
rapida ativacdo da expressdo de genes que codificam as proteinas relacionadas a
defesa de plantas (Dixon et al., 1990).

O processo de adquirir resisténcia através da inducdo consiste no aumento
da capacidade de defesa da planta contra amplo espectro de organismos
fitopatogénicos, incluindo fungos, bactérias e virus (Van Loon et al.,, 1998). A
protecdo obtida contra determinado patdgeno pode ser local ou sistémica, a
depender do intervalo de tempo entre o tratamento inicial e a inoculacdo do
patdogeno. Com duracéo de poucos dias a algumas semanas ou podendo durar todo
o ciclo de vida da planta, para este ultimo caso, tornando-se um mecanismo de
defesa constitutivo do hospedeiro (Pascholati et al., 1995).

O método de inducdo representa uma via alternativa ao controle de doencas,
principalmente por ativar os mecanismos de defesa latentes na planta. A resisténcia
induzida pode ser ativada em plantas por diversas substancias, evitando ou
atrasando a entrada e/ou subsequente atividade do patdégeno nos tecidos, por meio
de mecanismos préprios de defesa. Na literatura, ha relatos de que a resisténcia
induzida em plantas pode ocorrer por meio do tratamento com agentes bidticos,
como por exemplo: extratos vegetais, microrganismos e restos deles ou abioticos,
utilizando substancias quimicas (Cavalcante et al., 2007; Resende et al., 2008).

Desse modo, a resisténcia induzida é dividida em duas categorias, séo elas:
a resisténcia sistémica adquirida - RSA e a resisténcia sistémica induzida — RSI (Van
Loon et al., 1998). A primeira desenvolve-se de forma sistémica ou localizada em
resposta a um patdégeno que causa algum tipo de reacédo de hipersensibilidade, ou
seja, uma lesdo necrética ou ainda por aplicacdo exdgena de acido salicilico ou
compostos sintéticos. Nesse fendmeno, a resisténcia expressa, geralmente, é

efetiva contra amplo espectro de patdgenos e esta associada com a producdo de
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proteinas relacionadas a patogénese (PRPs). JA4 na RSI, a rota de resisténcia é
mediada pelo acido jasmonico e o etileno (Van Loon et al., 1998).

2.5 Acibenzolar-s-metilico: indutor abiético de resisténcia

Avancos nas pesquisas com resisténcia induzida em plantas vém sendo
acompanhadas pelo surgimento de novos produtos comerciais que apresentam
maior eficicia, estabilidade e menor impacto ao ambiente, além do que propiciam
melhoras na produtividade agricola em virtude da reducédo de perdas ocasionais por
patbgenos e, em alguns casos, incrementos no desenvolvimento vegetativo. O
primeiro indutor de resisténcia liberado para uso comercial foi o acibenzolar-S-metil
(ASM), mas existem outros produtos que ja estdo disponiveis no mercado ou em
fase de pesquisa (Resende et al., 2008).

Os indutores de resisténcia ativam o sistema de defesa das plantas,
podendo atuar de diferentes formas. O ASM é um analogo do AS, que age induzindo
a ativacdo de genes que codificam proteinas PR e enzimas relacionadas com a
producédo de fitoalexinas e lignina (Cole, 1999; Resende et al., 2000). O ASM teve
sua eficacia avaliada em varios patossistemas, deixando claro, que sua efetividade
pode sofrer variagdo de acordo com a cultura e o patdégeno estudado (Lows et al,
2001; Silva, 2002).

A resisténcia induzida pelo ASM é inespecifica e de amplo espectro, tendo
em vista que, mecanismos mdultiplos de defesa da planta sédo ativados. O produto
comercial registrado pelo no MAPA que possui a composicdo quimica de
acibenzolar-S-metilico, jA& é recomendado para varias culturas: algoddo, batata,
cacau, cebola, eucalipto, feijao, melancia, meldo, tomate, trigo, entre outras. Ele ndo
tem acdo direta contra os patdégenos e deve ser aplicado na parte aérea das plantas,
de forma preventiva. Desta forma, sera responsavel por ativar 0s mecanismos

naturais de defesa da planta, aumentando a resisténcia as doencas (MAPA, 2015).
2.6 Bacillus subtilis: indutor bidtico de resisténcia

Uma fonte alternativa que tem sido usada comercialmente para o biocontrole
de enfermidades de plantas, e também para aumentar a produtividade de culturas é
Bacillus subtilis (Ngugia et al., 2005; Yao et al., 2006). Muitos trabalhos vém sendo

realizados particularmente com bactérias para elucidar as interacdes entre
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antagonista-patdgeno-hospedeiro (Romeiro et al., 2005; Halfeld et al., 2006; Ryan et
al., 2008), tendo como objetivo estreitar o entendimento entre a ecologia e 0s
mecanismos de acdo que permeiam essas interacoes.

Os géneros de bactérias antagonistas de maior prevaléncia sdo as
Pseudomonas do grupo fluorescentes (P. putida e P. fluorescens), Bacillus spp.,
Streptomyces spp. e representantes da familia Enterobacteriaceae (Campos et al.,
2008). Em especial, o género Bacillus destaca-se por formar endésporo e apresentar
uma multiplicidade de mecanismos antagonicos. Fator que possibilita a sua longa
manutencdo e sobrevivéncia em nichos ecologicos especificos, com grande
versatilidade nos mecanismos de acao que driblam as defesas dos fitopatdgenos.

O efeito in situ pela exposicao de células vivas de B. subtilis pode ocasionar
a promocéao de crescimento e/ou o biocontrole que pode ser de natureza direta ou
indireta (Hammami et al., 2009; Lanna et al., 2010). O antagonismo direto exercido
contra fitopatégenos tem o envolvimento dos mecanismos de antibiose, séo eles: a
sintese de substancias antimicrobiana, a competicdo por espaco e nutrientes e a
sintese de compostos volateis. J& o mecanismo indireto é exercido pelo fenémeno
de resisténcia sistémica induzida (RSI) (Leelasuphakul et al., 2008).

Portanto, a resisténcia natural de plantas constitui-se na habilidade de
prevenir ou retardar o estabelecimento dos microrganismos fitopatogénicos em seus
tecidos num processo altamente dindmico, coordenado e dependente da existéncia
de mecanismos constitutivos e/ou pés-formados (Alves, 2007).

Os agentes indutores funcionam como eliciadores da resposta de defesa.
Dos mecanismos bioquimicos pos-formados, a resisténcia sistémica adquirida e a
resisténcia sistémica induzida podem ser ativadas por microrganismos. Ambas sao
reguladas pela proteina NPR1, onde se cruzam na rota de sinalizacdo. No entanto, a
sistémica adquirida, € governada pela rota do acido salicilico, enquanto que a
sistémica induzida é pela rota do acido jasménico e do etileno (Choudhary et al.,
2007).
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4. DIVERSIDADE FUNGICA EM ACESSOS DE Heliconia spp.

RESUMO

A producéo de flores tropicais esta em ascensédo no Brasil, destacando-se no estado
de Mato Grosso como atividade rentavel para o agronegécio, devido as condi¢cdes
climaticas adequadas ao cultivo e a ocorréncia natural de muitas espécies. O género
Heliconia é o mais proeminente, em virtude da sua beleza exética, rusticidade e
variedade de cores e formas, que atraem o mercado consumidor. No entanto,
espécies de heliconias sdo adaptadas a climas quentes e umidos, o que favorece a
ocorréncia de fungos fitopatogénicos, que interferem no desenvolvimento da planta e
na qualidade do produto vegetal. Em vista desses fatores, essa pesquisa propos
identificar a diversidade fungica em acessos de Heliconia spp. provenientes do
Banco Ativo de Germoplasma da Universidade Estadual de Mato Grosso. Desse
modo, dos acessos foram coletados rizoma, pseudocaule, folhas, inflorescéncias,
sementes, ovarios normais e ovarios mumificados e levados ao Laboratério de
Fitopatologia, onde foram desinfestados e mantidos em camara Umida. A
identificacdo dos fungos deu-se por meio do preparo de laminas com estruturas
fungicas, observadas em microscoépio optico e classificadas por género com o auxilio
de chave de identificacdo. A média da incidéncia total de cada género foi estimada
em porcentagem pela ocorréncia do fungo em relagdo ao ndmero de amostras
avaliadas. Dezoito géneros foram identificados, tendo maior incidéncia a ocorréncia
de: Colletotrichum, Bipolaris, Curvularia, Alternaria, Phoma, Cladosporium,
Menispora e Fusarium, causando doenca entre 50% e 100% dos acessos.
Constatou-se também a presenca dos géneros Aspergillus, Botritys, Nigrospora,
Meliola, Penicillium, Pestalotia e Ulocladium. Ja Trichoderma, com 50%, foi Unico
género ndo patogénico identificado. Os acessos 01, 04 e 10 tiveram menor
incidéncia de fungos, sendo importante ressaltar que, diferente dos demais, no
acesso 13 as estruturas flungicas s6 apareceram apds o décimo dia de incubacéo

em camara umida, o que leva a indicio de “material resistente”.

Palavras-chave: fungos patogénicos, fitossanidade, heliconias.
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FUNNY DIVERSITY IN ACCESSORIES OF Heliconia spp.

ABSTRACT

The production of tropical flowers is on the rise in Brazil, standing out in the state of
Mato Grosso as a profitable activity for agribusiness, due to climatic conditions
suitable to the cultivation and the natural occurrence of many species. The genus
Heliconia is the most prominent, because of its exotic beauty, rusticity and variety of
colors and shapes, which attract the consumer market. However, species of heliconia
are adapted to hot and humid climates, which favors the occurrence of
phytopathogenic fungi, which interfere with the development of the plant and the
quality of the vegetal product. In view of these factors, this research proposed to
identify the fungal diversity in accessions of Heliconia spp. from the Active Bank of
Germplasm of the State University of Mato Grosso. Thus, rhizomes, pseudocaule,
leaves, inflorescences, seeds, normal ovaries and mummified ovaries were collected
from the accesses and taken to the Phytopathology Laboratory, where they were
disinfested and kept in a humid chamber. The identification of the fungi was done
through the preparation of slides with fungal structures, observed under an optical
microscope and classified at the genus level with the aid of an identification key. The
mean of the total incidence of each genus was estimated in percentage by the
occurrence of the fungus in relation to the number of samples evaluated. Eighteen
genera were identified, with a higher incidence of Colletotrichum, Bipolaris,
Curvularia, Alternaria, Phoma, Cladosporium, Menispora and Fusarium, causing
disease between 50% and 100% of the accessions. The genera Aspergillus, Botritys,
Nigrospora, Meliola, Penicillium, Pestalotia and Ulocladium were also present.
Trichoderma, with 50%, was the only non-pathogenic genus identified. The
accessions 01, 04 and 10 had a lower incidence of fungi, and it is important to note
that, unlike the others, in the access 13 the fungal structures only appeared after the
tenth day of incubation in a humid chamber, which leads to the indication of "resistant

material”.

Keywords: pathogenic fungi, phytosanitary, heliconia.
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INTRODUCAO

O género Heliconia destaca-se no ramo da floricultura tropical brasileira, pois
sao plantas neotropicais bastante atraentes por suas cores e formatos exuberantes
(Berry & Kress, 1991). Este género estava inserido na familia botanica Musaceae,
mas, apos estudos baseados em dados moleculares passou a pertencer a familia
Heliconiaceae (Castro, 2011).

O interesse na producdo de plantas ornamentais, especialmente sobre as
heliconias, tem se tornado alvo de varios estudos devido seu alto valor comercial.
Quarenta espécies de heliconias ocorrem naturalmente no territorio brasileiro
(Castro, 2011). No estado de Mato Grosso, o cultivo é predominante e bastante
promissor, destacando-se como mais importantes as espécies: H. psittacorum; H.
densiflora; H. rostrata; H. bihai e H. stricta (Brainer e Oliveira, 2006; Pinto, 2007).

Como as helicbnias sdo adaptadas a clima quente e umido, o ataque de
patbgenos e a ocorréncia de doencas também € favorecido no estado, interferindo
significativamente na producéo, desenvolvimento e qualidade da cultura (Guini,
2011). Tendo em vista que a propagacao comercial se da por via vegetativa, o indice
de disseminacdo e acumulo de doencas através de materiais vegetais contaminados
é agravante (Criley, 1988).

Desse modo, o levantamento de patdgenos de plantas ornamentais tropicais
tem sido foco de pesquisas. Sobre doencas fungicas, Lins e Coelho (2004),
diagnosticaram em Heliconia spp. antracnose, (Colletotrichum gloeosporioides Penz.
& Sacc. In Penz.); manchas foliares (Bipolaris spp., Cercospora sp., Curvularia
lunata, Glomerella cingulata (Stonem.); podriddo de rizomas e raizes (Rhizoctonia
solani e Fusarium oxysporum Schlechtend.: f. sp. cubense (E. F. Smith).

Tais conhecimentos podem evitar a disseminacdo para novas areas, por
meio de materiais providos de plantas infectadas, assim como, auxiliarem nas
medidas de prevencéo e controle contra os agentes patogénicos que afetam as vias
reprodutivas: rizomas sementes e 0s ovarios; a parte aérea: pseudocaule e folha; e
consequentemente o produto comercial: a inflorescéncia.

Portanto, o presente estudo, teve como objetivo identificar por género, a
micobiota em 18 acessos de Heliconia spp. do Banco Ativo de Germoplasma de

Flores Tropicais da Universidade do Estado de Mato Grosso.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia, localizado no

Centro de Pesquisas, Estudos e Desenvolvimento Agroambientais (CPEDA) do

Campus de Tangara da Serra da Universidade do Estado de Mato Grosso
(UNEMAT).

As coletas para o desenvolvimento da pesquisa foram realizadas no Banco

Ativo de Germoplasma (BAG) de flores tropicais da UNEMAT, implantado em marco

de 2014, no campo experimental da UNEMAT, Campus de Tangara da Serra - MT.

A regido é de clima tropical, com estacdo seca de maio a setembro e chuvosa de

outubro a abril, e apresenta uma precipitacdo meédia anual de 1830 mm e

temperatura variando de 16 a 36°C (Dallacort et al., 2011).

Foram utilizados 18 acessos de heliconia spp., os quais foram coletados no

BAG, campus Tangara da Serra, MT (tabela 1).

Tabela 1. Acessos de Heliconia spp. do BAG de flores tropicais da UNEMAT,
coletados em diferentes municipios do estado de Mato Grosso, 2018

Acesso Espécie Municipio Latitude Longitude Alt(lrtnu)de
1 H. densiflora Alta Floresta 09°51'05"  56°12'31" 281
2 H. densiflora Alta Floresta 09°51'47"  56°12'04" 271
3 H. densiflora Carlinda 10° 10" 58" 55° 48' 53" 299
4 H. psittacorum Nova Canaa 10° 36’ 44” 55° 42’ 05” 265
5 H. psittacorum Colider 10° 46’ 55” 55° 27’ 00" 310
6 H. psittacorum Matupa 10°12° 26" 54° 57’ 39" 260
7 H. psittacorum Guaranté Norte 09° 46’ 02"  54° 53’ 55” 348
8 H. psittacorum Peixoto Azevedo 10° 16’ 59" 55° 01’ 15” 324
9 H. psittacorum  Terra Nova do Norte 10° 44’ 45” 55° (08 43" 295
10 H. psittacorum Santo Afonso 14° 35’ 59" 57° 10’ 56" 494
11 H. psittacorum Nova Marilandia 14°21° 05" 57° 02 017 355
12 H. psittacorum Tangara da Serra 14°42° 02" 57° 47 317 204
13 H. psittacorum Barra do Bugres 15° 07’46 57° 04’ 34” 156
14 H. psittacorum Porto Estrela 15°18 517 57°10' 117 168
15 H. psittacorum Porto Estrela 15° 24’ 027 57° 11 517 148
16 H. densiflora Alta Floresta 09° 51 47 56° 09’ 22” 281
17 H. psittacorum Guaranté do Norte 09° 44’ 26”  54° 53’ 16” 336
18 H. psittacorum Porto Estrela 15° 35' 37" 57°11'51" 155
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As coletas das partes aéreas: pseudocaule, folha e inflorescéncia foram
realizadas separadamente da coleta de 6rgéos relacionados as vias reprodutivas da
planta: rizomas, sementes, ovarios normais e ovarios mumificados. Durante os
procedimentos de coleta, os materiais vegetais ficaram separados em sacos
plasticos, devidamente identificados de acordo com a nhumeracgéo de cada acesso.

ApoGs cada coleta de pseudocaule, folha, flor, rizoma, sementes, ovarios
normais e mumificados, o material foi limpo em &agua corrente. A seguir foram
cortados fragmentos do tecido vegetal, contendo parte viva e parte necrosada do
tecido com sintomas de doencas. Com excec¢do das sementes e ovarios que ndo
foram cortados.

Em sequéncia, os fragmentos foram mergulhados por dois minutos em
etanol 70%, depois dois minutos em hipoclorito de sédio 2,5% e por fim, seguiram
para trés lavagens sucessivas de agua destilada e estéril durante dois minutos,
respectivamente (Silva et al., 2015).

Posteriormente, foi feita a incubacédo desses fragmentos em camara umida
gue foi constituida por placas de Petri de 15 cm, forradas com duas folhas de papel
filtro umedecido em agua destilada e autoclavada. Foram acondicionados 15 cortes
do material vegetal por placa de cada acesso, contendo uma repeticdo, ou seja,
duas placas (placa A e B), somando um total de 30 fragmentos das estruturas
incubadas por acesso. As camaras foram mantidas em estufa incubadora tipo BOD,
com fotoperiodo de 12/12h, com temperatura de 26°C por 5 a 7 dias, para induzir o
crescimento das estruturas fungicas.

Ap6s o periodo de incubacdo, as camaras Umidas foram levadas para
microscopio estereoscépio, onde foi averiguado o crescimento das col6nias, sobre
os fragmentos vegetais. Minuciosamente foi observada toda e qualquer estrutura
relacionada ao desenvolvimento flngico, como por exemplo: micélios, picnidios,
peritécios, acérvulos, hifas e conidios. Em seguida, pequenas por¢cdes de micélio e
das demais estruturas encontradas foram retiradas com o auxilio de uma agulha
para o preparo de laminas microscopicas permanentes em lactoglicerol.

As laminas foram identificadas de acordo com a observagdo da morfologia
de cada estrutura com o auxilio de chave de identificacdo de fungos, proposta por
Barnett & Barry (1986), além da comparacdo com imagens e descri¢cdes disponiveis

na internet.

22



Pela ocorréncia do fungo em relacdo ao numero de amostras avaliadas, a
incidéncia foi calculada e o valor foi dado em porcentagem por tecido avaliado.
Desse modo, foi possivel definir qual género apresentou maior incidéncia entre 0s

acessos e qual parte da planta foi mais afetada.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os acessos analisados foram identificadas a presenca de fungos
patogénicos e ndo patogénico em rizomas e apenas fungos patogénicos em
sementes, ovarios normais, ovarios mumificados, pseudocaule, folha e
inflorescéncia.

Nos 18 acessos estudados foram identificados ao total, 17 géneros distintos
de fungos. Tendo maior relevancia para a cultura, nove (8) géneros que

apresentaram incidéncia superior a 55% (Figura 1).

Figura 1. Géneros de fungos patogénicos identificados em acessos de Heliconia
spp- (A) Curvularia sp., (B) Bipolaris sp., (C) Alternaria sp., (D) Fusarium sp., (E)
Phoma sp., (F) Menispora sp., (G) Cladosporium sp., (H-I) Fase teleomorfica e
anamorfica de Colletotrichum sp. (Ampliacéo total 40x em Microscépio Leica DM750
com camera Leica MC170 HD acoplada).

Associados as vias reprodutivas da planta foram catalogados quinze géneros.
Sendo que, oito destes, ocorreram nos rizomas, CinCo has sementes, nove nos

ovarios normais e seis nos ovarios mumificados.
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Tabela 2. Géneros de fungos encontrados em material vegetal de rizoma, ovarios
normais e ovarios mumificados, de acessos de Heliconia spp. do BAG de flores
tropicais da Universidade do Estado de Mato Grosso, campus Tangara da Serra-MT

Acessos  Espécie Rizoma Ovario Normal Ov_a_no
Mumificado
Bipolaris sp.
1 H. densiflora Fuse_lrlum spp. CoIIetotr_lchum spp. CoIIetotr_lchum spp.
Menispora sp. Fusarium spp. Fusarium spp.
Trichoderma sp.
5 H. densiflora Fuse_lrlum spp. CoIIetotr_lchum spp. CoIIetotr_lchum spp.
Menispora sp. Fusarium spp. Fusarium spp.
Curvularia sp. Cladosporium sp.
3 H. densiflora Fusa_lrlum spp. Colletotrlch_um spp. CoIIetotrllchum spp.
Menispora sp. Curvularia sp. Fusarium spp.
Penicilium sp. Fusarium spp.
H Fusarium spp. Colletotrichum spp.
4 psittacorum I\/_Iemspora sp. C_urvularla sp. Colletotrichum spp.
Trichoderma sp. Nigrospora sp.
Fusarium spp.
H. .
5 sittacorum Menispora sp. - -
P Trichoderma sp.
Alternaria sp.
Fusarium s Botrytis sp.
6 H. Menispora EID- Colletotrichum spp. Colletotrichum spp.
psittacorum : b P Curvularia sp. Fusarium spp.
Trichoderma sp. ;
Fusarium spp.
Phoma sp.
Cladosporium sp.
H. Fusarium spp. Colletotrlch_um spp.
! sittacorum Menispora s Curvularia sp. i
P P P Fusarium spp.
Phoma sp.
H. Fusa_lnum spp. Colletotrichum spp. CoIIetotrllchum spp.
8 sittacorum Menispora sp. Fusarium s Fusarium spp.
P Trichoderma sp. Pp- Trichoderma sp.
Bipolaris sp.
Fusarium spp. Cladosporium sp.  Colletotrichum spp.
9 H. Menispora sp Colletotrichum spp Fusarium spp
psittacorum ’ ' '

Trichoderma sp.

Curvularia sp.
Fusarium spp.

Bipolaris sp.
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Colletotrichum spp.

H. Fusarium spp. Colletotrichum spp. .
10 . . . Fusarium spp.
psittacorum Trichoderma sp. Fusarium spp. Bipolaris sp.
Alternaria sp. .
Cladosporium sp. Bipolaris sp. Colletotrlch_um SPp-
H. . . Curvularia sp.
11 sittacorum Fusarium spp. Colletotrichum spp. Fusarium s
P Menispora sp. Curvularia sp. ) pp-
; Trichoderma sp.
Fusarium sp.
Curvularia sp. . Colletotrichum spp.
12 sittal_clzbrum Fusarium spp. Colgigrr;ﬁrnu? SPp- Curvularia sp.
P Menispora sp. Pp- Trichoderma sp.
Bipolaris sp.
. Colletotrichum spp. Colletotrichum spp.
13 sitta|_c|:6rum F%Sﬁémgsspp. Curvularia sp. Curvularia sp.
P P- Fusarium spp. Trichoderma sp.
Phoma sp.
: Cladosporium sp.  Colletotrichum spp.
H. Fusarium spp. . .
14 . ) Colletotrichum spp. Fusarium spp.
psittacorum Trichoderma sp. Fusarium spp. Trichoderma sp.
Colletotrichum spp.
. Curvu_larla SP. Colletotrichum spp.
H. Fusarium spp. Fusarium spp. .
15 sittacorum Menispora s Bipolaris s Curvularia sp.
P P P- >1P . Fusarium spp.
Nigrospora sp.
Phoma sp.
Aspergilus sp. Botrytis sp.
: Fusarium spp. Colletotrichum spp. :
16 H. densiflora Menispora sp. Fusarium spp. Colletotrichum spp.
Trichoderma sp. Bipolaris sp.
Cladosporium sp. . .
Curvularia sp. Colletotrichum spp. B'pOI.a”S SP.
H. . . Colletotrichum spp.
17 , Fusarium spp. Curvularia sp. .
psittacorum : : Curvularia sp.
Menispora sp. Fusarium spp. £ .
, , usarium spp.
Bipolaris sp.
. Alternaria sp. Alf[ernar.|a SP-
Fusarium spp. . . Bipolaris sp.
18 H. Menispora s Bipolaris sp. Colletotrichum s
psittacorum b P- Colletotrichum spp. Pp-

Trichoderma sp.

Fusarium sp.

Curvularia sp.
Fusarium spp.

(-) Auséncia de material vegetal.
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Nos rizomas, 0s géneros Fusarium e Menispora estiveram presentes em
100% e 83% dos acessos analisados, respectivamente, enquanto os demais
ocorreram esporadicamente. Provavelmente, isso ocorreu devido a agressividade do
género Fusarium ser superior aos outros como j4 constatado para esse género
sobre Aspergillus niger, Cladosporium sp. e Penicillium sp. Em ensaios in vitro esses
fungos sdo reportados como endofiticos em algumas culturas podendo até atuar
como agentes de antibiose, porém, em determinadas situacfes podem apresentar-
se como patégenos (Wilson, 1995; Ragazzi et al., 2001; Cheplick e Faeth, 2009;
Candeias et al., 2016).

O género Fusarium é considerado um dos fungos que mais afetam o cultivo
de helicbnias, esta relacionado ao apodrecimento de raizes e rizoma, descoloracdo
dos vasos e murcha vascular, apresentando como sintomas reflexos o
amarelecimento e a seca progressiva das folhas (Sobrinho, 2008). A principal
caracteristica que pode ser observada pelo produtor sédo lesfes internas escurecidas
na regido do colo e escurecimento dos vasos, além de murcha nas horas quentes do
dia (Sardinha et al., 2012).

Os patdgenos que causam apodrecimento de raizes e rizomas sao de
grande importancia econdmica, pois limitam a absorcdo de agua e nutrientes pelas
plantas, ocasionando perdas em produtividade, além de serem disseminados por
diversas areas no ato da propagacdo por meio do cultivo vegetativo (Sobrinho,
2008).

Quanto ao género Menispora € importante ressaltar que este € o seu
primeiro relato em rizomas de Heliconia spp. As espécies do género habitualmente
sdo saprofiticas, ou seja, se desenvolvem em matérias vegetais em processo de
decomposicdo (Réblova, 2006; Moreira, 2011; Castro et al., 2012). Diante disso,
podem ter se associado aos rizomas de helicbnias devido ao seu avancado estagio
de apodrecimento, em virtude do ataque dos outros patégenos, principalmente
Fusarium spp.

Em relagdo ao numero de géneros associados aos rizomas, o desempenho
dos acessos foi semelhante. Nos acessos 10 e 14 foram relatados apenas os
géneros Fusarium e Trichoderma. Vale destacar a ocorréncia de Trichoderma,
considerado como fungo ndo patogénico, em 50% dos rizomas e em 37,5% dos

ovarios mumificados de todos os acessos analisados.
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O género compreende uma gama de espécies com potencial no controle
biolégico (Guimaraes, 2014). E um comum habitante de solos colonizando raizes de
diversas plantas com elevada capacidade de controle biolégico por meio de
mecanismos como a antibiose, o microparasitismo, competicdo, bem como a
inducdo de resisténcia na planta colonizada que podem até atuar em conjunto no
controle de doencgas (Consolo et al., 2012).

Os antibioticos e enzimas degradadoras de parede celular produzidas por
Trichoderma spp., somados a facilidade que possuem de colonizar as raizes de
plantas, sdo alvos de estudos visando a utilizacdo no controle de diversas espécies
patogénicas, habitantes de solo, com expressivo sucesso, até mesmo no controle de
Fusarium sp., fungo habitante do solo (Diniz et al., 2006; Machado et al., 2012,
Guimaraes, 2014).

Apenas dois acessos do BAG tiveram producdo de sementes durante o
periodo de execucdo da pesquisa. Tal fato pode estar relacionado ao ataque
desordenado de fungos patogénicos aos ovarios da planta, comprometendo
drasticamente a producdo de sementes. Ha possibilidade da infeccdo por fungos
acontecer antes da fecundagdo e formagdo da semente (Amorim et al.,, 2011).
Somente os acessos 06 e 14 produziram sementes, as quais foram avaliadas e
constatou-se a ocorréncia de fungos (Tabela 3).

Tabela 3. Fungos identificados em sementes de acessos de Heliconia spp. do BAG
da UNEMAT no estado de Mato Grosso, 2018

Acessos* 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Género

Aspergillus X
Cladosporium X
Colletotrichum X X
Fusarium X X
Meliola X

(*) Para a identificac@o dos acessos, consultar a Tabela 2.

No total foram catalogados cinco géneros de fungos infectando sementes,
sendo todos considerados patogénicos, com énfase para Colletotrichum spp. e
Fusarium spp., que estiveram presentes em ambos 0S acessos. A presenca de tais
géneros nas sementes desses acessos reforca a afirmacdo de que a infeccao
precoce por fungos tem potencial para afetar as sementes dado que, os géneros

Fusarium, Colletotrichum e Cladosporium causam podriddo e manchas necréticas
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em inflorescéncias de Heliconia sp. (Costa, 2007; Restrepo, 2007; Nascimento et al.,
2015).

Na mesma area analisada, observaram-se os patégenos Cladosporium
herbarum e Colletotrichum gloesporioides associados aos sintomas supracitados em
H. psittacorum (Nascimento et al., 2015; Silva et al.,, 2015). Vale ressaltar que
Cladosporium € um fungo que ocorre frequentemente como patdégeno secundario
em frutos e sementes de algumas culturas, sendo favorecido por lesdes de espécies
de Colletotrichum sp. (Rezende e Fancelli, 1997; Kruppa e Russomanno, 2006).

Em sementes de H. metallica, Feliz (2007) também constatou a presenca de
Fusarium sp., de Aspergillus sp., A. flavus e A. niger, sendo a Ultima espécie a mais
agressiva devido ao fato de ser altamente adaptada as sementes de heliconia,
causando a descoloracdo dos embrides e de toda a semente.

Para o género Meliola, pesquisas anteriores relatam Meliola macrospora e
M. heliconiae como espécies ocorrentes em Heliconia sp., H. caribaea e H. bihai nos
paises tropicais do Panama e Venezuela. O género esta amplamente difundido
pelos tropicos, sao fungos parasitas obrigatérios que se desenvolvem comumente
sobre as folhas formando col6nias escuras que podem impossibilitar a
comercializacado das mudas infectadas (Zambrano, 2016; Mafia et al., 2004).

A infeccdo de sementes por patdbgenos pode ocorrer por via sistémica,
através da planta mae, por infeccéo local por meio do tegumento ou pericarpo e via
grdao de pdlen infectado. Na primeira o patdégeno cresce de maneira sistémica,
através do sistema vascular, pela flor, pedicelo, funiculo ou pedunculo, por onde
entdo entram na semente. Fungos causadores de murcha vascular também podem
infectar sementes via pericarpo (Dhingra, 2005).

Infeccdo via estigma também é considerada sistémica, ja que o patdgeno o
coloniza, e faz isso seguindo o caminho do tubo polinico, podendo germinar nos
estigmas; infectar ovarios nao fertilizados, substituindo sementes por esclerédios,
servindo de inéculo para o proximo plantio. Infeccbes locais sdo provocadas por
patdgenos presentes no ambiente externo, que atinjam flores, sementes
indiferenciadas e frutos e sementes maduras. Outro mecanismo de infeccdo de
sementes € através do contato das sementes com o patdgeno, que adere na
superficie da semente, podendo ser transmitido para as plantulas, mesmo estas nao

estando infectadas internamente (Zambolim, 2005).
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Os mais frequentes danos causados por patdgenos em sementes sao
deformacg0bes, enrugamento e reducédo do tamanho, abortos do embrido, diminuigao
ou perda de germinacédo, vigor e longevidade, manchas, morte em pré-emergéncia
de plantulas, podriddes de sementes e raizes, tombamento de plantulas, infeccbes
latentes e manchas necragticas.

Como foi dito anteriormente, a maioria dos acessos ndo produziu as
sementes necessarias para o levantamento dos patdogenos. Desse modo, o foco
voltou-se para os ovarios de cada acesso. Em observacéo visual foi extremamente
perceptivel, o ataque de fungos, muitos deles necrosados ou apodrecidos ainda na
fase inicial do desenvolvimento, e até mumificados, ou seja, aparentemente mortos e
secos. Com a producdo das sementes inviabilizada, surgiu a necessidade de
analisar a ocorréncia de fungos nos ovarios.

Assim, o0s resultados desse levantamento, tanto para ovarios normais,
quanto para ovarios mumificados foram satisfatérios (Tabela 2), uma vez que,
assegurou ainda mais a hipétese de que as sementes ndo estavam sendo
desenvolvidas, devido ao ataque precoce nesses ovarios por uma gama de
patégenos.

Dentre os fungos identificados, foi possivel observar a presenca do género
Colletotrichum spp. nos ovarios normais e mumificados de todos o0s acessos
avaliados, considerado, portanto, como principal patdgeno dessa via reprodutiva,
nao apenas pela incidéncia de 100%, mas pela abundancia em que ocorreu nos
materiais vegetais incubados.

Ferreira et al. (2004), por meio de estudos de colonizacdo nos ovarios,
observam que as plantas de café com sintomas de mancha manteigosa foram mais
suscetiveis a C. gloeosporioides, com média de 27,91%, enquanto as plantas sem
sintomas tiveram média de 5,83%. Também foi encontrado Colletotrichum horii em
ovarios de caquizeiro com posterior constatacdo de infeccdo latente em frutos
verdes e queda de mais de 60% de frutos 140 dias apoés a floracao.

O género Fusarium aparece novamente, de forma expressiva nos acessos,
com uma incidéncia representada por 94,1% nos ovarios normais e 75% nos ovarios
mumificados. Associados as necroses causadas pelo género Colletotrichum, podem
ter contribuido para a inviabilizacdo desses ovarios, de modo que 0s mesmos nao

puderam chegar ao estagio de desenvolvimento de sementes, uma vez que ja
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existem relatos em outras culturas de que espécies Fusarium podem inibir a
germinacao da semente (Parsa et al., 2016). O que foi observado por Rodrigues et
al. (2002), onde espécies de Fusarium inibiram a germinacdo de sementes de feijao-
caupi.

Em ovérios normais a presenca do género Curvularia também foi constatada
em mais da metade dos acessos analisados, representando 52,9% de incidéncia. J&
para ovarios mumificados a ocorréncia desse género foi de 37,5%. Em pesquisa de
identificacdo de fungos ocorrentes em sementes de feijdo-fava, realizada por Mota
(2016), e também utilizando apenas caracteres morfolégicos, foram identificados 22
géneros de fungos fitopatdégenos, dentre eles: Colletotrichum e Fusarium em maior
incidéncia, além do género Curvularia que foi encontrado nas 34 amostras
analisadas.

A ocorréncia de Curvularia sp., associado a ovarios e sementes, geralmente
nao provocam doencas nas condicbes de campo, no entanto, comprometem a
qualidade das sementes, podendo reduzir at¢é mesmo seu poder germinativo e
provocar a morte de embribes (Kobayasti, 2011). Podendo estar relacionada
também com a morte dos ovarios e, consequentemente, com a nao formacao das
sementes.

Os demais géneros patogénicos identificados nos ovarios normais e/ou nos
ovarios mumificados: Alternaria, Bipolares, Botrytis, Cladosporium, Nigrospora e
Phoma tiveram incidéncias inferiores a 30% em relagcdo aos acessos avaliados.
Suas presencas podem ter se dado devido ao oportunismo, devido ao ambiente
propicio, sendo considerados neste trabalho como patégenos secundarios. Além de
ressaltar a presenca do género Trichoderma em 37,5% dos ovarios mumificados,
provavelmente aproveitando-se do material vegetal necrosado e morto.

Os géneros Bipolaris, Cladosporium e Nigrospora também foram
identificados em sementes de feijdo-fava. Porém, a infeccdo pareceu ndo afetar a
germinacao das sementes (Mota et al., 2017). Nem sempre fungos associados as
vias reprodutivas sdo patogénicos, muitas vezes apenas utilizam ovarios e sementes
como via de transporte, ou permanecem como saprofitas até que o ambiente se
torne favoravel ao seu desenvolvimento, ndo apresentando relevancia para a cultura
(Oliveira, 2013).
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Contudo, o género Fusarium apresenta-se como importante patdégeno
relacionado ao cultivo de helicbnias, por estar presente em ambas as vias
propagativas dos acessos avaliados no presente estudo. Tal fato resulta numa
importante preocupacdo com o potencial de disseminacdo do patégeno para novas
areas de implantacdo da cultura. Assim como a presenca predominante de
Colletotrichum em sementes e ovarios, de modo a devastar todo o tecido vegetal
dessas vias reprodutivas.

N&o foram encontrados outros relatos especificos de fungos associados a
rizomas, sementes e ovarios de helicbnias no Brasil ou no exterior, 0 que demonstra
a necessidade de mais pesquisas. Portanto, a expansao do cultivo de flores
tropicais, especialmente de heliconias, requer o desenvolvimento de tratamentos
guimicos e biolégicos que visem a fitossanidade das vias reprodutivas. Além de
estudos que corroborem nas estratégias de manejo e controle de doencas fangicas,
uma vez que, ndo existem fungicidas registrados para estas espécies, garantindo
assim, a viabilidade da propagacao de helicbnias por meio dos rizomas e também
das sementes.

Dos 18 géneros identificados, quatorze ocorreram na parte aérea das
plantas (tabela 4) estando nove desses associados ao pseudocaule, onze as folhas,

e doze a inflorescéncia.

Tabela 4. Géneros de fungos encontrados em material vegetal de pseudocaule,
folhas e inflorescéncia, de acessos de Heliconia sp. do BAG de Flores Tropicais da
Universidade do Estado de Mato Grosso, campus de Tangara da Serra —-MT

Acessos Espécie Pseudocaule Folha Inflorescéncia
Bipolaris sp
: Colletotrichum sp.  Colletotrichum sp. Colletotrichum sp.
1 H. densiflora .
Phoma sp. Curvularia sp. Phoma sp.
Phoma sp.
Alternaria sp.
Alternaria sp. Aspergilus sp.
Colletotrichum sp. Aspergllgs SP- B'DOIa“,S SP
_ Curvularia sp Blpolarl_s sp Cladosp_orlum sp.
2 H. densiflora ‘ Cladosporium sp. Colletotrichum sp.

Nigrospora sp.

Colletotrichum sp.

Curvularia sp.

Phoma sp. Curvularia sp. Fusarium sp.
Fusarium sp. Nigrospora sp.
Phoma sp.
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Colletotrichum sp. Colllsé"[)c())tlrz?gsusrgs Aspergilus sp.
3 H. densiflora Curvularia sp. Curvularia sp P Colletotrichum sp.
Phoma sp. Phoma Sb- Curvularia sp.
H Colletotrichum sp. Pilﬁi?:lizlii[:fnssp-
o Curvularia sp. Colletotrichum sp. m sp.
psittacorum . Pestalotia sp.
Fusarium sp. Phoma sp
Alternaria sp. , Alternaria sp.
Cladosporium sp A'ter”?‘”a SP- Bipolaris sp
H. Curvularia s . Colletotrichum sp. CoIIetotrichum's
psittacorum Niarosoora Sp' Curvularia sp. Curvularia s P
grosp b- Phoma sp. P
Phoma sp. Phoma sp.
Alternaria sp.
Bipolaris sp.
H. Bipolaris sp. Cladosporium sp. Colletotrichum sp.
Colletotrichum sp. Curvularia sp.

psittacorum C

ladosporium sp.
Curvularia sp.

Phoma sp.
Alternaria sp.

Alternaria sp.

H.
psittacorum

Alternaria sp.
Aspergilus sp.
Curvularia sp.
Nigrospora sp.
Phoma sp.

Cladosporium sp.
Curvularia sp.
Nigrospora sp.

Phoma sp.

Cladosporium sp.
Colletotrichum sp.
Curvularia sp.
Phoma sp.

Bipolaris sp.

H.
psittacorium

Bipolaris sp.
Colletotrichum sp.
Curvularia sp.
Phoma sp.

Colletotrichum sp.
Phoma sp.

Cladosporium sp.
Curvularia sp.
Phoma sp.

Alternaria sp.
Bipolaris sp.

Colletotrichum sp.

Colletotrichum sp.

Bipolaris sp.
Cladosporium sp.
Curvularia sp.

9 H Curvularia sp. Curvularia sp. )
psittacorum Phoma sp Fusarium sp Fusarium sp.
' ' Pestalotia sp.
Phoma sp. Phoma s
Ulocladium sp. P
Bipolaris sp. Cladosporium s
10 H CoIIetotrlchum SP- ColletotFr)ichum s?). Colletotrichum sp.
psittacorum Curvularia sp. Curvularia sp
Phoma sp. '
Alternaria sp.
. Aspergilos sp.
AASIt;;?;{iSS% Alf[ernar.ia sp. Bipolaris sp.
11 _ H. Curvularia sp. Blpola}rls sp. Cladosp_orlum sp.
psittacorum Nigrospora Sp‘ CoIIetotrlchum sp. CoIIetotrlchum sp.
Phoma sp ' Curvularia sp. Curvul'arla sp.
' Fusarium sp.

Nigrospora sp.
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Tabela 4. Continuacao...

Alternaria sp.
Aspergilos sp.

Cladosporium sp.

Alternaria sp.
Bipolaris sp.

Alternaria sp.
Bipolaris sp.

12 _ H. Colletotrichum sp. Cladosp_orlum sp. CoIIetotrlchum sp.
psittacorum , Colletotrichum sp. Curvularia sp.
Curvularia sp. . :
. Curvularia sp. Nigrospora sp.
Fusarium sp. Phoma sp Phoma sp
Phoma sp. ' '
Aspergillos sp. Alternaria sp.
Bipolaris sp. Bipolaris sp.
H. Colletotrichum sp. Cladosporium sp. Cladosporium sp.
13 . . :
psittacorum Phoma sp. Colletotrichum sp. Curvularia sp.
Curvularia sp. Nigrospora sp.
Pestalotia sp. Phoma sp.
. Alternaria sp.
Alterna_rla SP. Bipolaris sp. Botrytis sp.
Aspergilus sp. . :
H. : Cladosporium sp. Cladosporium sp.
14 . Colletotrichum sp. . :
psittacorum . Colletotrichum sp. Curvularia sp.
Curvularia sp. .
Curvularia sp. Phoma sp.
Phoma sp.
Phoma sp.
. . . . Bipolaris sp.
H. B'pOIQr'S SP- B'pOIa”.S SP. Colletotrichum sp.
15 . Colletotrichum sp. Cladosporium sp. .
psittacorum . . Fusarium sp.
Curvularia sp. Colletotrichum sp.
Phoma sp.
: Bipolaris sp. Bipolaris sp.
: CoIIetotrlchum SP- Colletotrichum sp. Colletotrichum sp.
16 H. densiflora Curvularia sp. lari )
Phoma sp Curvularia sp. Nigrospora sp.
' Phoma sp. Phoma sp.
Alternaria sp.
Colletotrichum sp. Blpolarl_s sp. CoIIetotrlchum sp.
H. . Cladosporium sp. Curvularia sp.
17 : Curvularia sp. : :
psittacorum Curvularia sp. Nigrospora sp.
Phoma sp. .
Pestalotia sp. Phoma sp.
Ulocladium sp.
Alternaria sp.
H. Colletotrichum sp. Blpolarl_s SP. Colletotrichum sp.
18 . Cladosporium sp. .
psittacorum Phoma sp. Curvularia sp.

Colletotrichum sp.

Phoma sp.

Em contrapartida, na parte aérea os géneros que mais se destacaram por
sua ocorréncia associada ao pseudocaule dos acessos foram: Phoma com 83,3%,

de incidéncia, além de Colletotrichum e Curvularia que apresentaram 77,8% de
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incidéncia. Quanto aos demais géneros: Alternaria, Aspergilus, Bipolaris,
Cladosporium, Fusarium e Nigrospora apresentaram menos de 28% de incidéncia
total.

Nas folhas, o género Colletotrichum se sobressaiu aos demais com 88,9%,
porém, para esta parte da planta houve grande incidéncia dos géneros Bipolaris e
Curvularia, ambos com 77,8% de ocorréncia nos acessos estudados, seguidos de
Phoma com 61,1%, Altenaria e Cladosporium com 55,5%. Enquanto que,
Aspergillus, Fusarium, Nigrospora, Pestalotia e Ulocladium aparecem com
porcentagem inferior a 23%.

Resultados similares foram encontrados em pesquisa realizada no Distrito
Federal, onde foram identificados varios fungos associados a plantas ornamentais
tropicais, dentre elas, espécies de helicbnia. O levantamento feito relatou a
ocorréncia de fungos pertencentes aos géneros Alternaria e Bipolaris, em folhas de
H. psittacorum, Heliconia red gold, Heliconia rostrata, Heliconia golden torch e
Heliconia angusta, sendo o primeiro registro de ocorréncia de Bipolaris tripogonis,
assim como de uma espécie do género Nigrospora em Heliconia. Nesta mesma
pesquisa, foram encontradas em folhas de Heliconia bihai, e em H. psittacorum, os
fungos Cladosporium musae, Curvularia lunata e espécies de Colletotrichum sp.
Além de relatos da ocorréncia de espécies dos géneros Pestalotia e Phoma em H.
rostrata, H. psittacorum, Heliconia golden torch e H. angusta. Todos esses fungos
também foram considerados pelo autor como patogénicos e causadores de doencas
(Costa, 2007).

No levantamento de doencas em flores tropicais, realizado por Lins e Coelho
(2004), com referéncia a doencas fungicas, os autores diagnosticaram em Heliconia
spp., Colletotrichum spp. causando antracnose, Bipolaris spp., Curvularia lunata,
provocando lesdes em folhas e inflorescéncias, assim como manchas foliares. Fato
que também foi observado nos acessos do BAG da UNEMAT que tiveram a
presenca desses patdgenos confirmada apos a incubacdo do tecido vegetal
necrosado de folhas e inflorescéncias.

Os acessos onde foram registrados a presenca do género Alternaria, nas
folhas, apresentaram sintomas caracteristicos de manchas foliares causadas por
espécies desse género. Como foi relatado nas folhas e pseudocaule de H.

wagneriana, Alternaria sp. causando numerosas manchas redondas e concéntricas

35



com margens irregulares e de coloragao branca nas bordas das folhas, tomando um
aspecto de queimacao (Vasquez, 2013).

Em relacdo a todas as partes da planta e 6rgdos vegetais analisados, a
inflorescéncia apresentou o maior niumero de ataques de fungos patogénicos, sendo
identificados 13 géneros distintos, tendo maior relevancia: Colletotrichum, Curvularia
e Phoma com incidéncia de 72,2% no total dos acessos, seguidos de Bipolaris que
apresentou 55,5% de incidéncia entre os acessos. Ainda € importante ressaltar, a
ocorréncia de Cladosporium sp. em 38,9% nas inflorescéncias, assim como
Alternaria sp. e Nigrospora sp. ambos com 33,3% de incidéncia. J& 0s géneros
Aspergillus, Botrytis, Fusarium, Pestalotia e Penicilium ocorreram em menos de 17%
dos acessos.

Entretanto, a maior preocupacdo estd voltada ao género Colletotrichum
considerado nesta pesquisa como patégeno primario, uma vez que, 0 mesmo esteve
presente de forma constante e abundante em todas as partes da planta, exceto no
rizoma. Foi encontrado em 100% de incidéncia nas sementes, ovarios normais e
mumificados, 77,8% nos pseudocaules, 88,9% nas folhas e 72,2% dos acessos
analisados.

Espécies de Colletotrichum sdo os agentes causadores da antracnose. Esse
patébgeno tem grande facilidade de ser disseminado principalmente na época de
umidade elevada. Ha registros de Colletotrichum sp. provocando danos em folhas e
inflorescéncias de varias espécies de helicdnias (Lins e Coelho, 2004; Barguil et al.,
2005). Sintomas semelhantes aos da antracnose como pequenos pontos escuros
nas bracteas, algumas ja coalescendo em necrose toda a inflorescéncia, manchas
marrons a creme e irregulares nas folhas, algumas delas secando por completo,
foram observadas em gquase todos os acessos analisados, exceto nos acessos 13 e
17, que n&o apresentavam sintomas da doenca.

Em um estudo realizado no sul da Bahia, sobre ocorréncia de fungos em
ornamentais tropicais, constatou-se indices maximos de frequéncia, dominancia,
abundéncia e constancia de Colletotrichum sp., causando danos as folhas e
inflorescéncias de helicbnia, seguido de Fusarium sp., provocando apodrecimento
de rizomas (Cerqueira, 2011).

O género Colletotrichum, juntamente com os géneros Fusarium, Pestalotia e

Bipolaris, também foram retratados como fungos de maior incidéncia em trabalho de
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reconhecimento de enfermidades realizado no México. Colletotrichum sp., foi
encontrado causando danos em folhas e inflorescéncias de H. burleana e H.
griggsiana. Com comportamento ainda mais agressivo em inflorescéncias de H.
stricta cv lone lover e H. orthotricha cv red, o fungo foi associado, a manchas
irregulares e deprimidas, de cor escura, com aparéncia Umida, distribuida por todas
as bracteas, enquanto que nas folhas, o fungo provocou manchas marrons nas
nervuras (Restrepo, 2007).

No entanto, segundo Maza (2004) o ataque desse patdogeno pode ser
favorecido pela exposi¢cao solar e a deficiéncia nutricional das plantas. Fato este,
também constatado nos acessos do Banco de Germoplasma de Flores Tropicais do
estado de Mato Grosso. Vasquez et al. (2013) falam sobre a influéncia de fatores
climaticos na ocorréncia de doencas fungicas em cultivares de heliconias, eles
constataram que a incidéncia de Colletotrichum spp., pode ser influenciada pela
temperatura. Nesse mesmo trabalho, eles identificaram em materiais vegetais de
folhas, inflorescéncias e pseudocaules de dez variedades de helicénias, os géneros
de fungos fitopatogénicos: Bipolaris, Alternaria e Fusarium.

De modo geral, levando em consideracao todas as partes da planta que
foram analisadas, os acessos 01, 04 e 10 (tabela 4) foram os que apresentaram
menor incidéncia de fungos patogénicos, com a ocorréncia de apenas 8 géneros.
Porém, se faz necessario, ressaltar que, foram observadas algumas particularidades
em relacdo aos acessos 13 e 17. Primeiro que, apesar de ter sido identificado varios
géneros de fungos patogénicos nestes acessos, 0S mesmos nao apresentavam
sintomas de doenca no campo, durante os periodos de coletas. Além do fato, de que
somente no décimo primeiro dia, foi possivel a observacdo de estruturas fungicas
crescendo sobre o material vegetal incubado em camara Umida, ou seja, os fungos
estavam presentes nos acessos, porém, algo impedia seu desenvolvimento.

Esses acontecimentos podem estar relacionados a uma caracteristica Unica
e comum desses dois acessos, dentre todos os analisados, que € a presenca de
cuticula, que forma uma cerosidade nas folhas e também nas inflorescéncias. Nas
partes aéreas da planta as paredes das células epidérmicas apresentam cutina, que
€ um composto de lipidios impermeavel a agua. A cutina pode estar impregnada nas
paredes epidérmicas ou pode formar uma camada separada, denominada cuticula,

gue tem como funcgao protecéo (Alquini et al., 2003).
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Essa cerosidade pode ter funcionado como uma barreira primaria ao ataque
dos patdgenos. Desse modo, a producdo dessa cerosidade pode fazer parte dos
mecanismos de defesa constitutivos da planta em suas rotas metabdlicas. Portanto,
esses genotipos possuem leves indicios de ‘“resisténcia’, que precisam ser
estudados em pesquisas mais aprofundadas de melhoramento genético.

Contudo, esse trabalho retrata o primeiro levantamento de diversidade
fungica, em espécies de heliconias no estado de Mato Grosso, portanto, contém
registros e informacgdes que poderéo servir de base e corroborar no desenvolvimento

de novas pesquisas vinculadas a fitossanidade e obtencdo de plantas saudaveis.
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CONCLUSOES

A diversidade de fungos encontrada nos acessos de Heliconia spp, no
Estado de Mato Grosso € ampla. Sendo discrepante o numero dos géneros
patogénicos: Colletotrichum, Bipolaris, Curvularia, Alternaria, Phoma, Cladosporium,
Menispora, Fusarium, Aspergillus, Botritys, Nigrospora, Meliola, Penicilium,
Pestalotia e Ulocladium. Enquanto que apenas Trichoderma foi o género nao
patogénico identificado.

O género Colletotrichum destaca-se como patogénico em todas as partes da
planta, exceto nos rizomas, que teve o género Fusarium como principal patdogeno. A
inflorescéncia foi a parte da planta mais afetada, com ocorréncia de 13 géneros
patogénicos.

Os acessos 01, 04 e 10, apresentaram o0 menor nimero de patégenos. J& 0s
acessos 13 e 17, apresentaram comportamento diferenciado, pois hdo manifestaram
sintomas de doencas em campo e as estruturas fangicas s6 apareceram na camara
umida apo6s o décimo dia de incubacéo, levantando indicios de que possuam algum

mecanismo de resiténcia.
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5. PATOGENICIDADE DE ISOLADOS DE Colletrotrichum sp. E SELECAO DE
GENOTIPOS RESISTENTES DE Heliconia spp.

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a patogenicidade de isolados de
Colletotrichum sp. oriundos do Estado de Mato Grosso e realizar triagem para
determinar a resisténcia de gendtipos de heliconia ao patdgeno. Os experimentos
foram conduzidos em casa de vegetacdo por propagacao de rizomas. No teste de
patogenicidade foram utilizados os acessos 1, 2, 3, 11 e 13. Na triagem utilizou-se
quarenta acessos de Heliconia spp., do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de
Flores Tropicais da Universidade do Estado de Mato Grosso. Os indculos foram
preparados com adicdo de 20 mL de agua destilada esterilizada a placa do fungo,
cultivado em meio de cultura BDA (Batata-dextrose-agar) em temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas. Em seguida, a contagem de conidios foi feita em camara
de Neubauer e a inoculacdo por pulverizacdo manual ocorreu 90 dias apés a
implantacdo dos rizomas. A incidéncia foi avaliada diariamente através da
constatacdo da presenca ou auséncia de sintomas da doenca. Apos o sétimo dia
teve inicio o processo de avaliacdo da severidade da doenca e os dados
ponderados para a area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS). Os
dados foram submetidos ao teste de Scott-Knott, ambos a 5% de probabilidade. Em
relagdo a incidéncia, os isolados A, B e C diferiram estatisticamente dos isolados D e
E. Contudo, o isolado A, foi considerado patogénico sendo o Unico que apresentou
interacdo entre os acessos. Os demais isolados néo diferiram significativamente
entre 0s acessos, apresentando médias semelhantes de severidade e AACPS. O
isolado D nao foi considerado patogénico ao acesso 13, por nao apresentar
sintomas da doenca. Dos 40 acessos, apenas seis apresentaram niveis
significativos de resisténcia ao patégeno, sendo: 7 e 11 (H. psittacorum vermelho),
15 H. psittacorum laranja ; 13, 17 e 18 H. psittacorum rosa. Destacaram-se 0s
acessos 15 e 17 por ndo apresentar sintomas da doenca. Esses sdo 0s primeiros
relatos de genotipos de heliconia com resisténcia a antracnose, sendo indicados

para cruzamentos em programas de melhoramento genético.

Palavras-chave: Flores tropicais, resisténcia, Colletotrichum sp.
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PATHOGENICITY OF ISOLATES OF Colletotrichum sp. AND SELECTION OF
RESISTANT GENOTYPES OF Heliconia spp.

ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the pathogenicity of Colletotrichum sp. from the
State of Mato Grosso and carry out screening to determine the resistance of
heliconia genotypes to the pathogen. The experiments were conducted in
greenhouse by propagation of rhizomes. In the pathogenicity test, accesses 1, 2, 3,
11 and 13 were used. For the screening, forty accessions of Heliconia spp. of the
Germplasm Active Bank (BAG) of Tropical Flowers of the State University of Mato
Grosso. The inocula were prepared with the addition of 20 mL sterile distilled water to
the fungus plate, grown in BDA (Potato-dextrose-agar) culture medium at 25 ° C and
12-hour photoperiod. Then the count of conidia was made in Neubauer chamber and
inoculation by manual spraying occurred 90 days after the implantation of the
rhizomes. The incidence was evaluated daily through the presence or absence of
symptoms of the disease. After the seventh day the disease severity assessment
process and the weighted data for the area below the severity progression curve
(AACPS) began. Data were submitted to the Scott-Knott test, both at 5% probability.
In relation to the incidence, isolates A, B and C differed statistically from isolates D
and E. However, isolate A was considered pathogenic and the only one that
presented interaction between the accessions. The other isolates did not differ
significantly between the accessions, presenting similar averages of severity and
AACPS. Isolate D was not considered pathogenic to access 13 because it did not
present symptoms of the disease. Of the 40 accessions, only six presented
significant levels of resistance to the pathogen, being: 7 and 11 (H. psittacorum red);
15 (H. psittacorum orange); 13, 17 and 18 (H. psittacorum pink). Accessions 15 and
17 were highlighted due to the absence of symptoms of the disease. These are the
first reports of heliconia genotypes with resistance to anthracnose, being indicated for

crosses in breeding programs.

Keywords: Tropical flowers, resistance, Colletotrichum gloeosporioides.
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INTRODUCAO

No Brasil, a producdo de flores tropicais, dentre elas, espécies do género
Heliconia, tem agradado cada vez mais o mercado consumidor interno e externo, por
possuirem variedades de formas e cores exuberantes. No entanto, regiées como o
estado de Mato Grosso, onde a producdo € favorecida pelo clima, sofrem com a
ocorréncia de doencas causadas por fungos, principalmente a antracnose (Guini,
2011; Gurgel, 2014).

A antracnose € uma doenca bastante conhecida, por ser comum a varias
espécies de plantas, desde graos a frutiferas e € responsavel por boa parte dos
problemas fitossanitarios encontrados no cultivo de plantas ornamentais tropicais,
especialmente para as helicbnias, pois causa grande perda na producéo e qualidade
das inflorescéncias. Nas espécies de helicbnias, o agente causador é o fungo
Colletotrichum sp. (Lins e Coelho, 2004).

Desse modo, o uso do pré-melhoramento genético é indispensavel, para
identificar e selecionar gendétipos resistentes, que possam ser utilizados em futuros
cruzamentos, ou pesquisas, uma vez que, o melhoramento dessas plantas é recente
no pais. Porém, a diversidade e variabilidade genética que as helicbnias possuem,
colaboram com esses estudos pois ampliam a disponibilidade de genes desejaveis,
como aqueles que conferem resisténcia a patdgenos e que conferem caracteristicas
almejadas pelo consumidor (Rocha, 2009; Costa, 2005).

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a patogenicidade de
isolados de Colletotrichum sp., oriundos do Estado de Mato Grosso e realizar

triagem para determinar a resisténcia de gendtipos de helicbnia ao patégeno.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos em casa de vegetacdo do campo
experimental da Universidade Estadual do Mato Grosso (UNEMAT), Campus de
Tangara da Serra, e também conduzido no Laboratério de Fitopatologia, localizado
no Centro de Pesquisa, Estudos e Desenvolvimento Agroambientais (CPEDA) do
mesmo Campus. A Instituicdo localiza-se na rodovia MT 358, km 7, municipio de
Tangara da Serra, com as seguintes coordenadas: 400m de altitude, 14° 04’ 38” de
latitude sul e 57° 03’ 45” de longitude Oeste. O clima da regiao é tropical, tendo uma
época chuvosa e uma época seca bem definida, com precipitacdo em torno de 1.300
a 2.000 mm/ano, e temperatura anual variando de 16 a 36°C.

Nos testes de patogenicidade foram utilizados cinco isolados de
Colletotrichum sp. oriundos de material vegetal das hastes florais de espécies de
helicbnia, obtidas em diferentes pontos de localidades do Estado de Mato Grosso
(Tabela 1). As coletas foram feitas no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Flores
Tropicais da UNEMAT, em uma area de ocorréncia natural das espécies e em trés
locais de producédo comercial dessa cultura. Para a selecdo de genotipos resistentes

foi utilizado apenas o isolado A.

Tabela 1. Isolados de Colletotrichum gloeosporioides, coletados em diferentes
localidades do Estado de Mato Grosso

Isolado Municipio Ponto de coleta Coordenadas Tipo de area
; - S 14° 38' 49.0"
A Ta’égeﬂz da  BAG d?UFl\'IOErIfASA%Op":a'S W 57° 25' 37.88"  Experimental
MSL 436m
Tangara da , S 14° 36' 05.2° Producéo
B Serra Chécara Imperial W 57° 26' 14.8" comercial
MSL 361m
Tangara da S 14° 37 38" Ocorréncia
C Serra Sitio Sao José W 57° 20' 39" natural
MSL 438m
S 157 35' 55" Producao
D Cuiaba Sitio Gileard W 55° 39' 21.4" comer%;ial
MSL 226m
Varzea Sitio Nossa Senhora S 15 036.25'7,. Producéo
E W 56° 16' 38.1 .
Grande da Salete comercial
MSL 235m
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ApGs as coletas os materiais vegetais foram encaminhados ao laboratério de
Fitopatologia. As hastes florais que apresentavam sintomas da antracnose foram
separadas para a realizacdo da incubacdo. Foram lavadas em agua corrente, e em
seguida foram realizados pequenos cortes, abrangendo no fragmento parte saudavel
e parte necrosada da haste. Posteriormente, o material foi levado a camara de fluxo
laminar, onde passaram por procedimentos de desinfestagéo, por meio de lavagens
consecutivas em etanol 70%, em hipoclorito 2,5%, e trés lavagens em agua
destilada, todas durante dois minutos (Silva et al., 2015).

Os fragmentos desinfestados foram acondicionados em placas de Petri de
30 cm, contendo duas folhas de papel filtro, devidamente umedecidos com agua
destilada e autoclavada, constituindo assim, as camaras umidas. As camaras foram
mantidas em estufa incubadora do tipo BOD com temperatura e luminosidade
controladas. No quinto dia, as mesmas foram levadas ao microscépio estereoscépio,
onde as estruturas fungicas caracteristicas de espécies de Colletrotrichum sp. foram
observadas.

A confirmacao dos isolados deu-se por meio da observacdo de laminas em
microscépio 6ptico, onde foi possivel, averiguar as caracteristicas morfolégicas de
Colletotrichum sp. Desse modo, com o auxilio de uma agulha, as estruturas
referentes aos isolados foram replicadas para placas de Petri de 9 cm, contendo
meio BDA (batata-dextrose-agar). A repicagem ocorreu sucessivas vezes, para que
os isolados fossem purificados de modo a ndo haver nenhum tipo de contaminacao.
AplGs a realizacdo da cultura monosporica os isolados foram mantidos em meio
BDA, até o momento da inoculacdo das plantas.

De acordo com as pesquisas realizadas anteriormente no Banco de
Germoplasma de Flores Tropicais da UNEMAT, por Silva e Nascimento (2016), os
acessos 01, 02, 03, 11 e 13 de Heliconia spp. sdo bastante promissores, levando em
consideracdo caracteres agrondmicos e comerciais, quantitativos e qualitativos,
sendo indicados para cruzamentos em programas de melhoramento genético.

Portanto, os acessos 01, 02, 03, 11 e 13 foram selecionados para a
realizacdo dos testes de patogenicidade com os cinco isolados. Na triagem visando
resisténcia foi avaliada a incidéncia e severidade da antracnose, utilizando 40

acessos de Heliconia spp. (Tabela 2).
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Tabela 2. Acessos de Heliconia spp., do Banco Ativo de Germoplasma de Flores
Tropicais da Universidade do Estado de Mato Grosso.

Acesso Espécie Origem
1 H. densiflora Alta Floresta
2 H. densiflora Alta Floresta
3 H. densiflora Carlinda
4 H. psittacorum Nova Canaa
5 H. psittacorum Colider
6 H. psittacorum Matupa
7 H. psittacorum Guaranté Norte
8 H. psittacorum Peixoto Azevedo
9 H. psittacorum Terra Nova do Norte
10 H. psittacorum Santo Afonso
11 H. psittacorum Nova Marilandia
12 H. psittacorum Tangara da Serra
13 H. psittacorum Barra do Bugres
14 H. psittacorum Porto Estrela
15 H. psittacorum Porto Estrela
16 H. densiflora Alta Floresta
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Tabela 2. Continuacéo...

17 H. psittacorum Guaranta do Norte
18 H. psittacorum Porto Estrela

19 H. stricta Carlinda

20 H. rostrata Tangara da Serra
21 H. maluca Rajadinha-DF
22 (H. psittacoHr.u?nOLlesfgzr;ﬂocircinata) Peixoto de Azevedo
23 H. bihai (Iris red) Cuiaba

24 H. bihai (Caribea) Cuiaba

25 H. Sexy scarlet Cuiaba

26 H. bihai (long lover) Cuiaba

27 H. rauliniana Cuiaba

28 (H. psittacoHr.uﬁOJ(dﬁh;S;iﬂocircinata) Conquista do Oeste
29 H. psittacorum (Alan carle) Cuiaba

30 H. subulata Tangara da Serra
31 H. episcopalis Tangara da Serra
32 H. ereta vermelha Colider

33 (H. psittacoHr.u?noidﬁh;S;iﬂocircinata) Conquista do Oeste
34 H. marginata Colider

35 H. bihai (caribea) Cuiaba

36 H. Sexy Scarlet Cuiaba

37 H. pseudoaemygdiana Sao José dos Quatro Marcos
38 H. chocolate Rajadinha-DF
39 H. jaquine Rajadinha-DF
40 H. psittacorum rosa com verde Nova Olimpia

No experimento de patogenicidade, o delineamento utilizado foi em blocos

inteiramente casualizados, utilizado um fatorial de 5x5 (cinco isolados x cinco
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acessos) com quatro repeticdes e uma planta por parcela. Devido ao uso de Varios
isolados, uma lona de protecéo foi colocada dentro da casa de vegetagédo entre os
tratamentos, para evitar contaminacdo. No experimento da triagem adotou-se o
delineamento de blocos ao acaso, com cinco repeticdes e uma planta por parcela.

Antes da implantacdo, os rizomas passaram por alguns procedimentos de
fitossanidade e desinfestacdo, de acordo com o protocolo adaptado de Castro et al.
(2009). Desse modo, foram lavados em agua corrente, com o auxilio de bucha e
detergente; depois foram cortados, de modo, que cada rizoma ficasse com 12 a 15
centimetros de comprimento. Em seguida, foi feito o tratamento fitossanitario contra
nematoides, onde os rizomas foram mantidos em agua aquecida a 50°C por 30
minutos. Posteriormente foram mergulhados em etanol 70% e em hipoclorito 2,5%;
cada lavagem durou 2 minutos, respectivamente. E por fim, apdés secarem, o0s
mesmos foram imersos em uma calda de fungicida por cinco minutos.

Os rizomas foram colocados em bandejas identificadas com a numeracéo de
cada acesso, forradas com jornal. Apés secagem foram cultivados em casa de
vegetacdo em vasos plasticos de 8 Kg contendo substrato composto por: 70% de
solo e areia na proporcéo (3:1), 15% de esterco de aves e alguns nutrientes
(Nitrogénio, cloreto de potassio e calcario). A irrigacdo ocorreu por microaspersao e
a temperatura manteve-se entre 28 e 30°C.

A inoculacéo foi realizada 90 dias apds a implantacdo dos rizomas, através
de pulverizacdo, com aproximadamente 1,5 mL da suspensdo de conidios e com
dgua esterilizada para a testemunha. A suspensdo do inoculo foi preparada
adicionando 20 mL de agua destilada esterilizada a placa do fungo, com o auxilio de
alca de drigalski. Depois, fez-se a contagem de conidios com o auxilio de camara de
Neubauer, a suspencéo foi filtrada, e a concentracdo ajustada em 10° esporos mL™
(Alfenas et al., 2007).

Apo0s a inoculacéo as plantas foram devidamente cobertas com saco plastico
por 24 horas, para manter a umidade elevada, simulando um ambiente propicio e
contribuindo para a propagacdo da doenga. Passado o periodo de incubacédo, os
sacos plasticos foram retirados, e deu-se inicio ao acompanhamento diario do
aparecimento dos primeiros sintomas. Apds 0 sétimo dia teve inicio o processo de
avaliacdo da severidade da doenca, com intervalos de sete dias entre cada

avaliacao, totalizando sete avaliagdes.
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A variavel incidéncia foi analisada diariamente pela presenca ou auséncia de
sintomas da doenca. Ja a severidade da doenca foi analisada pela porcentagem de
superficie foliar sintomatica de com proposto por Abreu (2006).

Ao final do experimento (49 dias apés a inoculacdo) foi coletado material
vegetal foliar e levado ao laboratério de Fitopatologia, para confirmacdo de que os
sintomas nas plantas estavam sendo causados pelos isolados de Colletotrichum sp.
Para tanto, o material foi devidamente incubado, apos sete dias as laminas foram
preparadas, e as estruturas do fungo foram observadas em microscépio optico.

As variaveis: incidéncia, severidade e AACPS foram observadas nos dois
experimentos. ApoOs ser averiguada a normalidade e homogeneidade, os dados
passaram por transformacdo correspondente a raiz quadrada de Y + 0,5. As

meédiasa analise estatistica pelo teste de Scoot-Knott, a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados foram patogénicos aos cinco acessos de Heliconia spp. do BAG,
exceto o isolado D, que ndo apresentou viruléncia ao acesso 13. Foi constatada
interacdo entre os fatores para as varidveis analisadas. Na incidéncia (tabela 3), os
valores correspondem a presenca ou auséncia da manifestacdo dos sintomas

caracteristicos da antracnose nos acessos.

Tabela 3. Incidéncia da antracnose, causada por isolados de Colletotrichum sp.,
em acessos de Heliconia spp.

Acesso* Isolado**
A B C D E
1 100Aa 100Aa 100Aa 50Bb 50Bb
100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa
3 100Aa 100Aa 100Aa 75Aa 50Bb
11 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa 100Aa
13 100Aa 100Aa 75Aa 0Cc 100Aa
C.V.(%) = 10,83

Médias com mesma letra, mailscula na coluna e mindscula na linha, néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
*Para identificar os acessos, consultar a Tabela 1; **Para identificar os isolados, consultar Tabela 2.

Os sintomas observados foram comuns a todos os tratamentos: manchas
pardas grandes apareceram principalmente nas bordas das folhas ou junto as
nervuras onde a agua acumulava-se. Varias dessas manchas coalesceram e
tomaram grandes areas das folhas, algumas delas terminando por secar. Sendo
importante ressaltar que a agua livre € a maior responsavel pela disseminacdo do
patébgeno, uma vez que, os esporos de Colletotrichum sao altamente higroscépicos e
germinam rapidamente na agua (Coutinho, 2001).

Foi possivel observar que para os acessos 1, 3 e 13 houve diferenca
significativa entre os isolados. No acesso 1, a incidéncia dos isolados D e E, formam
inferiores aos isolados A, B e C. Ja para o0s acessos 3 e 13, o isolado E e o isolado
D, foram respectivamente inferiores aos demais. Enquanto que nos acessos 2 e 11,
as medias foram semelhantes, pois todas as plantas manifestaram sintomas da
doenca, nao diferindo estatisticamente.

Ja em relagdo ao comportamento dos isolados dentro de cada acesso, 0s

isolados A e B apresentaram 100% de incidéncia em todos 0s acessos, assim como

53



o isolado C, exceto no acesso 13, que teve 75% de incidéncia, porém, ndo havendo
diferencga estatistica entre os trés. No entanto, para os isolados D e E as médias
foram significativas. Sendo importante ressaltar a auséncia de sintomas no acesso
13 quando inoculado com o isolado D. Ja para o isolado E, nos acessos 1 e 3 a
incidéncia foi inferior em relacdo aos demais.

indices significativos de incidéncia, de Colletotrichum gloeosporioides,
também foram observados em varios estudos fitossanitarios sobre ornamentais
tropicais, dentre eles, o realizado no sul da Bahia, onde esse patdgeno foi relatado,
causando danos caracteristicos da antracnose em folhas e inflorescéncias de
espécies de heliconias (Cerqueira, 2011). No México, Vasquez et al. (2013), também
constataram a incidéncia de Colletotrichum spp. em cultivares de heliconias, porém
relacionaram a ocorréncia abundante do patégeno a fatores climéaticos da regiao,
como por exemplo a temperatura favoravel.

Quanto a variavel severidade, estimou-se por meio do tamanho da leséo, o
guanto a planta estava sendo afetada, desse modo em conjunto com os dados da
Area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS), foi possivel averiguar o
nivel de agressividade de cada isolado, comparando-os entre si e também dentro de
cada gendtipo, além de identificar os acessos mais suscetiveis ou resistentes aos

isolados (Tabela 4).

Tabela 4. Severidade (%) e AACPS da antracnose, causada por isolados de
Colletotrichum sp., em acessos de Heliconia spp.

Severidade AACPS

Acessos
1 2 3 11 13 1 2 3 11 13

Isolados

A 6,3Aa 3,3Ba 7,8Aa 4,0Ba 8,1Aa |39,2Aa 19,3Ba 49Aa 24,9Ba 50,8Aa
B 3,0Ab 1,9Aa 4,0Ab 2,7Aa 1,8Ab| 17Ab 11,5Aa 23,3Ab 16,5Aa 10,3Ab
C 2,8Ab 2,2Aa 2,8Ab 1,6Aa 2,2Ab| 17Ab 12,5Aa 15,4Ab 9,2Aa 12,5Ab
D 1,6Ab 1,7Aa 1,1Ac 1,4Aa 0,0Ac | 8,2Ab 9,8Aa 3,5Ac 8,3Aa 0,0Ac
E 2,4Ab 1,8Aa 2,0Ab 1,8Aa 1,4Ab|13,7Ab 10Aa 10,7Ab 10,1Aa 7,3Ab

C.V.(%) = 50,1 58,8

Médias com mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna, nao diferem entre si pelo teste
de Sccot Knott a 5% de probabilidade.
*Para identificar os acessos, consultar a Tabela 1; **Para identificar os isolados, consultar Tabela 2.

O isolado A, foi considerado o mais patogénico, com médias superiores aos
demais, foi 0 Unico que apresentou diferenca estatistica para os acessos. Sendo
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mais agressivo nos acessos 1,3 e 13, porém em 2 e 11, mesmo ndo tendo diferenca
estatistica a média da severidade e da AACPS foram maiores. Os demais isolados
nao diferiram significativamente em relacdo aos acessos, apresentando médias de
severidade e AACPS semelhantes.

Em uma sequéncia do isolado mais agressivo, para 0 menos agressivo,
temos entdo: em primeira colocacao o isolado A, em segunda o isolado B, seguido
pelos isolados C e E, que tiveram o mesmo comportamento em todos 0S acessos,
porém, foram menos patogénicos que os isolados A e B. Enquanto que o isolado D
foi considerado como o menos patogénico. Ressaltando-se ainda que para 0sS
acessos 3 e 13, o isolado D, apresentou, a menor média de severidade e AACPS de
todos os tratamentos. Este comportamento deve-se, provavelmente, ao habito
endofitico do patdégeno, a sua especificidade ou a perda de patogenicidade
(Coutinho, 2001).

Resultados semelhantes foram identificados em pesquisa de
reconhecimento de enfermidades realizada em Risalda e Quindio no México, onde
Colletotrichum sp. foi encontrado provocando antrachose em H. burleana, H.
griggsiana, H. stricta cv lone lover e H. orthotricha cv red, também com diferentes
niveis de agressividade entre as espécies de heliconia inoculadas, e maior
agressividade nas inflorescéncias. Os sintomas relatados foram de manchas
irregulares e deprimidas, de cor escura, com aparéncia Umida, distribuida por todas
as bracteas, e manchas marrons nas nervuras das folhas (Restrepo, 2007).
Sintomas estes, que se assemelham aos sintomas da antracnose nos acessos do
BAG de Flores Tropicais da UNEMAT.

Testes de patogenicidade também foram realizados no estado de
Pernambuco, onde a ocorréncia de antracnose foi verificada como principal
problema fitossanitario, Colletotrichum sp., foi identificado em H. stricta, H.
psittacorum cv. Golden Torch, H. bihai e H. chartaceae cv. Sex Pink, cultivadas em
area de producdo no municipio de Primavera (Barguil et al., 2005; Lins e Coelho,
2004).

Para melhor compreensao do comportamento dos isolados, dentro de cada
acesso durante todo o periodo de avaliagdo, os dados semanais de severidade
foram expressos como curva de progresso da doencga, de cada isolado em todos os

acessos.

55



Na figura 1, para o isolado A, todos 0s acessos apresentam sintomas da
doenca desde o primeiro dia de avaliacdo, sendo que, nos acessos 1, 3 e 13 houve
alta severidade. Sendo importante ressaltar que as plantas inoculadas com este
isolado, apresentaram o0s primeiros sintomas da antrachose, 24 horas apés a
inoculacao. Inicialmente, houve um aumento na severidade para todos 0s acessos,
porém na quarta avaliagdo ela manteve-se constante.

O comportamento do isolado B (Figura 1), demonstrou que houve progresso
da doenca para os acessos 1, 3 e 13, somente da sexta para a sétima avalicdo a
severidade se manteve constante. Enquanto que para os acessos 2 e 11, a
severidade estabilizou-se do segundo ao ultimo dia de avaliacdo. O comportamento
do isolado em todos os acessos € uniforme.

No isolado C (Figura 1), houve proximidade entre as médias de severidade
dos acessos, no primeiro dia de avaliacdo, todos os acessos, exceto o acesso 11,
tiveram a primeira curva de progresso na segunda avaliacdo. Para o acesso e 13, a
doenca continuou a progredir quatro avaliagdes, depois disso manteve-se estavel.
No acesso 1 uma pequena curva foi observada da terceira para a quarta avaliacao.
Na quinta avaliagdo, houve aumento na severidade da doencga para 0s acessos 2, 3
e 11.

O isolado D (Figura 1), foi o que apresentou menores medias de severidade
em todos os acessos, ndo houve curva de progresso para os acessos 1 e 13, a
severidade se manteve igual, do inicio ao final das avaliacdes. Ja os acessos 2, 3 e
11, tiveram em comum progresso apos a quarta avaliagdo. No entanto o acesso 2
teve sua primeira curva da segunda para a terceira avaliacdo e o acesso 11 da
primeira para a segunda.

Em relacdo ao isolado E (Figura 1), a curva de progresso da doenca teve
variacdo de comportamento entre 0s acessos, para 0 acesso 3, a curva foi
observada apenas do primeiro para o segundo dia de avaliagdo, sem seguida ela
manteve-se constante até a ultima avaliacdo. Ja o acesso 13, que foi o que teve
menor severidade dentro desse isolado, apresou progresso da doenca apenas na
quara avaliacdo e dai por diante manteve-se constante também. Enquanto que os
demais acessos 1, 2 e 11 tiveram dois pontos de progresso semelhantes, do

primeiro para o segundo, e do terceiro para o quarto dia de avaliagdes.
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Figura 1. Curva de progresso da severidade para cada isolado de Colletrichum sp.

(A) Isolado A; (B) Isolado B; (C) Isolado C; (D) Isolado D; (E) Isolado E, inoculados
nos cinco acessos de Heliconia spp.

Barguil et al. (2011) investigaram a agressividade de Colletotrichum spp.
isolados de plantas ornamentais tropicais no estado de Pernambuco, onde foi
constatado agressividade variavel entre os isolados, alguns deles n&do foram
patogénicos, quando inoculados em seus hospedeiros de origem. Seis dos isolados
foram patogénicos a todas as espécies ornamentais avaliadas, enquanto que quatro
isolados apresentaram especificidade ao hospedeiro, um deles sendo patogénico
apenas em helicbnia. Das ornamentais avaliadas, heliconia foi a segunda mais
susceptivel aos isolados de Colletotrichum. Este trabalho evidenciou a falta de
especificidade de alguns isolados.
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Outro grave problema encontrado para o estado de Mato Grosso, € 0O
descuido com a transferéncia de mudas de uma regido para outra, muitas vezes
sem que haja o cuidado necessario com a limpeza e desinfestacdo desses materiais
gue em sua maioria carregam consigo patdogenos que sao facilmente disseminados,
principalmente se encontram areas favoraveis. Como é o caso do banco de
germoplasma de flores tropicais, que dispdem de grande variabilidade de
hospedeiros, além de um clima adequado ao patégeno, onde ha o favorecimento do
desenvolvimento de racas ou até mesmo a evolucdo delas, para que tornem-se
patogénicas a hospedeiro (gendétipo) anteriormente considerado resistente.

Esse mesmo ponto foi abordado em teste de patogenicidade realizado com
Colletotrichum gloeosporioides em espécies de Heliconiaceae, onde houve a
confirmacédo que o patdgeno era o terceiro agente casual responsavel por manchas
foliares nos cultivos dessas flores tropicais. Sendoi observado que os produtores, ao
transferirem as mudas de um campo de producdo para o outro, ndo tinham os
devidos cuidados necessarios de limpeza, favorecendo a disseminacao do patégeno
(Sardinha, 2012).

O plantio de algumas espécies em larga escala por meio de propagacao
vegetativa e o intercambio indiscriminado de germoplasma, muitas vezes sem a
quarentena necesséria, pode promover desequilibrio no agroecossistema. Essa
preocupacao também foi constatada por Freire (2009), que identificou Colletotrichum
sp. associado a Heliconia spp. e outras flores tropicais, no estado do Ceara.

J& em estudo sobre a variabilidade genética de isolados de Colletotrichum
causando antracnose em flores tropicais no estado de Pernambuco, ndo houve
diferenciacdo entre os isolados, em relacdo a origem geografica, ou ao hospedeiro.
No entanto, a variabilidade constatada, pode estar vinculada com a inespecificidade
dos isolados (Barguil et al., 2009). Diferente do que foi verificado nesta pesquisa,
onde houve divergéncia entre os isolados levando em consideracdo a origem
geografica e os hospedeiros, ou seja, acessos utilizados, demonstrando uma
especificidade desses isolados a espécies de helicbnias, mesmo ndo sendo a
mesma espécie do hospedeiro de origem.

Todavia, € possivel que isolados que possuam padrdes similares de bandas,
se comportem de forma diferente na patogenicidade (Xiao et al., 2004). Como C.

gloeosporioides € um patdégeno com dispersédo limitada quando se trata de longas
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distancias, ele tem como principal via de disseminagdo, o material vegetal
contaminado. Portanto, é possivel inferir que a troca de materiais, assim como as
coletas para a formacédo de um banco de germoplasma feito de forma inadequada
contribui para disseminacao de isolados desse patdégeno.

Em relacdo ao segundo experimento correspondente a triagem de
resisténcia, diferencas estatisticas foram observadas entre os acessos (tabela 5),
para todas as variaveis observadas. Os acessos formaram trés grupos, em relacédo a
incidéncia e area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS), enquanto
que, para a variavel severidade formaram-se quatro grupos. Portanto, considerando
as letras, temos: A como 0S acessos mais resistentes, B com resisténcia

intermediaria e C ou D como mais susceptiveis.

Tabela 5. Dados de incidéncia, severidade e AACPS da antracnose, causada por
Colletotrichum sp., em acessos de Heliconia spp.

Acesso* Incidéncia (%) Severidade (%) AACPS (%)
1 1C 5,0B 22,3B
2 1C 9,4D 40,5C
3 1C 8,8D 39,2C
4 0,6B 7,6C 23,2B
5 1C 10D 48,1C
6 1C 10D 46C
7 0,2A 1,5A 5,4A
8 1C 10D 52,5C
9 1C 10D 41,9C
10 1C 9,1D 44,7C
11 0,6B 2,9A 9,6A
12 1C 9,8D 52C
13 0,4B 2,4A 12,6A
14 1C 9,8D 44,5C
15 O0A OA 0A
16 0,8C 6,8C 21,7B
17 OA OA OA
18 1C 1,7A 5,8A
19 1C 4,98 21,1B
20 1C 4,98 21,2B
21 1C 10D 53,5C
22 1C 8,8D 34,3C
23 1C 6,7C 32,9C
24 1C 9,6D 46,6C
25 1C 6,8C 33,1C
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Tabela 5. Continuacao...

26 1C 7,5C 29,6B
27 1C 5,6B 28,5B
28 1C 7,2C 26,1B
29 1C 7,4C 33,8C
30 1C 10D 58C
31 1C 8,2C 29,3B
32 1C 3,5B 12,7A
33 1C 8,2C 40,3C
34 0,8C 5,9B 23,2B
35 1C 8,0C 28,7B
36 1C 4,9B 20,2B
37 1C 10D 44,2C
38 1C 8,9D 44,4C
39 1C 8,9D 44,7C
40 0,8C 5,6B 27,1B
CV(%) = 9,91 30,70 38,59

Médias com letras semelhantes na coluna nao diferem entre si.
*Para identificar os acessos, consultar a Tabela 1.

Desse modo, de acordo com todos os dados analisados pelo teste de
agrupamento, foi possivel selecionar os acessos considerados resistentes a
Colletotrichum sp., séo eles: 7 e 11 H. psittacorum vermelho; 15 H. psittacorum
laranja; 13, 17 e 18 H. psittacorum rosa.

Em relacdo a incidéncia, destacam-se 0s acessos 15 e 17, por nao
apresentarem nenhum sintoma da doenca, ou seja, mesmo o patégeno tendo sido
inoculado, as plantas desses dois acessos mantiveram-se assintomaticas. Porém, os
mesmos nao diferiram estatisticamente do acesso 7, que seguido dos acessos 4, 11,
13, foram os que apresentaram menor incidéncia. Os demais acessos manifestaram
100% de incidéncia em suas parcelas.

Contudo, foi confirmada a presenca de Colletotrichum sp., nas folhas dos
guarenta acessos do experimento, quando incubadas. Corroborando com a hipétese
de que a presenca da serosidade no pseudocaule, nas folhas ou inflorescéncias,
caracteristica comum aos acessos 13, 15, 17 e 18, tenha funcionado como
mecanismo de defesa e resisténcia das plantas que ndo permitiram que o fungo se
instalasse de forma patogénica, permanecendo em laténcia no tecido vegetal, ou
nao desenvolvendo a doenca de forma agressiva nesses hospedeiros.

Essa caracteristica de formacdo de serosidade em pseudocaule, folhas e

inflorescéncias, nada mais é do que a formacao de uma cuticula. Nas partes aéreas
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da planta, as paredes das células epidérmicas apresentam cutina, que € um
composto de lipidios, impermeével a 4gua. Ela pode estar impregnada as paredes
epidérmicas ou pode formar uma camada separada, denominada cuticula, que tem
como funcédo protecdo (Alquini et al. 2003). Portanto essa serosidade pode ter
funcionado como uma barreira primaria ao ataque dos patdégenos, podendo fazer
parte dos mecanismos de defesa ativados pela planta em suas rotas metabdlicas
garantindo maior “resisténcia” a fitopatdégenos.

Para os dados de severidade, os acessos com menor severidade foram
citados acima como os mais resistentes, porém os acessos 01, 19, 20, 27, 32, 34, 36
e 40 apresentaram no decorrer das avaliagdes niveis parciais de resisténcia, sendo
considerados entdo como acessos com resisténcia intermediaria. Os mesmos
também apresentaram AACPS inferior aos demais acessos suscetiveis. Em
contrapartida, os acessos considerados suscetiveis foram os que formaram o grupo
C: 4, 16, 23, 25, 26, 28, 29, 31, 33, 35 que diferiu estatisticamente do grupo D:
acessos 2, 3, 5, 6, 8,9, 10, 12, 14, 21, 22, 24, 30, 37, 38 e 39, porém apresentaram
as maiores médias de severidade, e consequentemente alguns tiveram a AACPS
superior aos demais acessos resistentes ou com resisténcia intermediaria.

Os primeiros sintomas da doenca no experimento foram identificados em
todas as parcelas do acesso 2, com menos de 48 horas apés a inoculagdo. Ja na
primeira avaliacdo o dado mais discrepante foram o0s sintomas no acesso 21, com
porcentagem de severidade de 90% a 100% em todas as parcelas.

N&o obstante, € de suma importancia ressaltar que acessos da mesma
espécie e até da mesma variedade, porém com origens distintas, comportaram-se
de modo diferente quanto a resisténcia ao isolado de Colletotrichum sp., levando a
indicios que ha variacdo genética entre espécies de heliconia.

Fontes de resisténcia em espécies de heliconia a mancha de pestalotiopsis
foram constatadas no estado de Pernambuco. Dos gendétipos analisados, apenas H.
rostrata e H. caribeae x H. bihai cv. Jaquinii foram considerados resistentes (Serra et
al., 2007). Isso difere dos resultados aqui obtidos para a antrachose, onde esses
mesmos genaotipos foram suscetiveis ao isolado de Colletotrichum sp.

Uma cultura com grande potencial ornamental que também sofre com a
ocorréncia da antracnose é 0 maracuja, que ja possui algumas espécies

selecionadas como fontes de resisténcia a Colletotrichum (Martins et al., 2008).
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Avaliacbes de frutos de gendtipos de maracujazeiro amarelo oriundos de
propagacédo sexuada foram feitas sob condicbes de campo e sem aplicagcdo de
fungicida, e constataram a classificacdo de quatorze genotipos como
moderadamente resistentes e um (MAR 20-36) como resistente (Miranda, 2004). Em
pesquisa realizada por Sousa (2005), dezessete genotipos propagados
sexualmente, foram analisados em campo, e com base na avaliacdo da resisténcia
dos frutos, foram classificados como resistentes a Colletotrichum sp.

Apesar do crescente cultivo de Heliconia spp., no territorio brasileiro, ndo ha
ainda relatos sobre selecdo de gendtipos de heliconia com potencial resisténcia a
essa doenca, sendo este o primeiro relato de acessos indicados para 0 uso no

melhoramento genético.
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CONCLUSOES

Comprovou-se diferentes niveis de agressividade entre os isolados de
Colletotrichum sp., aos acessos de Heliconia spp. Destacando-se os isolados A e D
COMO O mais e menos agressivo aos acessos, respectivamente.

Ha acessos de Heliconia spp. com diferentes niveis de resisténcia a
Colletotrichum sp., o que possibilita seu uso em programas de melhoramento
genético.
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6. INDUCAO DE RESISTENCIA EM Heliconia spp. NO CONTROLE DA
ANTRACNOSE

RESUMO

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a eficiéncia de indutores de
resisténcia a Colletotrichum sp. em Heliconiaceae, a fim de estabelecer metodologia
para o controle da antracnose. Desse modo, o experimento foi conduzido em casa
de vegetacao, por propagacdo vegetativa. O acesso 22 Heliconia Golden torch (H.
psittacorium x H. spathocircinata) considerado susceptivel, porém com carateristicas
agronbmicas desejaveis; e o acesso 13 Heliconia psittacorum rosa, de caréater
resistente, mas inviavel para comercializacdo foram selecionados para o teste.
Passados noventa dias da implantacdo dos rizomas, foram aplicados via
pulverizacao foliar, os indutores e ap0ds sete dias foi feita a inoculacdo do patdégeno.
Constituindo os tratamentos: TO- testemunha absoluta; T1- testemunha controle; T2-
Bacillus subtilis 1x10° ufc mL™*; T3- Acibenzolar-S-metilico (ASM) 0,4 gL™; e T4
aplicacao de B. subtilis + ASM nas mesmas concentracdes. O inéculo foi preparado,
adicionando 20 mL de agua destilada esterilizada a placa do fungo, cultivado em
meio BDA, a 25 °C e em fotoperiodo de 12 horas. A camara de Neubauer auxiliou na
contagem de conidios. As variaveis observadas foram incidéncia e severidade da
doenca, além da quantificacdo da peroxidase. Para a andlise enzimatica, as coletas
foram feitas 24 horas depois da inoculacdo do fungo, seguindo o mesmo intervalo,
até completar o ciclo de sete coletas. A incidéncia foi avaliada diariamente de acordo
com a auséncia ou presenca de sintomas da doenca, ja a avaliacdo da severidade
ocorreu semanalmente, tendo inicio sete dias apdés a inoculacdo. Os acessos
responderam positivamente a aplicagcdo os indutores, pois proporcioanram menores
niveis de severidade. Quando aplicados em conjunto, os indutores demonstraram
maior eficiéncia no controle da doenca e também no desenvolvimento da planta. Na
aplicacao individual o tratamento com ASM proporcionou menor severidade que o
tratamento usando apenas B. subtilis, este reduziu a metade a manifestacdo de
sintomas. A maior producéo de peroxidase no acesso 13 foi verificada nas plantas
tratadas com ASM. Enquanto no acesso 22, o pico de produgdo da enzima foi

observado em plantas tratadas com os dois indutores B. subtilis + ASM.

Palavras chaves: biocontrole, peroxidase, Colletotrichum gloeosporioides
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INDUCTION OF RESISTANCE IN Heliconia spp. DO NOT CONTROL
ANTHRACNOSIS

ABSTRACT

The present research had as objective to evaluate the efficiency of inducers of
resistance to Colletotrichum sp. in Heliconiaceae, in order to establish methodology
for the control of anthracnose. Thus, the experiment was conducted in a greenhouse,
by vegetative propagation. The access 22 Heliconia Golden torch (H. psittacorium x
H. spathocircinata) considered susceptible, but with desirable agronomic
characteristics; and access 13 Heliconia psittacorum pink, of resistant but non-viable
character for commercialization were selected for the test. After ninety days of
rhizome implantation, the inducers were applied via foliar spraying and after seven
days the pathogen was inoculated. The treatments were: TO- absolute control; T1-
control control; T2- Bacillus subtilis; T3- Acibenzolar-S-methyl (ASM); and T4-
application of B. subtilis + ASM at the same concentrations. The inoculum was
prepared by adding 20 mL sterile distilled water to the fungus plate, grown in BDA
medium, at 25 ° C and in 12-hour photoperiod. The Neubauer chamber assisted in
counting conidia. The observed variables were incidence and severity of the disease,
besides the peroxidase quantification. For the enzymatic analysis, the samples were
taken 24 hours after inoculation of the fungus, following the same interval, until
completing the cycle of seven collections. The incidence was evaluated daily
according to the absence or presence of symptoms of the disease, and the severity
assessment occurred weekly, starting seven days after inoculation. The accesses
responded positively to the application of the inductors, as they provided lower levels
of severity. When applied together, the inducers demonstrated greater efficiency in
controlling the disease and also in the development of the plant. In the individual
application the treatment with ASM provided less severity than the treatment using
only B. subtilis, this reduced the manifestation of symptoms by half. The highest yield
of peroxidase at the 13 access was verified in the plants treated with ASM. While at
Access 22, peak enzyme production was observed in plants treated with the two B.
subtilis + ASM inducers.

Keywords: biocontrol, peroxidase, Colletotrichum sp.
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INTRODUCAO

A cadeia produtiva de flores e plantas ornamentais no Brasil movimentou no
ano de 2013, o valor global de R$ 5,22 bilhées, acumulando crescimento de 8,3%
sobre os resultados obtidos no ano de 2012 (Junqueira e Peetz, 2014). As espécies
do género Heliconia sdo as que estdo em maior ascensado neste ramo e entre as
principais plantas ornamentais atualmente utilizadas, o que se deve ao fato de
possuirem alta durabilidade, beleza exotica e cores exuberantes, obtendo grande
interesse por parte dos consumidores do ramo (Moreira et al., 2011; Pinto, 2007).

Com isso, as heliconias tem se tornado alvo de varias pesquisas em busca
de solucionar perdas na producao devido a ocorréncia de doencas, destacando-se a
antracnose, pois seus sintomas tornam o produto comercial: as hastes florais,
impréprias para venda. A doenca é causada pelo fungo Colletotrichum sp., possui
dificil controle e facil disseminacdo. As ferramentas de controle sédo insipientes,
geralmente sdo feitas pulverizagbes semanais com fungicidas, e a rotacdo de
culturas para diminuir a pressao da doenca (Castro, 2011, Lins e Coelho, 2004).

Por outro lado, o uso do controle genético requer o desenvolvimento de
pesquisas que necessitam de um longo prazo e alto custo, para ter resultados
satisfatorios. No entanto o mercado consumidor de flores, além de exigente procura
ampla diversidade. Assim, encontrar meios de induzir resisténcia, através de
controle biolégico natural ou comercial, de facil utilizacdo e baixo custo, de menor
agressao ao meio ambiente, ao agricultor e ao consumidor (Jaramilo, 2000).

Contudo, identificar genétipos que contenham “genes inativos”, responsaveis
por desencadear rotas metabdlicas no sistema de defesa da planta e torna-los
“‘genes ativos” por meio da aplicagdo de um indutor, € uma alternativa bastante
atrativa e tem sido foco de varias pesquisas em diversas culturas. Dessa forma, o
presente estudo teve como objetivo induzir resisténcia em Heliconia spp. a
Colletotrichum sp. e avaliar o efeito dos indutores a fim de estabelecer metodologia

no controle da antracnose.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi implantado em casa de vegetacdo do campo experimental
da Universidade Estadual do Mato Grosso (UNEMAT), Campus de Tangara da
Serra, e também conduzido nos Laboratérios de Fitopatologia e Microbiologia,
localizado no Centro de Pesquisa, Estudos e Desenvolvimento Agroambientais
(CPEDA) do mesmo Campus. A Instituicdo localiza-se na rodovia MT 358, km 7,
municipio de Tangara da Serra, com as seguintes coordenadas: 400 m de altitude,
14° 04’ 38” de latitude sul e 57° 03’ 45” de longitude Oeste.

Para o teste de inducao de resisténcia foram selecionados do Banco Ativo
de Germoplasma de Flores Tropicais da UNEMAT, o acesso 22 Heliconia Golden
torch hibrido de H. psittacorium x H. spathocircinata, considerado suscetivel, porém
com carateristicas agronémicas desejaveis; e o acesso 13 Heliconia psittacorum
rosa, de caréater resistente, mas inviavel para comercializacdo pela presenca de
bastante serosidade em suas folhas e inflorescéncias.

O delineamento experimental foi o de blocos inteiramente casualizados, num
esquema fatorial 2x5 (dois acessos x cinco indutores), com trés repeticbes e quatro
plantas por parcela. A propagacdo se deu por meio dos rizomas, que antes de
serem implantados, passaram por um protocolo de desinfestacdo, adaptado de
Castro et al. (2009). Os rizomas foram lavados em agua corrente, com o auxilio de
bucha e detergente. O comprimento dos rizomas foi padronizado entre 12 e 15
centimetros.

Em seguida os rizomas passaram pelo tratamento contra nematoides, onde
foram mantidos em agua aquecida a 50°C por 30 minutos. Posteriormente, foram
mergulhados em alcool 70% e em hipoclorito de sodio 2,5%, por 2 minutos,
respectivamente. E por fim, apés secarem, os mesmos foram emersos em uma
calda de fungicida por cinco minutos.

Os rizomas foram colocados em bandejas devidamente identificadas e
forradas com jornal. Depois de secos foram cultivados em vasos plasticos de 8 Kg
contendo substrato composto por: 70% de solo e areia na proporgéo (3:1), 15% de
esterco de aves e adubo quimico (fésforo, nitrogénio, cloreto de potassio e calcario).

A irrigacéo ocorreu por microaspersao e a temperatura manteve-se entre 28 e 30°C.
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Passados noventa dias da implantacdo dos rizomas foram aplicados os
indutores via pulverizagdo foliar. Sendo os tratamentos: TO- testemunha absoluta,
sem inoculacdo e tratada apenas com agua destilada; T1- testemunha controle
inoculada e sem indutor; T2- Bacillus subtilis 1x10° ufc mL™; T3 Acibenzolar-S-
metilico (ASM) 0,4gL™; e T4 aplicacdo de Bacillus subtilis + ASM nas mesmas
concentracOes, para 0os dois acessos analisados.

As plantas foram inoculados com o isolado A, que apresentou maior
patogenicidade em acessos de Heliconia sp., A inoculacdo do patdgeno foi realizada
sete dias apds a aplicagdo dos indutores. A suspensdo do inéculo foi obtida
adicionando-se 20 mL de agua destilada esterilizada a placa de Petri, contendo
colénia monosporica de Colletotrichum sp., produtora de conidios. Apos a lavagem
da placa, a contagem de conidios foi feita ha camara de Neubauer e posteriormente
a suspensdo foi ajustada para concentracdo de 10> esporos mL™ (Alfenas et al.,
2007).

Utilizou-se aproximadamente 1,5 mL da suspensédo de conidios para obter o
ponto de escorrimento das folhas, via pulverizacdo. Apés a inoculacdo as plantas
foram devidamente cobertas com saco plastico por 24 horas, para manter a umidade
elevada, simulando um ambiente propicio e contribuindo para a propagacdo da
doenca. Passado o periodo de incubacao, os sacos plasticos foram retirados, e deu-
se inicio o acompanhamento diario da incidéncia, ou seja, 0 aparecimento do
primeiro sintoma da doenca.

Apbés o sétimo dia de inoculacdo, teve inicio a avaliacdo semanal da
severidade, totalizando sete avaliacdes. Sendo efetuada através da porcentagem de
superficie foliar sintomatica de com proposto por Abreu (2006). Por fim, foi
averiguada a homogeneidade dos dados, e em seguida as médias das analises das
amostras foram avaliadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na andlise enzimatica, a quantificacdo de peroxidase foi realizada pela
média da absorbancia da enzima dividida pelo valor da proteina total. Desse modo,
antes de efetuar o protocolo para dosagem da peroxidase, houve a elaboragcao da
curva de referéncia (figura 1) para determinacdo de proteina total, seguindo o
meétodo de Bradford (1976).
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Figura 1. Curva de referéncia utilizada para determinacdo de proteina total, com
fator de 15,05.

Com a curva estabilizada, foram quantificados os valores de proteina total e
peroxidase das amostras, de acordo com o protocolo adaptado de Gurgel et al.
(2014). Os tempos de coleta das amostras foliares seguiram um padrdo diario
durante o periodo de sete dias, com intervalos de 24 horas, iniciando logo apés o
primeiro dia de inoculacédo do patdgeno na planta. Para evitar danos as amostras, o
periodo de coleta ocorreu as seis horas da manha, sendo importante destacar que
durante as coletas, os dias estavam frios e bastante chuvosos.

ApOs a coleta, as amostras foram envolvidas em papel aluminio,
identificadas e mergulhadas em nitrogénio liquido. Depois do congelamento, as
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em freezer a -
80° C até o preparo do material para as analises bioquimicas.

No preparo do extrato enzimatico para avaliagcdo da atividade de proteina
total e peroxidase, as folhas foram pesadas em balanca analitica 1,5 gramas dos
tecidos foliares de cada amostra foram triturados em nitrogénio liquido com almofariz
e pistilo, até a obtengdo de um po fino, ao qual foi adicionado 6 mL do tampéao
acetato de sodio (20 mM). A solugéo colocada em microtubos e centrifugada por 5
minutos, a 9000g em temperatura ambiente. Depois disso, 0 sobrenadante foi

utilizado como extrato bruto. Todas as analises foram feitas em triplicata.
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A dosagem de proteinas total das amostras foi realizada pela adi¢cdo de 200
uL do extrato enzimético mais 2 mL do reagente de Bradford em um tubo de ensaio,
que foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi feita a
leitura em espectrofotobmetro U.V. em A= 595 nm. Na amostra controle foi adicionado
agua destilada no lugar do extrato enzimético. Posteriormente foi feito o calculo da
média de absorbéancia, divido pelo fator (15,05) de referéncia e o valo final da
proteina foi dado em miligrama.

A atividade da peroxidase foi realizada através da mistura de 75 uL de
guaiacol (0,02M), 750 uL de peréxido de hidrogénio (0,38 M) e 3,0 ml de tampéo
acetato de sédio (0,2 M/pH 5,2). A reacéo foi iniciada com a adi¢cdo de 75 uL do
sobrenadante do extrato enzimatico. Em seguida, foram feitas as leituras
espectrofotométricas (470 nm) por trés minutos cada. Como foi citado anteriormente
o calculo da atividade enzimética foi realizado com base no delta de absorbancia,
por miligramas de proteinas, portanto, a atividade final da peroxidase foi dada em
ABS.470 nm. min™. mg™.

Com a avaliacdo da atividade enzimatica da peroxidase foram formulados
por meio do desvio padrdo, graficos com a curva de producdo das enzimas, para
verificar os picos de maior concentracdo desses compostos quimicos na planta, e

identificar se houve a ativacdo de vias metabdlicas de defesa.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O acesso 13 (Heliconia psittacorum rosa) nao manifestou incidéncia da
antracnose nas plantas pulverizadas com os indutores. O acesso 22 Heliconia
Golden torch teve a incidéncia reduzida apenas no tratamento onde foram aplicados
os dois indutores B. subtilis e ASM. Enquanto que a severidade foi reduzida nas
plantas que receberam os tratamentos de inducdo em conjunto ou separadamente,
consequentemente, a area abaixo da curva de progressao da severidade (AACPS)

também regrediu (Tabela 1).

Tabela 1. Incidéncia, severidade e AACPS da antracnose, causada por isolado de
Colletotrichum sp., em acessos de Heliconia spp.

Incidéncia (%) Severidade (%) AACPS (%)
Tratamentos Acessos
13 22 13 22 13 22
TO OAa OAa OAa 0OAa OAa OAa
T1 1Bb 1,0Bb 16,6Ba 96,0Db 417,6Aa 1930,8Cb
T2 OAa 1,0Bb OAa 43,0Chb OAa 1107,2Bb
T3 OAa 1,0Bb OAa 14,3Bb OAa 306,8Ab
T4 OAa 0,6Bb OAa 2,3Aa OAa 63,0Aa
C.V. (%) = 16,84 9,96 22,95

TO: testemunha absoluta; T1: testemunha controle; T2: B. subtilis; T3: ASM; T4 B. subtilis + ASM.
Médias com mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Na avaliacdo da eficiéncia dos produtos no controle da antracnose, todos 0s
tratamentos com inducdo foram eficazes para o acesso 13. Enquanto que a melhor
resposta de inducéo de resisténcia no acesso 22 ocorreu quando os indutores foram
aplicados em conjunto: B. subtilis + ASM, diferindo estatisticamente dos demais, e
se igualando a testemunha absoluta.

Vale ressaltar que valores significativos foram observados na aplicacéo
individual desses indutores. No acesso 22, no tratamento com ASM a reducéo foi de
aproximadamente 75% da severidade e no tratamento com B. subtilis houve reducéo
de 50%, quando comparados a testemunha controle. Dessa forma, a AACPS
comportou-se de modo coerente com a redugao da severidade, ou seja, diminuiu
gradativamente de acordo com a aplicacéo e eficiéncia dos tratamentos.

Esses resultados diferem completamente da pesquisa realizada no estado

de Pernambuco por Gurgel et al. (2014), onde constataram que o uso de ASM em
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dosagens de 10 e 20 gL™® ndo demonstraram nenhuma eficiéncia para induzir
resisténcia a antracnose em H. rostrata. A utilizacdo de ASM, no manejo contra a
antracnose na banana também ndo demonstrou eficiéncia na ativacdo de defesa
induzida (Furtado, 2010).

No controle da antracnose em folhas de H. psittacorum cv. Golden torch, foi
testada a inducgéo de resisténcia por meio do indutor ASM, porém mesmo realizando
trés aplicacdes, o tratamento ndo obteve sucesso (Oliveira e Coelho, 2005). Em
condicbes de casa de vegetacao Querino et al. (2005) fez cinco aplicacbes de ASM
para reduzir a severidade do mal-do-panama em plantas micropropagadas de
banana- maga, entretanto o indutor ndo reduziu os sintomas da doenga.

Efeito direto de ASM na inducdo de resisténcia, ndo foi observado na
reducdo de severidade da murcha de fusario em tomateiros tratados com esse
indutor. Resultados semelhantes foram observados na utilizacdo de ASM para o
controle de podriddes de pds-colheita em frutos de manga (Cruz et al., 2011).

Vérias sdo as pesquisas que diferem dos resultados alcancados com ASM
neste trabalho. No entanto, a eficiéncia do uso de ASM foi identificada na reducéo
da antracnose em mamodes, quando aplicado em conjunto com outro indutor, os
autores observaram reducdo em torno de 70% na pré- colheita e 80% na pré mais
pés-colheita (Dantas et al., 2004).

Todavia, o controle biolégico relacionado a inducdo de resisténcia por meio
de rizobactérias foi comprovado por Wei et al. (1991) e Van Loon et al (1998).
Bacillus subtilis ja foi identificado como um promissor produtor de antibiético contra
fitopatdgenos mostrando eficiéncia no controle de doencas foliares, uma vez que
sintetiza moléculas que podem atuar como eliciadoras, proporcionando a
sistematicidade da resposta de defesa contra patégenos (Ongena et al., 2007;
Aratjo et al., 2005).

Ao observar a curva de progresso da doenca do gendtipo susceptivel,
acesso 22 (Figura 2), € possivel identificar que em todos nos tratamentos com
indutores o patdgeno foi menos agressivo, os sintomas foram menos severos e a
doenca progrediu menos que na testemunha controle, planta sem inducédo. Quando
os indutores foram aplicados separadamente houve pequenos aumentos na
severidade ao logo da avaliacdo. Quando aplicados em conjunto a severidade

manteve-se constante, com severidade proxima a 0%.
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Figura 2. Curva de progresso da severidade do acesso 22 Heliconia Golden torch
inoculada com Colletotrichum gloeosporioides. Sendo T1: testemunha controle; T2:
tratamento com B. subtilis; T3: tratamento com ASM; T4: Tratamento com B. subtilis
+ ASM.

A alta eficiéncia desses indutores quando aplicados em conjunto pode estar
relacionado a ativacdo de duas vias metabdlicas de defesa. A inducédo por meio de
B. subtilis esta relacionada a via de resisténcia sistémica induzida (RSI), que esta
vinculada a rota metabdlica do acido jasménico e o etileno (Cavalcante et al., 2007;
Resende et al., 2008). O uso do indutor ASM relaciona-se a via de resisténcia
sistémica adquirida (RSA), pela rota metabdlica do acido salicilico, esta envolve
mecanismos multiplos de defesa responséaveis pela ativacdo de genes que codificam
proteinas PRs e enzimas relacionadas a resisténcia (Sticher et al., 1997).

Uma diferenca visual alarmante foi observada no desenvolvimento das
plantas tratadas com aplicacdo conjunta de B. subtilis e ASM (T4). As plantas que
receberam os dois indutores apresentaram caracteristicas agronémicas,
morfologicas e fisiologicas superiores aos demais tratamentos. Elas aparentaram
melhores condigcbes em relacdo ao tamanho das folhas, quantidade de folhas,
coloragdo da folha, altura da planta e namero de perfilhos. O que pode ser

observado a seguir (Figura 3).
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Figura 3. Desenvolvimento vegetativo de Heliconia psittacorum rosa (A-B-C-D-E) e
Heliconia Golden torch (F-G-H-I-J) submetidas a diferentes tratamentos com
indutores de resisténcia. A-F: testemunha absoluta; B-G: testemunha controle; C-H:
tratamento com B. subtilis; D-I: tratamento com Acibenzolar-S-metilico; E-J:
tratamento com B. subtilis + ASM (Acibenzolar-S-metilico).

Em relacéo a quantificacdo da peroxidase, os valores foram coerentes com a
resposta da reducdo da severidade da doenca. Houve diferenca de producao entre
0s acessos. O acesso 13 em todas as situacdes, até mesmo para a testemunha
absoluta, produziu menos peroxidase que o acesso 22. Podendo relacionar-se ao
fato desse gendtipo apresentar caracter resistente ao Colletotrichum, por possuir
uma barreira primaria de defesa, que € a presenca de cuticula em sua parede
celular, contendo assim uma serosidade na superficie das folhas e inflorescéncias
que dificulta o estabelecimento do patégeno na planta (Alquini et al. 2003). Desse
modo, o uso dos indutores pode ter somado com outras caracteristicas de
resisténcia, colaborando para que n&o houvesse nenhuma manifestacdo de
sintomas da antracnose.

Como era esperado a testemunha absoluta (Figura 4) ndo manifestou
sintomas da doenga. Constatou-se producdo natural da peroxodase nos dois

acessos. No acesso 13, foi identificado no segundo e no terceiro dia picos de alta
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atividade da enzima. Enquanto que no acesso 22 os valores foram inferiores a
pelomenos dois dos tratamentos com indutores.

Na testemunha controle (Figura 4), o acesso 13 quando comparado aos
picos de producdo dos tratamentos com os indutores, se manteve relativamente
constante, em comparacao com a testemunha absoluta e os demais tratamenos nao
houve alto pico de atividade da peroxidase. J& no acesso 22, do primeiro ao quinto
dia de avaliacdo a atividade da peroxidase aumentou em relacéo a TO, tendo maior
pico no segundo e no terceiro dia de coleta.

O tratamento com Bacillus subtilis (Figura 4) nos acessos 13 e 22 aumentou
a producao da peroxidase no primeiro dia de coleta, sendo superior a producdo das
duas testemunhas, tendo maior pico de atividade no sexto e sétimo dia
respectivamente. No tratamento com ASM (Figura 4), para o acesso 13, houve trés
picos de producdo de peroxidase, tendo no sexto dia o registro mais elevado de
producdo de peroxidase dentre todos os tratamentos para este acesso. NO acesso
22, a maior atividade da enzima foi observada no terceiro e quarto dia de analise.

No tratamento quatro (Figura 4) correspondente a aplicagcdo dos dois
indutores: B. subtilis e ASM, no acesso 13 a producdo de peroxidase se manteve
constante, de forma mais elevada que os demais tratamentos em quase toda a
avaliagcdo quando comparado as testemunhas. No acesso 22, os maiores picos de
peroxidase foram observados no segundo, quinto e sexto dia de analise. Sendo a
atividade do segundo dia, a mais elevada dentre todos os tratamentos para este

acesso.
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Figura 4. Atividade de peroxidase em Heliconia psittacorum rosa (acesso 13) e
Heliconia Golden torch (acesso 22), em resposta a aplicacdo dos indutores (A)
Testemunha Absoluta; (B) Testemunha Controle; (C) B. subtilis; (D) ASM -
Acibenzolar-S- metilico na inducgéo de resisténcia a Colletotrichum sp.

Dados registrados por Aradjo e Menezes (2009) sdo coerentes com 0S
obtidos nesta pesquisa. Pois eles obtiveram resultados positivos, ao identificarem
aumento na producdo de peroxidase em plantas de tomateiro tratadas com B.
subtilis no solo e nas folhas. Relacionando esse mecanismo de controle das
doencas foliares a resistencia sistémica induzida, além, de verificar eficiéncia no uso
de acibenzolar-s-metil, porém com producdo de peroxidase inferior ao tratamento

com B. subtilis quando aplicado no solo.
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Kuhn e Pascholati (2010) também observaram resultados satisfatorios na
utilizacdo de Bacillus cereus e ASM como indutores de resisténcia em plantas de
feijoeiro. Ambos protegeram a cultura contra X. axonopodis pv. phaseoli, pois
reduziram a severidade da doenca e aumentaram a producéo de peroxidase. Ja em
um trabalho realizado com soja, B. subtilis aumentou a atividade da peroxidase e em
condi¢cbes de campo, as plantas tratadas com aplicagdes sequenciais do produto a
base de Bacillus e de fungicida reduziram a area abaixo da curva de progresso da
doenca (Dorighello, 2014).
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CONCLUSOES

Os indutores de resisténcia reduziram a severidade da doenca e
aumentaram a atividade da peroxidase em heliconia, sendo o tratamento com

Bacillus subtilis e Acibenzolar-s-metilico (ASM), aplicados em conjunto o mais eficaz.
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7. CONCLUSOES GERAIS

A colecdo de Heliconia spp. do Banco Ativo de Germoplasma de Flores
Tropicais da Universidade do Estado de Mato Grosso, apresenta ampla ocorréncia
de diversidade fungica. Destacando-se como mais patogénico o isolado de
Colletotrichum gloeosporioides, oriundo do mesmo BAG, por ser o fungo causador
da antracnose, principal doenga em heliconias.

Dentre os acessos foram identificados seis genotipos com niveis de
resisténcia a antracnose, sendo indicados para cruzamentos em programas de
melhoramento genético vegetal visando plantas saudavies. Sao eles: 7 e 11 H.
psittacorum vermelho; 15 H. psittacorum laranja; 13, 17 e 18 H. psittacorum rosa.

O método alternativo de inducédo de resisténcia apresentou bastante eficiéncia
quando aplicado em Heliconia psitacorum rosa e Heliconia Golgen torch. Desse
modo, o uso dos indutores Bacillus subtilis e Acibenzolar-s-metilico (ASM) é indicado
como metodologia alternativa no controle da antracnose, tendo maior eficacia
guando aplicados em conjunto.

Portanto, este trabalho apresenta suma importancia por conter os primeiros
registros de levantamento de patégenos, de selecdo de genotipos resistentes e de
sucesso no uso da inducéo de resistencia em Heliconia spp., no estado de Mato
Grosso, corroborando com futuras pesquisas voltadas a fitopatologia e ao

melhoramento genético de flores tropicais, especialmente de heliconias.
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