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COMPORTAMENTO DE GENOTIPOS DE BANANEIRA NA
PRESENCA DE FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. CUBENSE

RESUMO: A banana é uma das frutas mais consumidas em todo o
mundo; vital para a seguranca alimentar em muitos paises. Dentre os
fatores que afetam o cultivo da bananeira, a incidéncia de pragas e
doencas é prevalente, com destaque para murcha de Fusarium, uma
das doencas mais destrutivas, causada pelo fungo Fusarium
oxysporum f. sp. cubense.Atualmente a forma mais aceita para dar
continuidade a cultivos em solos infestados por ciclos mais longos é a
identificacéo e utilizacdo de fontes deresisténcia em germoplasma ou
em cultivares comerciais a fim de gerar genoétipos altamente
resistentes. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o comportamento de diploides melhorados e genotipos dos
subgrupos Prata e Cavendish quanto a resisténcia a Fusarium
oxysporum f. sp. cubense, racas 1 e Subtropical 4 em condigbesde
casa de vegetacdo mediante inoculacédo artifical e por meio de analises
histologicas e histéquimica. Foram avaliados 24 diploides melhorados
desenvolvidos pela Embrapa Mandioca e Fruticultura e 21 gendtipos
tipo “Prata” e “Cavendish” coletados em diferentes regides do Brasil.
Esses gendtipos foram avaliados 90 dias apés a inoculacéo, a partir de
escala denotas para sintomas internos e categorizados de altamente
resistentes a altamente suscetiveis. Foram também coletadas raizes
dos gendtipos contrastantes para resposta a Foc visando analises
histolégicas para observar a presenca de estruturas do patdgeno nos
tecidos e andlise histoquimica, por meio da detec¢éo de calose. A partir
das analises foram classificados os diploides CNPMF 0519, CNPMF
0557 e CNPMF 0612 como altamente resistentes a Foc ST4 e 013004-
04, M53, 050012-02, SH3263, SH3362, 013019-01, CNPMF 0496,
CNPMF 0513 e CNPMF 0534 como resistentes a Foc R1, por néao
apresentaram sintomas de murcha de Fusarium em casa de
vegetacdo. O diploide CNPMF 0534 apresentou resisténcia completa a
ambas racas avaliadas. Entre os gendtipos tipo Pratae Cavendish
avaliados, o hibrido Embrapa 02 foi caracterizado como altamente
resistente, ja o hibrido Embrapa 03 como moderadamente resistente.
Entre os individuos tipo Cavendish, os BGB 271, BGB 151, BGB268
foram classificados como resistentes, e 0os genotipos BGB 150 e BGB
154, classificados como moderadamente resistentes. Os diploides
melhorados avaliados como resistentes tém potencial e podem ser
utilizados em cruzamentos com cultivares comerciais suscetiveis,
contribuindo para o desenvolvimento da bananicultura e para
programas de melhoramento de banana, bem como para a
bananicultura a nivel nacionale internacional. Além disso, a selecéo de
materiais resistentes entre 0s genotipos tipos Prata e Cavendish ja
cultivadas por produtores caracterizados como resistentes, podem
caracterizar um ganho na selecdo de material com variabilidade
geneética.

Palavras chaves: Musa ssp., Melhoramento genético, Murcha de fusarium



BEHAVIOR OF BANANA GENOTYPES AGAINST FUSARIUM OXYSPORUM
F. SP. CUBENSE

ABSTRACT: Banana is one of the most consumed fruits in the world; vital to
food security in many countries. Among the factors that affect banana
cultivation, theincidence of pests and diseases is prevalent, with emphasis
on Fusarium wilt, one of the most destructive diseases, caused by the fungus
Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Currently, the most accepted way to
continue cultivation in infested soils for longer cycles is to identify and use
sources of resistance in germplasm or commercial cultivars in order to
generate highly resistant genotypes. In this sense, the present work aimed
to evaluate the behavior of improved diploids and genotypes of the Prata
and Cavendish subgroups regarding resistance to Fusarium oxysporum f.
sp. cubense, races 1 and Subtropical 4 in greenhouse conditions by atrtificial
inoculation through histological and histochemical analysis. Twenty-four
improved diploids developed by Embrapa Mandioca e Fruticultura and 21
“Prata” and “Cavendish’genotypes collected in different regions of Brazil
were evaluated. These genotypes were evaluated 90 days after inoculation,
using a rating scale for internal symptoms and categorized from highly
resistant to highly susceptible. Roots of contrasting genotypes were also
collected for response to Foc, aiming at histological analyzes to observe the
presence of pathogen structures in the tissues and histochemical analysis,
through the detection of callose. Based on the analyses, diploids CNPMF
0519, CNPMF 0557 and CNPMF 0612 were classified as highly resistant to
Foc ST4 and 013004-04, M53, 050012-02, SH3263, SH3362, 013019-01,
CNPMF 0496, CNPMF 0513 and CNPMF 0534 as resistant to Foc R1, as
they did not show symptoms of Fusarium wilt in the greenhouse. The diploid
CNPMF 0534 showed complete resistance to both evaluated races. Among
the evaluated Prata and Cavendish genotypes, the hybrid Embrapa 02 was
characterized as highly resistant, while the hybrid Embrapa 03 was
characterized as moderately resistant. Among Cavendish-typeindividuals,
BGB 271, BGB 151, BGB 268 were classified as resistant, and genotypes
BGB 150 and BGB 154 were classified as moderately resistant. Improved
diploids evaluated as resistant have potential and can be used in crosses
with susceptible commercial cultivars, contributing to the development of
banana farming and to banana breeding programs, as well as to banana
farming at national and international level. In addition, the selection of
resistant materials among the Prata and Cavendish genotypes already
cultivated by producers characterized as resistant, may characterize a gain
in the selection ofmaterial with genetic variability.

Keywords: Musa ssp., Genetic improvement, Fusarium wilt
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1. INTRODUGCAO GERAL

A cultura da bananeira (Musa spp.) é a base econdmica de diversos paises,
sendo considerada essencial para seguranca alimentar e uma das mais
importantes, pois representa grande parte do percentual de consumo de frutas
no mundo (GUERRA etal.,, 2009; THANGAVELU et al.,, 2021). Cultivada em
paises tropicais e subtropicais, sua producdo tem papel importante na economia
de paises em desenvolvimento (FAOSTAT, 2023). A india é o maior produtor,
seguido pela China, Indonésia e Brasil(FAOSTAT, 2023).

Como ocorre em qualquer espécie cultivada, a bananeira é afetada por
diversos problemas fitossanitarios que tém gerado limitacdes ao cultivo. Dentre as
doencas queafetam o cultivo da bananeira, destaca-se a murcha de Fusarium,
causada pelo fungoFusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), sendo uma das
doencas que mais gera danos e preocupac¢des a bananicultura mundial. A
classificacdo em racas foi adotadapara destinguir isolados de Foc que afetam um
conjunto especifico de cultivares de bananeira (PLOETZ 2015). A raca 1 (R1)
causa danos especialmente entre as cultivares Gros Michel, cultivares do
subgrupo Prata, como Prata-And, Prata Catarinae Prata Gorutuba, e a cultivar
Macd; a raca 2 afeta cultivares do subgrupo Bluggoe, um tipo de banana utilizado
especialmente para cocgéo, associado ao genoma ABB; araca 3 afeta uma forma
especial distinta, que compreende as heliconiaceas, um parente selvagem das
bananas que também séo afetadas pelaracal e araca2, e araca4 (subdivididas
em Tropical e Subtropical), que afetam cultivares do subgrupo Cavendish e as
cultivares suscetiveis as racas 1 e 2 do patdgeno, sendo portanto, mais destrutiva
devido a sua ampla gama de hospedeiros (STOVER 1962; PLOETZ,1990;
PLOETZ, 2006).

A raca 4 foi subdividida em raca tropical 4 (R4T) e raca subtropical 4 (ST4)
(PLOETZ 1990; STOVER 1962; RAMAN et al 2021). O Foc R4T afeta Cavendish
emcondi¢cdes tropicais e subtropicais, jA os isolados de Foc ST4 causa
doenca em cultivares Cavendish nos subtrépicos quando ha fatores
predisponentes, tais como extremos de temperatura ou alagamentos, e destinge-
se pelos grupos de compatibilidade vegetativa (VCGs) (BUDDENHAGEN, 2009;
BATISTA et al., 2022;). Estéo associados ao Foc ST4 os VCGs 0120, 01201,
01202, 01209, 01210, 01211, 01215, e 0120/15; e ao Foc R4T, apenas o VCG
01213/16 (BUDDENHAGEN, 2009; DITA et al., 2018).

O surto de murcha de Fusarium causado por R1 ocorrido em meados do
século XX dizimou a industria bananeira de exportacao, centrada na cultivar Gros
Michel, em especial na América Central (PLOETZ , 2006; DITA et al., 2018). A
devastacao de cultivares Gros Michel pelo patégeno na década de 1960 conduziu
a busca por métodos efetivos de controle, a melhor alternativa para essa solucéao
foi a substituicdo de cultivares do subgrupo Gros Michel por cultivares do
subgrupo Cavendish, com destaque para a cultivar Grande Naine, sendo esta,
uma opc¢do bem sucedida, uma vez que essa cultivar apresentava resisténcia a
Foc R1 (REBOUCAS et al., 2018; ZHENG et al., 2018; FAO, 2019).

No Brasil ndo ha relatos de incidéncia de R4T, considerada pelo Ministério
daAgricultura e Pecuéria do Brasil uma praga quarentenaria, que mesmo sob
controlepermanente, constitui ameaca a economia agricola do pais (ICA, 2019).
No entanto,a R1 é considerada uma doenca endémica responsavel por sérios
danos a producéo,sobretudo para cultivares do subgrupo Prata, consideradas
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preferidas pelosconsumidores brasileiros (PLOETZ, 2015; DITA et al., 2018;
REBOUCAS etal., 2018).0s clamiddsporos séo responsaveis pela sobrevivéncia
do Foc, podendo se manter inativo no solo ou em plantas daninhas por décadas.
Algumas medidasgeralmente utilizadas para outras doencgas fungicas ndo sédo
eficazes para o controleou reducdo da Murcha de Fusarium, além do mais,
representam riscos tanto para asaude humana quanto animal e altamente
perigoso para o meio ambiente. Nos ultimosanos o controle bioldégico vem em
uma crescente exponencialmente para controledessa infermidade, porem
ainda ndo se consegue obter resultados satisfatorios.Diante disso, a adoc¢ao
de cultivares resistentes associada a implementacdo de boaspraticas culturais
sdo as medidas de controle mais eficientes (PLOETZ, 2006;

PLOETZ, 2015).

Centros de pesquisa pelo mundo, como a Fundaciébn Hondurefia de
InvestigacionAgricola (FHIA); Centre Africain de Recherches sur Bananiers et
Plantains (CARBAP)em Camardes; International Institute of Tropical Agriculture
(ITA) na Nigéria e Uganda; Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) no Brasil; National Banana Research Center (NCRB) na india;
National Research Organization (NARO) em Uganda; e Centre de Coopération
Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement (CIRAD) na
Franca, trabalham na busca por cultivares resistentes utilizando-se de avaliacdes
morfoagronomicas em materiais resistentes presentes em bancos de
germoplasma (LI et al.,2014; LI et al., 2015; THANGAVELU et al., 2021; 2022;
ZHAN et al., 2022; ROCHA et al., 2022).

Um dos programas de melhoramento genético de bananas e platanos mais
antigos é o da EMBRAPA Mandioca e Fruticultura, onde se trabalha com
melhoramento para obtencdo de cultivares de bananeira para garantir a
sustentabilidade dos cultivos no enfrentamento a danos causados pela R1 bem
comode ST4 e de forma preventiva contra R4T; ja que essa raca € considerada
uma doencaausente no Brasil. As estratégias adotadas baseiam-se nos métodos
de hibridizacao entre triploides e tetraploides comerciais e diploides melhorados e
selvagens, inducdo de mutacdo e de resisténcia, variacdo somaclonal e
sequenciamento do genoma parao desenvolvimento de cultivares de bananeira e
platanos resistentes (SILVA et al., 2013; AMORIM et al., 2016; ROCHA et al.,
2022).

Um grande desafio da producdo de bananas no Brasil é o aumento de
incidénciada murcha de Fusarium causada pela R1. As cultivares do subgrupo
Prata, como a Prata-And e suas derivadas, sdo as mais plantadas pelos
produtores brasileiros, no entanto tem enfrentado dificuldades com a murcha de
Fusarium nas principais areas de producéo da fruta no pais (GONCALVES et al.,
2019). Além delas, sao também utilizadas as cultivares do subgrupo Cavendish,
disponiveis para os agricultores, e que apresentam resisténcia a Foc R1, mas
ndo a Foc R4T (CORDEIRO et al., 2016; GONCALVES et al., 2019).

Em pesquisas anteriores sobre bananeiras cultivadas (Musa spp.), foram
identificados quatro tipos gendémicos distintos: M. acuminata (A), M. balbisiana
(B), M.schizocarpa (S) e a espécie Australimusa (T). Um estudo recente mostrou
gue a resisténcia a murcha de Fusarium varia consideravelmente dentro de cada
tipo de genoma. Nas mais de 2000 cultivares de bananeira identificadas, a maioria
e triploide ou diploide e originou-se de hibridizacdes intraespecificas e/ou
interespecificas entre M. acuminata e M. balbisiana. Dentro de um mesmo
genoma pode existir variacdes, que podem ser explicadas pela presenca de
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diferentes genes de resisténcia em cadaestrutura gendmica. Além disso, foi
observado que a resisténcia a doencga é provavelmente quantitativa, ou seja,
influenciada por mdltiplos genes. E possivel desenvolver variedades mais
resistentes ou tolerantes por meio de mutagOes selecionadas em cultivares
existentes (SMITH et al., 2006; ZUO et., al 2018).

Segundo Rocha et al (2022a), as fontes de resisténcia relacionadas a Foc
R4T ainda sdo compostas principalmente por diploides. Dente elas incluem os
diploides Pahang, Calcutta 4, Zebrina, Pisang Lilin, Malaccensis, Jari Buaya e Tuu
Gia (ZUO etal., 2018; RIBEIRO et al., 2018; GONCALVES et al., 2019; CHEN
et al., 2019). As cultivares BRS Caprichosa, BRS Garantida, BRS Japira, BRS
Pacovan Ken, BRS Preciosa, BRS Princesa, BRS Tropical, BRS Vitéria, BRS
Pioneira, BRS Platina e BRSPacoua séo produtos dos processos de hibridacdes
realizadas pelo programa de melhoramento genético da Embrapa, todas
resistentes a Foc R1. O desenvolvimentode hibridos diploides melhorados que
sejam resistentes a Foc para uso em cruzamentos com cultivares comerciais
suscetiveis, € uma estratégia eficiente para o melhoramento da bananeira
(REBOUCAS et al., 2018).

Alguns diploides tém apresentado potencial para uso em cruzamentos,
destacando-se o diploide M53, resistente a Foc R1 e Foc R4T, usado como
parental nos hibridos desenvolvidos pela Embrapa, como BRS Platina e BRS
Princesa, utilizados no mercado interno por apresentarem boas caracteristicas
morfoagrondémicas (RIBEIRO et al., 2015; ROCHA et al., 2022a).

Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar diploides
melhorados e genotipos dos tipos Prata e Cavendish quanto a sua resisténcia a
Fusarium oxysporum f. Sp. Cubense, racas 1 e Subtropical 4, sob condicbes de
casade vegetacdo, mediante inoculacdo artificial e avalicdoes histologicas e
histéquimica.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Murcha de Fusarium

Em meio as doencas vasculares que afetam o cultivo de bananeira, a murcha
deFusarium destaca-se por estar presente em todas as regides produtoras de
banana (AMORIM et al., 2013). A murcha de Fusarium é causada pelo patégeno
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), um fungo de solo capaz de colonizar
as raizes da planta e leva-las a morte. Essa doenca é considerada uma ameaca
econdmica figurando-se entre as cinco doencas que mais afetam o setor
econdmico em todo o mundo (HADDAD et al.,, 2011; MINTOFF et al., 2021,
PLOETZ, 2015).

Referente a etiologia da murcha de Fusarium, alguns estudos mostram que
a doenca teve origem no sudeste Asiatico e Oceania, sua primeira comprovacao
foi relatada na Australia por volta de 1874, futuramente foi disseminado pelos
paises da América do Norte e América do Sul. Existem cerca de 150 espécies de
Fusarium oxysporum identificadas. Foi desenvolvida uma outra classificacéo para
caracterizar o patégeno com base em grupos de compatibilidade vegetativa
(VCG). Sdo conhecidos24 VCGs de Foc. A relacdo entre VCG e racas é
complexa, ja que uma raca pode estar associada a varios VCGs. Por exemplo, a
raca R1 estd associada aos VCGs 0120/15, 0123, 0124/5/8/20, 0126 e 01210; a
raca R2 esta associada ao VCG 0122, 0124/5/8/20; a raga STR4 compartilha o
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VCG com a raca 1 (0120/15) e também possuios VCGs 0121, 0122, 0129/11,
enquanto a raca R4T esta associada ao VCG 01213/16. Estudos de diversidade
demonstraram que o maior nimero de VCGs se encontra nas regides
consideradas o centro de origem de Foc, como Indonésia e Malasia. Porém, a
distribuicdo dos VCGs depende de diferentes fatores. No Brasil, hAuma suposta
predominancia de populacdes de Foc pertencentes a raga R1. No entanto, a
presenca dos VCGs 0120/15 e 0129/11 indica a existéncia da raca STR4 no pais
(PIOETZ, 2006; LOPES, 2018).

O Fusarium. oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith) Snyder & Hansen —
(Foc) € um fungo mitospérico pertencente ao filo Ascomycota, classe
Ascomycetes, ordemHypocreales e familia Tuberculariaceae, sendo 0 mesmo
subdividido em secdes conhecidas como formae specialis (f. sp.) e racas
fisiologicas com isolados patogénicos morfologicamente semelhantes, porem
diferenciam-se por ser especifico ao infectar espécies hospedeiras distintas
(COSTA et al.,, 2014; STAVER et al.,, 2020). Sua reproducdo é de forma
assexuada, tendo como esporos de reproducao os macroconidios, microconidios
e clamiddésporos, sendo este ultimo, estruturas de resisténcia e sobrevivéncia do
fungo. J& sua reproducdo de forma sexuada ainda é um mistério. (DITA et
al.,2018; SMITH, 2008). Por meio dos clamiddsporos esse patdgeno sobrevive
no solo por muitos anos mesmo na auséncia do seu hospedeiro (CHEN et
al.,2019; DITA, 2018; GONCALVES, 2019).

A variacado patogénica do Foc divide-se em 3 ragas, a citar: raca 1 que €
considerada endémica no Brasil e afeta a cultivar '‘Gros Michel' (AAA), além das
cultivares do subgrupo Prata e Macd, a raca 2 que afeta cultivares do subgrupo
Bluggoe, além das cultivares suscetiveis a raca 1, e por fim, a raca 4, sendo esta
a mais destrutiva, por afetar todas as cultivares comerciais conhecidas até o
momento (PLOETZ, 2006; DALY; WALDUCK, 2006; CHEN et al.,, 2019). O
Foc RAT afeta Cavendish em condi¢Oes tropicais (R4T) e subtropicais (STR4),
e ja foi identificado em regies da Asia, Africa e Australia, além das regides da
América latina e Caribe, Venezuela, Peru e Colémbia (BUDDENHAGEN,2009;
PLOETZ, 2015; GARCIA et al.,2020; BATISTA et al., 2022; MARTINEZ et al.,
2023). Ja os isolados de Foc ST4 causa doenca em cultivares do tipo Cavendish
nos subtdpicos quando ha fatores predisponentes, tais como extremos de
temperatura, déficit hidrico ou alagamentos (BUDDENHAGEN,2009; BATISTA et
al., 2022;).

A forma mais comum de contaminacdo por Foc € por meio das raizes em
contato com esporos liberados por plantas contaminadas, presentes no solo ou
por uso de material contaminado (ZHANG et al., 2018). Conidios e hifas podem
ser vistosaderidos as raizes, podem crescer ao longo dos sulcos nas juncoes
entre as células epidérmicas radiculares e colonizar as superficies secundarias
ou terciarias, alcancando posteriormente o xilema, onde ocorre abundante
esporulagdo (DITA et al., 2018). Quando o fungo est4 alojado é realizada o
processo de colonizacdo do feixevascular, impedindo a passagem de agua e
nutrientes, causando um desequilibrio nodesenvolvimento das plantas. Apés a
colonizagdo do xilema, surge os sintomas da murcha foliar, rachaduras no
pseudocaule e amarelecimento das folhas levando a planta a morte (MOORE et
al., 2001; ZUO et al.,2018). A disseminacdo do Fusarium ocorre com maior
frequéncia por meio do transporte de mudas contaminadas, aguas de
inundacdes, nematoides e broca do rizoma que colaboram para a incidéncia da
doenca (GARCIA; COSTA, 2000; DITA et al., 2018).
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Por muitos anos o Foc R4T esteve restrito a regido sudeste do continente
asiatico, mais a partir de 2010 o fungo tem atingido outros paises ao sul, sudeste
e oeste do continente. Um fator de grande preocupacéo, devido ao conhecimento
limitado em relacdo a essa doenca, é a susceptibilidade das cultivares do
subgrupo Cavendish, principal subgrupo destinado a exportacéo, além de afetar
outras cultivares de bananas que representam 80% da producéo (DITA et al.,
2018, ZHANGet al., 2018). Destaca-se que R4T € considerada uma praga
quarentenaria pelo Ministério da Agricultura e Pecuéria brasileiro pois, até julho
de 2023, nao foi relatadano Brasil (GONCALVES et al., 2019; ROCHA et al.,
2020).

De acordo com os dados disponiveis, 0 Foc R4T tem causado impacto
significativo em regides endémicas e em paises que nao implementaram medidas
sanitarias eficazes para prevencdo, estimando-se que ja tenha afetado
Milhares de ha ao redor do mundo. Nas Filipinas, especificamente, acredita-se
gue maisde 15.000 ha tenham sido perdidos, sendo que cerca de 73,3% destes
pertencem a pequenos agricultores (MARTINEZ, 2023).

2.2. Mecanismos de resisténcia de plantas a patdgenos

As plantas sdo constantemente expostas a estresses abioticos, tais como
condi¢cdes ambientais desfavoraveis e bidticos, como a exposicdo de agentes
patogénicos. Diversos estudos sdo desenvolvidos buscando identificar as
caracteristicas que possibilitam as plantas se defenderem e diminuir as infec¢des
produzidas por patdgenos (ORDENANA, 2002).

A influéncia de fatores bidticos e abibticos causam alguns processos nas
células vegetais, como percepcao e transducao de sinais de acfes realizadas por
portadores secundarios direta ou indiretamente pela proteina-g, possibilitando
posteriormente a traducdo desses sinais, acionando genes que possibilitam a
sintesede proteina e conduzindo a ativacdo dos chamados mecanismos de
defesa e logo, a resisténcia da planta (DEMOSTHENES, et al.,, 2011;
GONCALVES et al., 2019). A depender do conteudo genético de cada organismo,
€ possivel que aconteca diversasassociacdes entre plantas e patdgenos, onde as
plantas em condi¢fes naturais estdoem contato com uma grande diversidade de
organismos (ORDENANA, 2002).

No processo resisténcia, as planta e patégenos tém formado interacdes
competitivas. Nas plantas, alguns mecanismos sao ativados e caracterizados
como preé-existentes ou pré-formados, como as barreiras fisicas e quimicas que
impedem aentrada dos patégeneos, e poés-formados, que sé sao induzidos
mediante a invasao ereconhecimento dos agentes patogénicos (MEDEIROS et
al., 2005; MARQUES,2015).

A primeira linha de defesa é definida como PAMP-triggered immunity (PTI),
onde as plantas detectam padr6es moleculares associado a patdégenos, por meio
de receptores, responsaveis por desencadear a defesa basal ou ndo-hospedeira
PTI, ondeas plantas reconhecem padrdes moleculares associados a patégenos.
Esses padrbes sdo reconhecidos como efetores e séo reconhecidos por
receptores localizados na superficie da membrana celular ou interior da célula,
gue desencadeiam uma cascatade sinalizacao ativando as respostas de defesa. A
segunda linha de defesa é chamada
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de effector-triggered immunity (ETI) ou resisténcia especifica do hospedeiro,
caracterizada pela defesa a partir de proteinas R, (PR) para ativar a imunidade
desencadeada por efetores (FLOR, 1971; DEYOUNG, 2006; BARROS et
al.,2010; MARQUES 2015; ZUO, 2019).

Apos ativacdo dos processos de PTI e ETIl, ambos compartilham vias de
sinalizacado semelhantes, como espessamento da parede celular, alteracbes nos
niveis de calcio no citoplasma, producdo de espécies reativas de oxigénio e
cascata de sinalizacao via quinases, por meio de mensageiros secundarios como
acido salicilico (SA), acido jasmoénico (JA) e etileno (ET), por meio de Proteinas-
G de formadireta ou indireta e ao final ocorre a traducéo desses sinais permitindo
a conversdo dos sinais em respostas celulares especificas, resultando na
ativacdo de genes de defesa e consequentemente na resisténcia sistémica
adquirida ou induzida (DEYOUNG, 2006; HE et al.,, 2007; COSTA 2013;
GONCALVES et al., 2019).

Os Genes R sédo responsaveis por conferir resisténcia a varios tipos de
patégenos, incluindo fungos, eles codificam proteinas similares com dominios
NB- LRR nucleotidios que possuem dominios: C e N-terminal reponsavel por
reconhecer o patdégeno e ativar um padrao de transducao de sinal importante na
resposta de resisténcia, respectivamente, os processos de PTI e ETI induzem
reacdes um pouco semelhantes (DEYOUNG, 2006; HE et al., 2007; COSTA
2013; ZUO et al., 2019; LI
et al.,2020).

Varios mecanismos estdo ligados ao processo de interacdo planta x
patdbgeno, como a producdo de compostos antimicrobianos, alteracfes
morfoldgicas e bioquimicas. Os mecanismos de defesa do hospedeiro podem ser
divididos em estruturais e bioquimicos, pré-formados e induzidos (p6s- formados)
(MARQUES 2015). Mecanismos estruturais estdo presentes nas plantas
independente da presenca do patdgeno, 0s mecanismos bioquimicos sao
substancias capazes de inibiro desenvolvimento do patégeno ou gerar condicdes
adversas para a sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro. Mecanismos
estruturais pré-formados podem ser exemplificados pela espessura da parede
celular, espessura da cuticula, e presenca de cera. Ja o estrutural pés formados
apo6s desencadeados formam a camada de absisdo, camada de cortica, tiloses,
calose, entre outros (MEDEIROS et al., 2003; BARROS et al.,2010).

Mecanismos de defesa bioquimicos pré-existente podem ser
representados por substancias presentes no hospedeiro independente da
presenca do patdgeno como os fendis, alcaldides glicosidicos, lactonas
insaturadas, glicosideos fendlicos e cianogénicos, inibidores proteicos, quitinases
e B-1,3 glucanases. Mecanismos bioquimicos induziveis sao as substancias que
surgem no hospedeiro apdés o contato com o patdgeno, como fitoalexinas,
proteinas relacionadas a patogénese,espécies reativas de oxigénio,entre outros
(MICHEREFF 200; MEDEIROS et al., 2005).

2.3.Melhoramento genético da cultura da bananeira

Inicialmente as pesquisa visando o melhoramento genético de bananeiras
se deu na década de 1922 em Trinidad em decorréncia da incidéncia da murcha
de Fusarium que dizimou planta¢des de ‘Gros Michel’, na América Central € na

16



Jamaicadevidio ao Focraca 1 (SILVA etal., 1998). Assim, a utilizacdo de cultivares
resistentes,seja pela selecéo dentro dos recursos genéticos existentes, seja pela
geracdo de novas cultivares por hibridacdo, tem se mostrado a medida de
controle mais eficiente(AMORIM et al., 2011).

Centros de pesquisa pelo mundo, como a Fundacién Hondureiia de
Investigacion Agricola (FHIA), localizada em Honduras; Centre Africain de
Recherches sur Bananiers et Plantains (CARBAP) nos Camardes; International
Institute of Tropical Agriculture (IITA) na Nigéria e Uganda; Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria(EMBRAPA) no Brasil; National Banana Research Center
(NCRB) na india; National Research Organization (NARO) em Uganda; e Centre
de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le
Développement (CIRAD) na Franca, trabalham nabusca por cultivares resistentes
utilizando-se de avaliacbes morfoagronomicas em materiais resistentes
presentes em bancos de germoplasma (LI et al.,2014; LI et al., 2015;
THANGAVELU et al., 2021; 2022; ZHAN et al., 2022; ROCHA et al., 2022).

O programa de melhoramento da Embrapa Mandioca e Fruticultura teve inicio
a partir de 1983, pelo doutor Kenneth Shepherd responsavel por realizar estudos
em areas de Musa ssp. e coletas de germoplasma; produto de coletas nacionais
e internacionais. Apos esse periodo a Embrapa desenvolveu inumeras
variedades utilizadas atualmente pelos agricultores brasileiros como a BRS
Caprichosa, BRS Japira, BRS Pacovan Ken, BRS Preciosa, BRS Tropical, BRS
Platina, recomenda-seainda a BRS Pelipita, Fhia-1 e BRS Thap Maeo (Mysore),
todas atraves do desenvolvimento de hibridizacdes e a maioria resistentes ou
moderadamente resistentes a murcha de Fusarium (AMORIM et al., 2016). As
culltivares ‘Prata An&’ e‘Pacovan’, que séo as cultivares mais utilizadas pelos
agricultores brasileiros tambémforam desenvolvidas pela Embrapa em parceria
com a Epagri (ALVES et al., 1985).

O Banco de Germoplasma Ativo de Bananeira da Embrapa compreende
323acessos que inclui valiosas fontes de resisténcias as principais doencas da
bananeiraalém de caracteristicas de importancia agronémicas. O banco de
germoplasma estd em uso e atende as demandas dos programas de
melhoramento genético dabananeira, além disso as atividades de coleta,
caracterizacdo e manutencdo sadoindispensaveis para preservar e aumentar a
variabilidade genética existente. Umpasso importante para o desenvolvimento de
novas variedades melhoradas é aidentificagdo de fontes de resisténcias (SILVA
et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018). Oprograma utiliza diferentes métodos para o
desenvolvimento de cultivares, bem como cruzamento de triploides com
diploides selvagens ou melhorados; cruzamento detetraploides com diploides
selvagens ou melhorados; duplicacdo de cromossomos dediploides superiores; e
inducdo de mutacéo (SILVA et al., 2013; AMORIM et al., 2016).0 processo de
melhoramento da bananeira é bastante complexo e pode levar bastante tempo
para ser concluido. Diversos fatores, como ploidia, frutos com baixaou nenhuma
producéo de sementes e a duracao do ciclo de cultivo, tornam essa tarefaainda
mais desafiadora. Para identificar cultivares resistentes, a primeira estratégia €
realizar uma selecéo cuidadosa a partir dos recursos genéticos ja disponiveis
em cole¢cdes de germoplasmas. (SILVA et al., 2013; GONCALVES., 2019).

Uma estrategia promissora desenvolvida pelos programas de
melhoramento debananeira tém sido a geracéo de hibridos tetraploides, obtidos
por meio de cruzamentos entre cultivares triploides e diploides melhorados ou
selvagens, que apresentam caracteristicas de interesse, como porte reduzido,
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resisténcia a pragas edoencas, qualidade fisico-quimica dos frutos; além da
geracdo de triploides secundarios a partir do cruzamento entre tetraploides e
diploides (ALVES et al., 1985;SILVA et al., 2013).

A triagem de diploides como estimativa da variabilidade genética
disponivel para o melhoramento séo informacgdes importantes, tanto na selecéo
de progenitorespara cruzamentos entre genotipos divergentes visando explorar
a heterose e desenvolver novos dipléides melhorados, bem como para o
cruzamento destes com triploides, visando a obtencdo de novos hibridos
tetraploides de banana (SILVA et al.,2013; AMORIM et al., 2009).

A Embrapa desenvolve cruzamentos com cultivares comerciais a partir de
hibridos diploides como parentais masculinos (doadores de podlen) em
cruzamentos com cultivares comerciais (utilizadas como maes). Os diploides
utilizados apresentam resistencia a pragas como Sigatoka amarela e a murcha
de Fusarium e alguns a Sigatoka-negra (AMORIM et al., 2013). Um conjunto de
bananas silvestres e cultivadas foram descritas conferindo diferentes niveis de
resisténcia & Raca 1 e TR4(GARCIA-BASTIDAS 2019; AHMAD et al.,2020).
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Resposta de diploides melhorados de bananeira na presenca de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, racas 1 e subtropical 4, em casa
de vegetacéo
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CAPITULO 1: Resposta de diploides melhorados de bananeira na presenca
de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, ragas 1 e subtropical 4, em casa de
vegetacao

RESUMO. A banana é um dos alimentos mais consumidos no mundo e uma das
commodities agricolas mais importantes para a economia mundial. No entanto, a
incidéncia do fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) € uma séria
ameaca para a producao da fruta. O desenvolvimento de cultivares resistentes,
por meio do melhoramento genético, € uma das estratégias mais eficazes para o
controle dessa doenca. Assim, este estudo objetivou avaliar 24 diploides
melhorados de bananeira desenvolvidos pela Embrapa quanto a resisténcia a
Foc raca subtropical 4 (ST4) e Foc raga 1 (R1), em casa de vegetacdo, mediante
inoculacao artificial. Aos 90 dias ap0s a inoculacao foi utilizada uma escala para
sintomas internos e 0s genaotipos foram categorizados de altamente resistentes a
altamente suscetiveis. O diploide M53foi considerado altamente resistente a Foc
R1 e resistente a Foc ST4. Apenas o diploide CNPMF 0534 mostrou resisténcia
completa a R1 e ST4, sendo que aresisténcia a esse Ultimo parece estar
associada a penetracdo. Assim, os resultados aqui discutidos podem contribuir
para o programa de melhoramento da bananeira e platanos da EMBRAPA visto
gue os diploides selecionados podem ser utilizados em cruzamentos com
cultivares comerciais para a obtencdo de novos genotipos resistentes a Foc.

Palavras chaves: Musa spp; resisténcia genética; murcha de Fusarium.
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CHAPTER 1: Behavior of improved banana diploids against Fusarium
oxysporum f. sp. cubense races 1 and Subtropical 4 in a greenhouse

SUMMARY. Banana is one of the most consumed foods in the world and one of
the most important agricultural commodities for the world economy. However, the
incidence of Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) is a serious threat to fruit
production. The development of resistant cultivars, through genetic improvement,
is one of the most effective strategies for controlling this disease. Thus, this study
aimedto evaluate 24 improved banana diploids developed by Embrapa for
resistance to Focsubtropical race 4 (ST4) and Foc race 1 (R1), in a greenhouse,
through artificial inoculation. At 90 days after inoculation, a scale for internal
symptoms was used and genotypes were categorized from highly resistant to
highly susceptible. The diploid M53 was found to be highly resistant to Foc R1
and resistant to Foc ST4. Only the diploid CNPMF 0534 showed complete
resistance to R1 and ST4, and resistance to the latter seems to be associated
with penetration. Thus, the results discussed here may contribute to EMBRAPA's
banana and plantain breeding program, as selected diploids can be used in
crosses with commercial cultivars to obtain new genotypes resistant to Foc.

Keywords: Musa spp; genetic resistance; Fusarium wilt.
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1. INTRODUCAO

Bananas e platanos (Musa spp.) sdo cultivados em mais de 150 paises
tropicais e subtropicais e exercem um papel importante principalmente na
economia dos paises em desenvolvimento (FAOSTAT, 2023). O cultivo de
bananas é considerado um dos lideres na produc¢do agricola mundial, sendo a
india o maior produtor, seguido da China, Indonésia e Brasil (FAOSTAT, 2023).
Um dos principais fatores limitantes a producédo de bananas e platanos € a
murcha de Fusarium, (PLOETZ et a., 2015; MINTOFF et al., 2021;). A doenca é
causada por Fusarium oxysporum f. sp. cubense(Foc), um fungo habitante de
solo capaz de colonizar as plantas e leva-las a morte, adotando caminhos
complexos para suprimir as defesas das plantas (PLOETZ, 2006;CHEN et al.,
2019).

Os isolados de Foc patogénicos a bananeira estdo inclusos dentro da
formaspecialis (f. sp.) cubense, esses sao divididos em trés ragas com base
em suacapacidade de infectar diferentes cultivares (PLOETZ,2015; CHEN et
al.,2019,). Araca 1 (R1) afeta cultivares dos subgrupos Gros Michel (AAA) e
Macd; a raca 2 (R2)tem como alvo cultivares do subgrupo Figo; e a raca 4 (R4)
afeta todas as cultivaresdo subgrupo Cavendish (AAA) e todas as cultivares
suscetiveis a R1 e a raca 2(PLOETZ, 2006; DITA et al., 2018; ROCHA et al.,
2020). A raca 4 foi subdividida emraca tropical 4 (TR4) e raca subtropical 4 (ST4).
TR4 afeta Cavendish em condicbestropicais e subtropicais; ja os isolados de
Foc ST4 causam doenga em cultivaresCavendish nos subtropicos quando ha
fatores predisponentes, tais como extremos detemperatura ou estresse hidrico
(BATISTA et al., 2022; BUDDENHAGEN, 2009). Asvariantes ST4 e TR4 podem
ser distinguidas pelos grupos de contabilidade vegetativa(VCGs). Entre os 24
VCGs conhecidos de Foc, os VCGs 0120, 01201, 01202, 01209,01210, 01211,
01215, e 0120/15 estdo associados ao Foc ST4; jaA em relacdo a FOcTR4, apenas
0 VCG 01213/16 foi descrito (BUDDENHAGEN, 2009; DITA et al., 2018).

O Foc TR4 é uma séria ameaca ao cultivo de bananas e platanos nas
diversasareas pelo mundo, além de ser amplamente disperso pelas regides da
Asia, Africa e Austrélia, tem se espalhado pelas areas de cultivo das regides da
América Latina e Caribe, incluindo Venezuela, Peru e Colémbia (PLOETZ, 2015;
GARCIA et al., 2020;MARTINEZ et al., 2023). Com essa ameaca, as pesquisas
tomaram novos rumos, e os dados de prejuizos a bananicultura causados
levaram a uma inquietacdo mundial e & busca por novas pesquisas com base em
dados epidemioldgicos, genéticos e de

manejo, tendo em vista que atualmente ndo ha uma cultivar com um nivel de
resisténcia desejavel que possa substituir as cultivares do subgrupo Cavendish
(PLOETZ, 2015; ZHENG et al., 2018; DITA et al., 2018; ROCHA et al., 2022). Por
isso,programas de melhoramento genético estdo em busca de solucdes para
reduzir os impactos da murcha de Fusarium, bem como de pragas e estresses
abidticos na cultura da bananeira (LI et al., 2015b; FERREIRA et al 2023).
Centros de pesquisa pelo mundo, como a Fundacion Hondureiia de
Investigacion Agricola (FHIA), localizada em Honduras; Centre Africain de
Recherches sur Bananiers et Plantains (CARBAP), nos Camardes; International
Institute of Tropical Agriculture (1ITA), na Nigéria e Uganda; Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria(EMBRAPA), no Brasil; National Banana Research Center
(NCRB), na india; NationalResearch Organization (NARO) em Uganda; e Centre
de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le
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Développement (CIRAD), na Franca, trabalham na busca por cultivares
resistentes (ROCHA et al., 2022).

Nas pesquisas com Foc TR4, foi identificado que a predominancia de
gendtiposresistentes esta associada aos genomas diploide. Esses resultados
indicam que, até o momento, as fontes de resisténcia ao Foc TR4 séo
majoritariamente compostas pordiploides selvagens ou melhorados que ainda
nao foram utilizados no desenvolvimento de cultivares comerciais via hibridacéo,
diferentemente do Foc R1, que apresenta um amplo painel de cultivares
resistentes disponiveis (ROCHA et al., 2022a). A fim de aumentar a diversidade
genética das cultivares de bananeira e alcancar a resisténcia a murcha de
Fusarium, pesquisadores em todo o mundo tém coletado germoplasma, inclusive
de parentes silvestres. Embora muitos acessos tenham sido avaliados em casa
de vegetacdo e no campo, a avaliacdo da resisténciaa Foc TR4 em um grande
namero de gendtipos de bananeira € bastante limitada (LI et al., 2015; ZUO et al.,
2018).

A Embrapa utiliza diploides melhorados como progenitores masculinos em
cruzamentos com cultivares comerciais para desenvolver hibridos. Esses
diploides séo desenvolvidos a partir do cruzamento entre diferentes diploides
selvagens, que sao resistentes a diversas doencas as principais doencas que
aftam o cultio de banas
, como Sigatoka-amarela, Sigatoka-negra e a murcha de Fusarium, além de
possuirem outras caracteristicas agrondmicas de interesse para o melhoramento
(AMORIM et al., 2013). Alguns parentais dos diploides melhorados desenvolvidos
pelaEmbrapa tem como parentais os diploides selvagens Malaccensis, Tjau
Lagada,Calcutta 4, e Tuu Gia, todos resistentes a Foc R1 e Sigatoka-negra
(GONCALVES etal., 2019). Nas pesquisas com Foc R4T, os parentais Calcutta
4 e Tuu Gia foram considerados recursos valiosos de genes de resisténcia. Esses
parentais podem ser op¢des para melhoramento de bananeiras e para o estudo
dos mecanismos de resisténcia a murcha de Fusarium (ZUO et al. 2018; CHEN
et al. 2019; ROCHA et al.2022a).

Considerando que os diploides melhorados tem papel chave no
desenvolvimento de hibridos comerciais de bananeira, o presente estudo teve
como objetivo avaliar o comportamento de 24 diploides melhorados combinando
analises de sintomatologia apds inoculagcdes com Foc R1 e ST4, em casa de
vegetacdo, e por meio da avaliacbes histoquimicas e histologicas para
identificacdo de respostas de defesa das plantas x patégeno.

2. Material e Métodos
2.1Localizacao

A pesquisa foi conduzido sob condicdes de casa de vegetacdo na
Embrapa Mandioca e Fruticultura no municipio de Cruz das Almas. De clima
tropical quente umido, segundo a classificacdo de Képpen, com temperatura média
anual de 24,5 - C, umidade relativa de 80% e precipitacdo média anual de 1250
mm (AGRITEMPO, 2021).

2.2 Cepas de Fusarium
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Os isolados pertencentes a R1 e ST4 identificados na colec¢éo biolégica do
Laboratorio de Fitopatologia da EMBRAPA, definidos respectivamente como Foc
0801e Foc 218A foram selecionados para este estudo. O Foc 0801 é utilizado
como padrdopara R1, servindo como base para realizacao de estudos (Rocha et
al., 2022b). O isolado 218A foi coletado no estado de Sao Paulo, causando
sintomas na cultivar Nanica (Cavendish), e em estudos anteriores foi
caracterizado como pertencente ao VCG 0120, classificado como um isolado de
Foc ST4 (BATISTA et al., 2022).

Os isolados de Foc R1 e ST4 foram multiplicados a partir de culturas em placas
contendo agar batata dextrose (BDA) incubado em BODs com temperatura de 25

‘Ce fotoperiodo de 12 h. Apos o crescimento da coldnia foi preparado o meio de
cultivo composto por 20 ml de suspensédo de esporos e 500 g de arroz
autoclavado. O meio de cultivo foi incubado sob as mesmas condi¢cbes das
placas. Apos 20 dias, uma diluicdo em série do arroz infestado foi preparada e as
unidades formadoras de colénia(UFC) contadas a fim de ajustar a concentracdo e
verificar a viabilidade de esporos. AsUFCs foram contadas usando a camara de

Neubauer e concentracdo ajustada para 106 CFU/g de substrato (MADIGAN et
al., 2016; FERREIRA et al., 2020;).

2.3 Materiais vegetais e crescimento

Foram utilizados diploides melhorados desenvolvidos pela Embrapa,
excecao apenas para SH 3362 e SH 3263 criados pela FHIA em Honduras e M53
na Jamaica. As plantas enraizadas foram transferidas para tubos contendo
substrato e aclimatadasem casa de vegetacao por 30 a 45 dias até atingirem
aproximadamente 15 cm de altura. Vinte e quatro diploides melhorados com
genoma AA foram utilizados, além da cultivar Macéd, que foi avaliada como
testemunha. Foi conduzido o experimento em delineamento inteiramente
casualizado com dez repeti¢cdes por gendtipo. Informacbessobre cada gendtipo
encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1 Diploides melhorados de bananeira avaliados contra Fusarium
oxysporum f.sp. cubense raca Subtropical 4 e raca 1 em casa de vegetacao.

Gendétipo Genealogia
M53 [(Malaccensis — Kedah x banksii- Samoa)] x [(Paka x

Banksii - Samoa)]

001016-01 Borneo x Guyod

013004-04 Malaccensis x Madang

013018-01 Malaccensis x Sinwobogi

013018-02 Malaccensis x Sinwobogi

042085-02 M53 x [(Madu x Calcutta 4)]

050012-02 M61 x Lidi

058054-03 [(Calcutta 4 x Pahang)] x [(Borneo x Madang)]

086094-20 [(Calcutta 4 x Galeo)] x SH3263

SH3263 -
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SH3362 -

013019-01 Malaccensis x Tjau Lagada

CNPMF [(M61 x Pisang Lilin)] x [(Malaccensis x Tjau Lagada)]
0557

CNPMF [(M61 x Pisang Lilin)] x [(Terrinha x Calcutta 4)]
0496

CNPMF [(Calcutta 4 x Madang)] x [(Borneo x Guyod)]
0536

CNPMF [(SH3263)] x [(Malaccensis x Sinwobogi)]
0542

CNPMF [(M53 x Madu) x Madu)] x SH3263
0612

CNPMF [(Malaccensis x Madang)] x [(Tuugia x Calcutta 4)]
0731

CNPMF [(Borneo x Guyod)] x [(Borneo x Guyod) x SH3263]
0998

CNPMF [(Malaccensis x Sinwobogi)] x [(Calcutta 4 x Heva)]
1323

CNPMF [(M61 x Pisang Lilin)] x [(M53 x Kumburgh)
0513

CNPMF Self-fertilization (wild diploid Tambi)
0519

CNPMF [(Calcutta 4 x Madang)] x [(Borneo x Guyod)]
0534

CNPMF [(Borneo x Guyod) x (Tuugia x Calcutta 4)] x [(Khai x (Calcutta
0993 4 x Madang)]
Maca -

2.3 Inoculagao de plantas

As plantas foram aclimatizadas em bandejas com substrato composto de
fibrade coco. Apds completar 40 dias de aclimatizacdo em casa de vegetacao, as
plantas foram transferidas para vasos com capacidade de 3L, onde foram
aclimatadas por 15dias até ser realizada a inoculacéo. Para realizar a inoculacao

das mudas com Foc R1, utilizou-se o arroz infestado na concentragdo de 106
CFUlg, aplicando-se 40 g distribuidos em quatro orificios em volta das plantas.
Para a infestacdo com o isoladode Foc ST4 utilizamos caixas de polietileno (0,54
m de altura e 0,75 m de diametro debase e 1,25 m de raio) com capacidade para
310 L completas com solo autoclavado.Esse solo foi infestado com o indculo
previamente preparado e as mudas ja aclimatadas foram plantadas.

2.4 Avaliagao dos sintomas

Os sintomas internos foram avaliados 90 dias apos a infestagéo (DAI). As
medidas associadas com os sintomas internos foram realizadas a partir do corte
transversal do rizoma e obseracdo da descoloracédo do rizoma de acordo com a
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escalaproposta por Dita (2014), correspondente as seguintes notas: 1. Sem
sintomas; 2: Descoloragdo inicial do rizoma; 3: Ligeira descolorac¢ao do rizoma ao
longo de todo osistema vascular; 4: Rizoma com a maioria dos tecidos internos
apresentando necrose; 5: Rizoma totalmente necrético (DITA et al., 2014). A
partir dos dados obtidos, foi estimado o indice de severidade da doenca (ID),
baseada na férmula descrita por Mckinney (1923), sendo:

ID =[ > (nota da doenga x numero de plantas com a nota) x 100 ] (numero
de plantas avaliadas por genoétipo x maior nota adotada na escala)

Os sintomas foram expressos pela média das notas em cada nivel de
pontuacéo e o desvio padrdo. Para classificar os genotipos em diferentes classes
de resisténcia foi utilizado uma adaptacdo da classificacao feita por Chen et. al.
(2019) que utilizou uma escala de notas quantitativa em suas avaliacdes. Como
em nossos dados foi utilizada uma escala de notas qualitativa, a classificacéo foi a
seguinte: notas 1. altamente resistente; nota 1-2: resistente; notas 2-3:
moderadamente resistente; notas 3-4: suscetivel; notas 4-5: altamente suscetivel.

Utilizando os indices de sintomas internos (IDs) foi realizada uma analise
de agrupamento hierarquico dos genotipos baseada em um mapa de calor que
produz uma interpretacdo grafica onde os dados referentes a cada gendétipo séo
representados por cores; sendo tons de verde associados a niveis de resisténcia
e osde vermelho indicando suscetibilidade. O pacote estatistico utilizado para as
analisesfoi gplots, no software R (R Core Development Team, 2016).

Utilizando o pacote “Performance Analytics” no R, uma analise de
correlacdo de Pearson foi realizada entre os IDs relacionados a Foc R1, Foc ST4
e entre a médiados IDs de ambas as racas.

2.5 Analises histoldgicas e histoquimicas
2.5.1 Clareamento e coloragdo de estruturas fungicas em raiz

Ao completar 90 DAI, as plantas foram avaliadas e delas foram coletados
fragmentos de raizes que foram imediatamente imersos em solucdo de FAA
(formaldeido-acido acético-alcool). A andlise de clarificacdo e a coloracao das
raizes para avaliar a presenca de estruturas fungicas foi realizada de acordo com
um método descrito por Phillips (1970) com modificacbes. Para realizar a
clarificacdo, as raizes foram imersas em solucdo de KOH 10% (hidroxido de
potassio) a temperaturaambiente por 48 horas e depois transferidas para uma
solucdo de HCI 1% por 30 min.ApoOs o descarte da solucdo, esses fragmentos
foram corados em corante azul de Trypan em solucéo a 0,05% lactoglicerol (acido
latico 2:1:1: glicerol: agua) por lhora.Apoés a coloragéo e retirada do excesso de
corante, as laminas foram preparadas e osfragmentos microfotografados em
microscoépio de luz (Olympus Latin America Inc., Téquio, Japao).

2.5.2 Analise Histoquimica

Aos 90 DAI pequenos fragmentos de raizes (1-2 cm) foram coletados e
imersos na solugdo Karnovsky (KARNOVSKY, 1995). Os fragmentos
permaneceram na solugdo Karnovsky por 48h; posteriormente foram
desidratadas em série etilica de etanol crescente com intervalo de trés horas cada
(30-100%)). Foi realizada a infiltragdo e embloamento com historesina (hidroxietil
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metacrilato, Leica Heldelberg, Alemanha). Apos o processo de polimerizacdo da
historesina, foram obtidos cortes histologicos (8 um) em micrétomo Leitz 1516.
Foram montadas laminas com os cortese coradas com o corante (JOHANSEN et
al., 1940) azul de anilina (FOSTER, 1949) para avaliar a presenca de calose. Os
cortes histologicos foram analisados e fotografados em microscopio de
fluorescéncia B x S1 (Olympus Latin America Inc., Téquio, Jap&o).

2.5.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Foram coletadas amostras de raizes aos 90 DAI. Para iniciar o
procedimento as amostras foram desidratadas em uma série de etanol e secas
em um aparelho deponto critico (Leica EM CPD 030) usando CO2 liquido. Em
seguida, foram fixadas emum suporte metalico (stubs) com fita adesiva de
carbono de dupla face e metalizadascom ouro em um dispositivo JEOL Smart
Coater DII-29010SCTR. Apdés a metalizacdo foram retiradas micrografias,
realizadas com microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-6390LV no
laboratorio de microscopia eletrénica do Instituto Goncalo Moniz, FIOCRUZ,
Salvador - BA.

3. RESULTADOS
3.1. Triagem para resisténcia a Foc R1

Ao final de trés meses poés inoculagcdo, e com base no corte do
pseudocaule préximo ao rizoma, foram classificados os genétipos considerando
a presenca de sintomas tipicos de Foc R1, onde os diploides melhorados 013004-
04, M53, 050012-02, SH3263, SH3362, 013019-01, CNPMF 0496, CNPMF
0513, CNPMF 0534 apresentaram resisténcia completa a Foc, uma vez que nao
foram observadossintomas de murcha de Fusarium (Figura 1). Os diploides
melhorados 058054-03, CNPMF 0993, 001016-01, CNPMF 0542, CNPMF 0557,
CNPMF 1323, 013018-02, CNPMF 0612, CNPMF 0731, e CNPMF 0998
apresentaram algumas pontuacdes ou descoloracdo ao redor do xilema e foram
qualificados como resistentes. Na sequéncia foram identificados genétipos com
leve descoloracéo do rizoma no seu sistema vascular, sendo entéo, classificados
como moderadamente resistentes: 013018-01, CNPMF 0536, 042085-02,
086094-20, e CNPMF 0519.

Apenas a testemunha, representada pela cultivar Macéd, apresentou
rizoma totalmente necrotico, o que a qualifica como altamente suscetivel a Foc
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Figura 1. Resposta de diferentes diploides melhorados de bananeira a Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raca 1 em casa de vegetagdo, com base na escala de notas
proposta por Dita et al. (2014). HR: high resistant; R: resistant; MR: moderately resistant;
HS: high susceptible

3.2. Triagem para resisténcia a Foc ST4

Trés diploides melhorados, 001016-01, CNPMF 0534 e CNPMF 0536
apresentaram resisténcia completa a Foc ST4, uma vez que nao apresentaram
sintomas internos na doenca (Figura 2). Outros quatorze genoétipos foram
classificados como resistentes, por apresentarem algumas pontuacfes ou
descoloracao ao redor do xilema. Os diploides 013004-04, 013018-01, CNPMF
0612 e 013018-02, 042085-02, apresentaram leva descoloragéo do rizoma junto
de todo o sistema vascular e foram classificados como moderadamente
resistentes.

Em relacdo a suscetibilidade a Foc ST4, os diploides 086094-20 e CNPMF
0519 foram suscetiveis, ja a cultivar Macéa altamente suscetivel, com base na
escala de notas adotada na avaliacao.

33



(%]

001016-01

L CNPMF 0534
CNPMF 0536 I
CNPMF 0557
CNPMF 0406 TR
CNPMF 0731 R
chPvE ooos R

MACH

MEAN SCORE OF INTERNALSYMPTOME
= — ] (%) Y

Mz
050012-02 R
sHEzez IR
01z019-01 R
sHazez IR

CWNPMF 0513 I —

CNPMF 99 RS

CNPMF 0542 RS —

CNPMF 1222 I
058054-02 RS —
013004-04 IS
01z015-01

= cnevF os12 I
01z0158-02
042085-02 IS
086094-20 NG

CNPMF 0519 I

el

5 |HS

Figura 2. Resposta de diferentes diploides melhorados de bananeira a Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raca subtropical 4 em casa de vegetacdo, com base na escala
de notas proposta por Dita et al. (2014). HR: high resistant; R: resistant; MR: moderately
resistant; S: susceptible; HS: high susceptible.

3.3. Analise de agrupamento entre os diploides para as respostas induzidas por
FocR1 e Foc ST4

A analise de agrupamento explanado através do mapa de calor,
considerandoos indices de doenca estimados por genétipo nas avaliages para
resisténcia a Foc R1 e Foc ST4 estdo apresentados na Figura 3. Apenas o
diploide melhorado CNPMF0534 apresentou alta resisténcia tanto a Foc R1 como
ST4; os gendtipos M53, 050012-02, SH3362, 013019-01, CNPMF 0496,
SH3263, CNPMF 0513, 042085-02,
foram resistentes e outros treze foram classificados como moderadamente
resistentes. Os diploides 086094-20, e CNPMF 0519 agruparam-se como
suscetiveise a cultivar Maca formou grupo exclusivo como altamente suscetivel,
como ja era esperado.

Uma analise de correlacdo entre os IDs das racas individualmente e da
médiade ambas, demonstrou alta correlacdo entre a avaliacdo de Foc R1 e ST4
(0,77), entreFoc R1 e a média dos IDs (0,92) e entre o Foc ST4 e a média (0,96)
(Figura 3 B). Isso implica que o0s genoétipos avaliados possuem resposta
semelhante em relacdo a Foc R1 e ST4 e que € possivel fazer a selecéo
considerando a média dos IDs das ragas.
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Figura 3. Andlise de agrupamento entre diploides de bananeira quanto ao
comportamento na presencade Fusarium oxysporum f. sp. cubense racas 1 e subtropical
4 em casa de vegetacao (A). Andlise de correlacao de Person entre indices de sintomas
internos de Foc raca 1 (R1), Foc subtropical 4 (ST4) emédias das ragas (média) (B). HR:
high resistant; R: resistant; MR: moderately resistant; S: susceptible;HS: high susceptible.

3.4. Analises Histoldgicas e Histoquimicas

Independente do comportamento dos diploides, resistentes ou suscetiveis,
observamos a presenca de estruturas do patdgeno nas raizes da grande maioria
dosgendétipos avaliados. Destaque para o diploide melhorado CNPMF 0534,
altamente resistente, onde foram observados esporos, especificamente
microconidios de Foc R1lnas raizes, os quais também foram observados na
cultivar Maca. Por outro lado, paraFoc ST4, o referido diploide ndo apresentou
estruturas de Foc nas raizes, fato que pode ter ocorrido pela auséncia de
penetragdo do fungo ou pela invalidade em colonizar os tecidos pds penetragédo
(Figura 4).

No diploide M53 foi observada a presenca de hifas fangicas e esporos na
interacdo com Foc R1; ja em relacdao a interagdo com Foc ST4 foram vistos
apenas esporos. No diploide 001016-01, avaliado como moderadamente
resistente, foi observada a presenca de esporos e hifas nos tecidos. Na cultivar
Macé houve a presenca abundante de esporos na interacdo com ambos isolados
(Figura 4).

35



CNPMF0534 M53

FOCRI

FOC ST4

Figura 4. Clareamento e coloragédo de estruturas flngicas com corante azul Trypan em
raizes de diploides melhorados de bananeira apés infec¢do por isolados de Fusarium
oxysporum f. sp. Cubenseragas 1 e subtropical 4, 90 dias apo0s a inoculagdo. SP:
esporos; Hy: Hifas. Setas pretas indicam hifa (Hy) e esporos (SP). Foc: Fusarium
oxysporum f. sp. cubense; R1: raca 1; e ST4: raca subtropical 4.

Ao realizar a coloracdo dos tecidos radiculares com o corante azul de
anilina com o intuito de verificar a producédo de calose, foi considerado que as
amostras coma presenca do mecanismo emitiram fluorescéncia azul-branca. No
diploide CNPMF 0534 foi observada a emisséo de fluorescéncia bem acentuada
ao ser inoculado comos isolados Foc R1 e ST4 apds 90 DAI (Figura 5); assim
como também o diploide M53, avaliado como resistente, apresentou a
fluorescéncia emitida pela planta indicando a presenca de calose (Figura 5). O
diploide 001016-01 avaliado como moderadamente resistente apresentou uma
menor quantidade de emissdo de calose. A cultivar Maca, em resposta a
inoculagdo com os isolados R1 e ST4, apresentou uma leve fluorescéncia
indicando a presenca de calose mesmo que em niveis baixos.

CNPMF0534 001016-01

g 7

FOC218 A

FOC 0801

Figura 5. Secéo transversal do rizoma de diploides melhorados de bananeira em
micrografias de fluorescéncia e da cultivar Maca infestadas por duas racas de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense 90 dias ap0s inoculagédo e coradas com azul de anilina para
deteccdo de calose. A fluorescéncia branco- azul indica a presencga de calose nos
tecidos. Foc: Fusarium oxysporum f. sp. cubense; R1: raca 1; ST4: raca subtropical 4; as
setas amarelas indicam a producéo de calose.
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O estudo realizado por meio de MEV avaliou a interacdo de genotipos
considerados contrastantes em relacdo a classificacdo de suscetibilidade ou
resisténcia ao Foc R1 e ST4 em 90 DAI. Para ambos os casos, houve a percep¢ao
deuma variabilidade de estruturas e reagdes no tecido, incluindo a presencga
abundantede cristais de oxalato de calcio que variaram em quantidade e formato,
além de sinaisde obstrucdo do tecido por gomas e estruturas do fungo, como
micélio, hifas e esporos.

O diploide CNPMF 0534 avaliado como altamente resistente produziu
cristais de oxalato de célcio no tecido (Figura 7. Al), assim como gomas (Figura
7. A2) e oclusao de vasos (Figura 7. A3). No diploide M53, avaliado como
resistente, foi observado uma grande deposicao de cristais de oxalato de calcio
sobre 0s vasos, bemcomo de esporos do patdgeno sobre o tecido (Figura 7.B1.
B2). O diploide 001016- 01, avaliado como moderadamente resistente,
apresentou uma intensa infecdo pelo Foc R1, sendo possivel observar a
concentracdo de esporos nos tecidos, como também a presenca e alguns cristais
de oxalato de calcio (Figura 7. C1, C2, C3). Na cultivar Macé observou-se o
crescimento de hifas e micélio fungico e obstrucéo dos vasos condutores (Figura
7. D1, D2, D3).

&
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Figura 7. Secdes longitudinais e transversais dos cortes de raizes de diploides
melhorados de bananeira infestados por Fusarium oxysporum f. sp. cubense raca 1 (R1).
H: hifas; COC.: cristais de oxalato de célcio; MY: micélio; SP: esporos, GUMS: gomas,
OCV: ocluséo dos vasos.
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Na interacdo dos gendtipos com o Foc ST4, observou-se que o diploide
CNPMF0534 apresentou uma intensa producdo de cristais de oxalato de calcio
em formato de drusa (Figura 8. Al), além disso, ndo foram observadas
obstrucdes de vasos, apenas esporos espalhados pelo tecido que ainda estavam
em processo de germinacdo, indicando que o crescimento fangico iniciou
tardiamente, tendo em vistaque essas analises foram realizadas aos 90 DAI
(Figura 8. A2, A3). No diploide M53,classificado como resistente, foi observado
pouca oclusdo dos vasos, no entanto, onde houve o processo de oclusao foi
observado o crescimento de micélios em algunsespacos (Figura 8. B2). No
diploide 001016-01, avaliado como moderadamenteresistente, foi observado a
oclusdo dos vasos e o crescimento de hifas (Figura 8. C2)além disso, foi
observada a presenca de cristais de oxalato de célcio. Na cultivar Mac4, foi
observada a presenca de esporos, assim como a producéo de cristais de oxalato
de célcio em formato de rafide semelhante a uma agulha (Figura 8. D3), além da
deposicao de tilose (Figura 8. D1), que se caracteriza como o processo fisioldgico
deocluséo do xilema.
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Figura 8. Secdes longitudinais e transversais dos cortes de raizes de diploides
melhorados de bananeira infestadas pelo isolados de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense 90 DAP apés inoculacao (IRAS). Foc: Fusarium oxysporum f. sp. cubense; ST4:
raca subtropical 4; H: hifas; COC: cristais de oxalato de célcio; MY: micélio; SP: esporos;
TY tiloses, OCV ocluséo dos vasos.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, 24 hibridos diploides melhorados de bananeira
desenvolvidos pela Embrapa (excegcbes SH 3362, SH 3263 e M53) foram pela
primeira vez avaliadospara resisténcia a Foc R1 e ST4, em casa de vegetacao. A
classificacdo em diferentescategorias, a partir da escala de notas, propiciou a
divisdo dos diploides em altamente resistentes, resistentes, moderadamente
resistentes, suscetiveis e altamente suscetiveis. De cada categoria foi
selecionado um diploide para comparacdo por meiode analises histoldgicas e
histoquimicas, sendo eles: CNPMF 0534 (altamente resistente), M53 (resistente),
001016-01 (moderadamente resistente) e a cultivar Maca (altamente suscetivel),
utilizada como testemunha. Desses, apenas o0 hibrido diploide CNPMF 0534
apresentou resisténcia para ambas as racas, ndo apresentandoa caracteristica de
descoloracdo dos feixes vasculares no rizoma, tendo todas as 10 plantas
apresentado nota 1.

Utilizando a média das notas obtidas e o desvio padrdo de dez repetices
parao perfil de resposta dos diploides em relagéo as duas ragas, observamos que
dez gendtipos foram agrupados na categoria altamente resistente na avaliacédo
com Foc R1. Em contrapartida, apenas trés foram agrupados nessa categoria
guando avaliados para o Foc ST4 (Figuras 1 e 2). Além disso, houve diferencas
relacionadasas categorias, pois na interagdo com o Foc ST4, dois diploides foram
classificados como suscetiveis, com notas de 3 a 4, sendo que na interacdo com
Foc R1 nenhum apresentou essa classificagao.

Esses dados estdo relacionados com a conhecida viruléncia e
agressividade de isolados de ST4 em condigbes ambientais de extremos de
temperatura, como friointenso, caracteristicos de algumas regiées do Brasil
(BATISTA et al., 2022; ROCHA et al., 2022b). Além disso, esses dados reforcam
a importancia da utilizacdo de isolados de Foc apropriados na selecdo de
genotipos resistentes, bem como dos métodos que exercam a pressao de selecao
necessaria para acuracia das conclusdes sobre a resisténcia em casa de
vegetacdo para posterior anélise em campo, como realizado em outros estudos
(ZUO et al., 2018; CHEN et al., 2019; NDAYIHANZAMASO et al., 2020). Em uma
analise de agrupamento e correlagdo, utilizando os IDs estimados de Foc R1 e
de Foc ST4, demonstramos que os hibridos sdo classificados nas mesmas
categorias para ambas as racgas e que existe correlagdopositiva entre avaliacoes
dos IDs de Foc R1 e ST4, bem como da média de ambos

(Figura 3 B).

Em estudos realizados anteriormente, Goncalves et al (2019) descreveu a
capacidade de resisténcia dos diploides melhorados desenvolvidos pela
Embrapa frente a Foc R1 em condi¢cdes de campo, onde foi possivel observar
que os diploidesCNPMF 1323, CNPMF 0612 e CNPMF 0534, CNPMF 0536,
CNPMF 0998, CNPMF 0731, CNPMF 0542 apresentaram resisténcia a Foc R1,
corroborando com o0s resultados do presente trabalho. Esses diploides
melhorados tém como parentais osdiploides Calcutta 4, M53, Malaccensis, Tjau
Lagada, M61, e Tuu Gia, todos com resisténcia a raca 1 e ST4 confirmadas
(RIBEIRO et al., 2018; ZUO et al.,2018; GONCALVES et al.,2019; ROCHA et al.,
2022a).

A partir de andlises histologicas demonstramos que néo ha diferenca entre
genaotipos altamente resistentes e suscetiveis para a presenca de Foc R1 dentro
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dos tecidos apos o clareamento e coloracdo com azul de Trypan, confirmando os
dados de que a penetragédo ocorre em ambos 0s casos, e que possivelmente as
estratégiasde defesa que distinguem os gendtipos resistentes dos suscetiveis
séo apos o processo de penetracdo, o que concorda com Li et al., (2015); Rocha
et al. (2020); Ferreira et al., (2020); Rocha et al., (2022b). Diferentemente, na
interacdo com Foc ST4, foi possivel perceber diferenca no diploide CNPMF 0534
gue ndo apresentou estruturas do patdgeno no interior do tecido, fato que pode
estar associado a ausénciade penetracdo ou do avan¢o na coloniza¢do, uma vez
gue foi considerado altamente resistente. Esses dados sdo confirmados na
andlise por MEV, sendo vistos apenas cristais de oxalato de calcio no interior do
tecido e seus esporos ainda estavam em processo de germinacao nesse diploide,
indicando um retardo na infec¢ao (Figura 8 Al. e A3).

Tais descobertas foram semelhantes as obtidas em um estudo de
interacdo degendtipos com Foc ST4 para selecionar e avaliar somaclones de
bananeira resistentes. Os autores observaram que a auséncia de estruturas do
patdgeno nos tecidos radiculares sugere que os somaclones resistentes podem
ter desenvolvido barreiras fisicas e/ou quimicas para bloguear a penetracdo do
patdgeno (FERREIRAet al., 2020; REBOUCAS et al., 2021).

Em relacdo as analises por MEV, observamos que é constante a presenca
de cristais de oxalato de célcio, além disso, a quantidade e distribuicdo no tecido
pareceestar associada com gendétipos classificados como resistentes. Embora
ndo existam dados especificos de que esses cristais tenham influéncia direta
na resisténcia, foi documentado que suas formas e funcdes ja foram associadas
a mais de 215 familiasde plantas e outros dados revelam que esses cristais
desempenhem um papel importante, cuja degradacdo pode produzir espécies
reativas de oxigénio que sédo relacionadas a resposta a infec¢éo por patégenos e
a inibicao da infeccdo (NAKATA,2003; CEITA et al., 2007).

Nosso resultado é consistente com outros que mostraram cristais de
oxalato decalcio produzidos em abundancia na cultivar BRS Platina, hibrido
tetraploide de bananeira do subgrupo Prata, inoculado com Foc ST4 que podem
desempenhar papéis importantes na resisténcia (ROCHA et al., 2022b).
Ademais, consideramos importante estudos posteriores para investigar o papel
dos cristais de oxalato de calciondo s6 na resisténcia de gendtipos de bananeira
a murcha de Fusarium, mas seu papel e diferencas em gendétipos de diploides
selvagens, considerando que sédo a basepara o melhoramento genético vegetal e
fonte priméria de variabilidade genética existente nas espécies de Musa spp.

Nas analises histoquimicas, considerando que as plantas respondem ao
ataque fangico com a producado de alguns compostos quimicos, foi realizada a
avaliacdo de calose. Todos 0s genotipos apresentaram fluorescéncia indicando
a presenca desse composto, mas no diploide CNPMF 0534, identificado como
altamente resistente, foram observados altos niveis de fluorescéncia, indicando
um possivel aumento da producao nas interacdes com Foc R1 e Foc ST4 (Figura
5). Issopode ser associado ao fato de que o processo de deposigédo de calose é
induzido porvarios fatores, sobretudo os estresses bidticos e abidticos, como
ataque de patdgenos, metais pesados e ferimentos (ZAVALIEVE et al., 2010). A
formacéo de calose, géis e tiloses nos vasos infestados foi relatada em plantas
de bananeira resistentes como forma de imobilizacdo dos esporos ao redor do
local que contribuempara impedir a invasdo do patégeno durante a interacao
patégeno-hospedeiro (DONGet al., 2020; GARCIA-VELASCO et al., 2020).

Os diploides melhorados CNPMF006; 013004-04, 013018-01, 013018-02,
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013019-01, CNPMF0542, CNPMF0612, CNPMF1323 s&o resultado do
cruzamento entre diploides selvagens, como, por exemplo, os genétipos diploides
Malaccensis, Pahang, Calcutta-4, Pisang Lilin e Tuu Gia, que integram a
genealogia de alguns deles. Esses diploides foram relatados na literatura com
relacéo a resisténcia a Foc TR4 (ROCHA et al. 2022a). O diploide Malaccensis é
promissor para uso em cruzamentos com cultivares elite visando transferir os
alelos de resisténcia a Foc, uma vez que também possuem caracteristicas
relevantes para o melhoramento. Alémdisso, a resisténcia desse diploide pode
ser verificada pelo isolamento de um gene deresisténcia (R) do tipo putativo de
ligacdo a nucleotideos e repeticdo rica em leucina(NB-LRR), oriundo de Musa
acuminata ssp. Malaccensis, que ja foi utilizado emexperimentos transgénicos
(PERAZA-ECHEVERRIA et al., 2008; DALE et al., 2017). Além do diploide
Malaccensis, dez genoétipos foram considerados resistentes a murcha de
Fusarium, incluindo quatro diploides selvagens (Jaran, Birmanie, Pipit) eum
hibrido tetraploide do tipo Maca desenvolvido pela Embrapa, denominada BRS
Princesa oriunda do cruzamento entre a Yangambi N°2 (AAB) e o diploide M53
(AA).O diploide Pahang foi amplamente estudado e apresentou resisténcia
comprovada a Foc TR4 em experimentos em casa de vegetacdo e em campo
(D’HONT et al., 2012; ZUO et al., 2018; ZHANG et al., 2018). No estudo de Zuo et
al.,(2018) além desse diploide, 129 acessos contidos em banco de germoplasma
foramavaliados quanto a resisténcia ao Foc TR4 em casa de vegetacdo e
em campo,identificando os acessos DH Phang, Tuu Gia, Calcutta 4 e Borneo
como altamenteresistentes. Esses genotipos também compdem a genealogia
de alguns diploidesmelhorados avaliados neste estudo, como 013019-01,
CNPMF0557, CNPMF0496, CNPMF0731, todos caracterizados como resistentes
a Foc Rl e STA4.

O conjunto de andlises realizadas no presente estudo permite inferir que a
caracteristica de resisténcia, principalmente a Foc ST4 de alguns diploides
melhorados analisados, pode ser proveniente de parentais utilizados como seus
progenitores. Os diploides CNPMF 0534 e CNPMF 0536, considerados altamente
resistentes a Foc ST4, tém em sua genealogia o diploide Calcutta 4 e alguns
diploides agrupados como resistentes tem em sua genealogia os diploides
Malaccensis e Tuu Gia (Tabela 1). Esses parentes silvestres das bananas
comestiveis ja foram relatadoscomo recursos valiosos de genes de resisténcia a
Foc TR4 (ZUO et al., 2018; LI et al.,2020; ROCHA et al., 2022). Além disso, 0s
hibridos diploides avaliados neste estudo CNPMF 0519, CNPMF 0557 e CNPMF
0612, apresentaram resisténcia total a Sigatoka-negra e tém potencial para uso
em cruzamentos com cultivares comerciais suscetiveis, com o objetivo de
transferir alelos de resisténcia para o germoplasma comercial (GONCALVES et
al., 2019). O diploide M53, genitor em cruzamentos para gerar algumas cultivares
de interesse comercial foi avaliado como resistente a Foc R1(GONCALVES et al.,
2019; RIBEIRO et al., 2018) e outros estudos ja relataram sua resisténcia a Foc
TR4 em campo severamente infestado (BETTER BANANAS, 2018).

41



Assim, os resultados aqui discutidos podem contribuir para programas de
melhoramento de banana visto que os diploides melhorados avaliados como
resistentes tém potencial e podem ser utilizados em cruzamentos com cultivares
comerciais, sendo eles CNPMF 0519, CNPMF 0557 e CNPMF 0612 altamente
resistentes a Foc ST4 e 013004-04, M53, 050012-02, SH3263, SH3362, 013019-
01,CNPMF 0496, CNPMF 0513 e CNPMF 0534 altamente resistentes a Foc R1.
Ademaisos hibridos diploides avaliados para ambas as racas como resistentes
ou moderadamente resistentes, e que apresentaram um baixo nivel de pontuagéo
de sintomas de murcha de Fusarium, podem ser considerados com uma
resisténcia quantitativa, e muito uteis na transferéncia de alguns genes de efeito
menor, mas quesao facilmente selecionaveis, além de serem eficientes em um
sistema de cultivo baseado no manejo integrado.

5. CONCLUSOES

A triagem realizada neste estudo, para as condi¢cdes avaliadas, permitiu
selecionar os hibridos diploides CNPMF 0519, CNPMF 0557 e CNPMF 0612
altamente resistentes a Foc ST4 e 013004-04, M53, 050012-02, SH3263,
SH3362, 013019-01, CNPMF 0496, CNPMF 0513 e CNPMF 0534 altamente
resistentes a FOcR1 que ndo apresentaram sintomas de murcha de Fusarium em
casa de vegetacdo. O diploide CNPMF0534 apresenta resisténcia completa a
ambas as racas avaliadas,sendo que para o Foc ST4 a resisténcia pode ser a
inibicdo da penetracéo do fungo na planta.
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CAPITULO Il

Avaliacdo da resisténcia de gendétipos de bananeira tipo Prata e
Cavendish contra Fusarium oxysporum f. sp. cubense raga Subtropical 4
em casa de vegetacgao
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CAPITULO 2: Avaliagdo daresisténcia de gendtipos de bananeira tipo Prata
e Cavendish contra Fusarium oxysporum f. sp. cubense raca Subtropical 4
em casa de vegetacéao

RESUMO. A bananicultura € uma das atividades agricolas de maior relevancia
para osetor agricola, cultivada em muitos paises, encontra-se entre as atividades
agricolas de maior expressdo econ6mica e social. No brasil, um grande
contingente da producgéo se da pelo cultivo realizado por pequenos produtores.
As cultivares do subgrupo Prata sdo as mais difundidas no Brasil, com maior
aceitacdo no mercado interno; ja as cultivares do subgrupo Cavendish sdo mais
aceitas para exportacdo. Noentanto, doencas que acometem a producao de
bananas, como murcha de Fusarium,vem comprometendo seu cultivo. Nesse
sentido, o desenvolvimento de cultivares resistentes & murcha de Fusarium é o
foco de diversos programas de melhoramento.Assim, este estudo objetivou a
analise de genotipos de bananeira tipo Prata e Cavendish coletados em fazendas
de diferentes regiées do Brasil, para verificar a existéncia de variabilidade genética
relacionada a resisténcia a Foc ST4. Os gendétiposfaram avaliados em casa de
vegetacdo e noventa dias apds o processo de inoculagéo,por meio de escalas de
notas para avaliar sintomas internos, foram classificados como altamente
resistentes, resistentes, moderadamente resistentes, suscetiveis e altamente
suscetiveis. Entre 0s genotipos tipo Prata, o hibrido Embrapa 02 foicaracterizado
como altamete resistente e os genotipos Embrapa 03 e BGB 170, como
moderadamente resistentes. Entre 0s genotipos tipo Cavendish, o BGB 271, BGB
151,BGB 268 foram classificados como resistentes; o BGB 150 e o BGB 154
como moderadamente resistentes. Pelos resultados é possivel afirmar que existe
variabilidade quanto a resposta a Foc ST4 entre os tipos Prata e Cavendish
tradicionalmente cultivado em fazendas em diferentes regides do Brasil.

Palavras chaves: Bananeira, controle genético, Fusarium oxysporum f. sp.
cubense.
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CHAPTER 2: EVALUATING THE RESISTANCE OF PRATA AND CAVENDISH
BANANA GENOTYPES AGAINST FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. CUBENSE
RACE SUBTROPICAL 4 IN GREENHOUSE

SUMMARY. Banana farming is one of the most relevant agricultural activities for
the agricultural sector, cultivated in many countries, it is among the agricultural
activities with the greatest economic and social expression. In Brazil, a large part
of the production comes from cultivation carried out by small producers. The
cultivars of the Prata subgroup are the most widespread in Brazil, with greater
acceptance in the domestic market, the cultivars of the Cavendish subgroup are
more accepted for export. However, diseases that affect banana production, such
as Fusarium wilt, have been compromising the crop. In this sense, the
development of cultivars resistant to fusarium wilt is the focus of several breeding
programs. Thus, this study aimed to analyze genotypes of Prata and Cavendish
bananas traditionally cultivated for severalyears on farms in different regions of
Brazil, in order to verify the existence of genetic variability related to resistance to
Foc ST4. The genotypes were evaluated in a greenhouse ninety days after the
inoculation process, using rating scales to assess internal symptoms, classifying
them as highly resistant, resistant, moderately resistant,susceptible and highly
susceptible. The selection was carried out considering the average of the grades
and the standard deviation. Among the Prata-type genotypes, the Embrapa 2
hybrid was characterized as highly resistant and the Embrapa 3 and BGB170
genotypes as moderately resistant. Among the Cavendish genotypes, BGB 271,
BGB 151, BGB 268 was categorized as resistant, BGB 150, BGB 154 was
characterized as moderately resistant. From the results it is possible to affirm that
thereis variability regarding the response to Foc ST4 among the Silver types; and
Cavendishtraditionally cultivated on farms in different regions of Brazil.

Key words: Banana, genetic control, Fusarium oxysporum f. sp. cubense
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1. INTRODUCAO

A banana é uma das frutas mais produzidas, comercializadas e consumidas
emtodo o mundo com aproximadamente 105 milhdes de toneladas produzidas a
cada ano (FAOSTAT, 2023). O cultivo da fruta ocorre em mais de 150 paises, com
destaque para as regides da Asia, Américas e da Africa respondendo
respectivamente por 52,1%, 29,4% e 16,6% dos rendimentos mundiais
(FAOSTAT, 2022). De acordo o ultimo levantamento da FAQO, os cinco paises que
mais produzem bananas s&do indiacom aproximadamente 33,1 milhdes de
toneladas, a China com 11,7 milhdes, a Indonésia com 8,7 milhdes, o Brasil com
6,8 milhdes e Equador com 6,6 milhdes de toneladas (FAOSTAT 2023). O cultivo
de banana ocorre geralmente em regifes de clima tropical, onde é responsavel
pela geracao de renda, e por dinamizar a economialocal (RAMBO et al., 2015). No
ano de 2017 o Brasil foi responsavel por uma producédoequivalente a 6,7 milhdes
de toneladas, essa produ¢édo ocupou uma area de 517mil hectares, o que levou
a bananicultura a se considerada no ano de 2018 um dos cultivos de maior
importancia social e econdmica, por isso considerado um dos 10 alimentos
basicos (FAO, 2022; DITA et al., 2018; IBGE, 2022). No ano de 2020 a areade
producéo de banana correspondeu a 456 mil hectares, desse cultivo foi colhido
6,0milhdes de toneladas de frutos (IBGE, 2022).

Parte da producdo de bananas do Brasil € cultivada em areas marginais
devidoa incidéncia de patdgenos, esse cultivo esta relacionado as cultivares
Prata, e seda (cv ‘Mag¢a’) que sdo as mais consumidas pelos brasileiros. No ano
de 2017 a regido localizada no Oeste da Bahia, Bom Jesus da Lapa banhada
pelo rio Sdo Francisco, destacou-se por ser a maior regido produtora de
Bananas do Brasil, produzindo 21.000 toneladas por hectare (IBGE, 2021).

Existem mais de 1000 variedades de bananas cultivadas em todo o
mundo, subdivididas em 50 grupos dos quais cerca de 40% sao do tipo
Cavendish respondendo por aproximadamente 50% da producéo global, que é
destina quase que exclusivamente a exportacédo (FAO 2022; THANGAVELU et
al. 2021). O restante da producdo, € composta por uma ampla gama de
variedades de bananas e platanoscultivadas por agricultores familiares para
consumo préprio e comércio local (DALE et al. 2017). No Brasil existem varios
tipos de bananas cultivadas, com destaque para os tipos de “Mac¢ad”, Nanica
(Cavendish), Prata, Ouro e Pacovan, que estdo distribuidas em diferentes
regides e Estados como S&o Paulo, Bahia, Minas gerais e Santa Catarina
(IBGE, 2021; COLTRO E KARASKI, 2019; HADDAD et al. 2018).

Em todas as regides globais a producéo de bananas esta seriamente
ameacada pela racga tropical 4 (R4T) que € uma cepa altamente virulenta do
patdgeno fungico Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc), causador da
murcha deFusarium. Informacdes oficiais indicam que R4T estad atualmente
confirmado em 21 paises e a avaliacdo indicativa do impacto potencial
econdmico da doenca na produgdo e comeércio mundial mostraram que uma
maior disseminacdo de R4T implicaria na perda consideravel de renda e
emprego no setor bananeiro principalmente nos paises afetados, bem como
precos significativamente mais elevados para o consumidor nos paises
importadores (FAO 2022).

Embora existam muitos esfor¢os para o controle de Foc R4T, infelizmente
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nemos fungicidas, devido aos altos custos e riscos a saude humana, nem o
controle cultural ou biolégico, devido a dindmica do inéculo primério, foram
suficientemente eficazes para a producdo sustentavel de cultivares suscetiveis
em solos infestados, apenas para a producao de cultivares com a resisténcia
guantitativa, onde o inéculo primario pode ser afetado por praticas culturais como
a destruicdo de plantas infectadas ou uso de material de propagacao limpo
(PLOETZ, 20064a; LI et al., 2014; DITA et al. 2018). Nesse sentido, a identificacdo
de fontes de resisténcia em germoplasma ou em cultivares comerciais, a fim de
caracterizar gendtipos altamente resistentes € atualmente a forma mais aceita
para dar continuidade ao cultivo por ciclos mais longos, sobretudo em solos
infestados.

Nesse sentido, avaliacbes de acessos de bananeira silvestres e cultivares
em casa de vegetacdo e em campo foram realizadas por diferentes instituicoes
de pesquisa para determinar a resisténcia a Foc (LI et al., 2014; LI et al., 2015;
THANGAVELU et al., 2021; ROCHA et al., 2022; ZHAN et al., 2022). Dentre o
conjunto de acessos avaliados, alguns parentes silvestres de bananas
comestiveis, como M. itinerans, Pahang, Calcuta 4, DH Pahang e Tuu Gia, foram
relatados como fonte de genes de resisténcia que podem ser usados em
programas de melhoramento para obtencao de cultivares resistentes (ZUO et al.,
2018; ROCHA etal., 2022). A exemplodisso, as bananas triploides referidas como
East African Highland bananas (EAHB), como por exemplo, os hibridos Mchare e
Matooke séo resistentes a Foc raca 1 e RAT(NDAYIHANZAMASO et al. 2020;
ZUO et al., 2018; ROCHA et al.,, 2022; ZHAN et al.,2022). Outros hibridos
identificados como resistentes a Foc R4T em testes de campoforam
desenvolvidos pela Fundacdo Hondurenha de Investigacdo Agricola (FHIA),
como FHIA-01, FHIA-18 e FHIA-25, que compartiham do mesmo genitor
masculino SH-3142 (MINTOFF et al., 2021).

A caracterizacdo de germoplasma resistente a murcha de Fusarium no
Brasil identificou a existéncia de variabilidade genética em bancos de
germoplasma em relacao a resisténcia a Foc R1 (RIBEIRO et al., 2016; SILVA et
al., 2013). Alguns diploides como Jaran, Birmanie, Pipit e Malaccensis foram
relatados como opcgdes para uso em cruzamentos por possuirem alelos de
resisténcia a Foc raca 1 (REBOUCAS et al. 2018). Uma avaliacdo em éarea de
campo infestada artificialmentecom Foc R1 selecionou alguns hibridos diploides
e tetraploides do tipo Prata e Pacovan resistentes, utilizando diferentes indices
de selecdo (GONCALVES et al., 2019).

No estudo atual, genétipos de bananeira tipos Prata e Cavendish
cultivados tradicionalmente por varios anos em fazendas de diferentes regides do
Brasil, e que apresentaram diferentes caracteristicas agronémicas, como maior
produtividade e qualidade do cacho, foram amostrados e testados para verificar
a existéncia de variabilidade genética relacionada a resisténcia a Foc ST4. Este
€ o0 primeiro estudo com um painel de genotipos representativos dos tipos Prata
e Cavendish no Brasil visando fazer uma prospeccdo sobre uma possivel
resisténcia a Foc ST4 e sera importante para indicar os riscos e as medidas de
prevencdo contra Foc R4T, jA& que grande parte dos gendtipos testados
desempenham papel importante na seguranca alimentar e de subsisténcia.

2. METODOLOGIA
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2.1. Localizacdo

O experimento foi conduzido sob condicbes de casa de vegetacdo na
EmbrapaMandioca e Fruticultura no municipio de Cruz das Almas. O clima é
classificado comotropical quente imido, com temperatura média anual de 24,5 -
C, umidade relativa de 80% e precipitacio média anual de 1250 mm
(AGRITEMPO, 2021).

2.2. Cepade Foc e preparo de inoculo

O isolado selecionado para este estudo foi proveniente de um acervo de
isolados de Foc do laboratério de fitopatologia da Embrapa Mandioca e
Fruticultura,

representativos de varias regides do Brasil e esta sob o cédigo Foc 229A. Esse
isoladofoi coletado na regido sudeste do pais, especificamente em fazendas no
estado de Sao Paulo, sua caracterizacao foi através de grupos de compatibilidade
vegetativa, afirmando pertencer ao VCG 0120, associado a Foc ST4, por isso,
tomaremos em nosso estudo o isolado Foc 229A como ST4 (COSTA et al., 2014;
ROCHA et al., 2022b).

O inoculo foi preparado em placas contendo 4gar batata dextrose (BDA)
incubado em BODs com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12h. Apés o
crescimento das coldnias foi preparada uma suspensao de esporos e o indculo
foi produzido utilizando arroz como meio de cultivo (20 ml de suspensédo de
esporos e 500 g de arroz autoclavado). O meio de cultivo foi incubado em BOD
em temperaturade 25 °C e passados 20 dias foram contabilizadas as unidades
formadoras de colénia(UFC) pela contagem do niamero de esporos em camara

de Neubauer onde foi realizado o ajuste do indculo para 106 CFU/g de substrato.

2.3. Material vegetal e crescimento

Foram selecionados para este estudo gendétipos de bananeira coletados
em areas de produtores, formando uma amostra representativa da variabilidade de
campode cultivares pertencentes aos subgrupos dos tipos Prata e Cavendish.
Além disso, foram avaliados trés novos hibridos tetraploides do tipo Prata
desenvolvidos pela Embrapa. Apds o0 enraizamento em cultivo in vitro, 0s
genotipos foram transferidos para bandejas contendo substrato de fibra de coco,
onde foram aclimatizados por 45 dias em casa de vegetacdo até atingir
aproximadamente 15 cm de altura. Foram avaliados 20 gendtipos, além das
cultivares Grande Naine e Prata Ana avaliadas comotestemunhas controle. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com dez
repeticdes por gendtipo.
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Tabela 1. Gendtipos de bananeira Tipo Prata e Cavendish avaliados para teste
de resisténcia a Foc ST4 em casa de vegetacéo.

Nome Ploidia Subgrupo Nome Ploidia Subgrupo
BGB159 AAB Prata BGB 150 AAA Cavendish
BGB166 AAB Prata BGB 268 AAA Cavendish
BGB170 AAB Prata BGB 271 AAA Cavendish
BGB179 AAB Prata BGB 151 AAA Cavendish
BGB208 AAB Prata BGB 304 AAA Cavendish
BGB167 AAB Prata BGB 154 AAA Cavendish
BGB168 AAB Prata Zelig AAA Cavendish
BGB188 AAB Prata G&:ir:]cée AAA Cavendish
Embrapa 01 AAAB Prata
Embrapa 02 AAAB Prata
Embrapa 03 AAAB Prata
Prata-Ana AAB Prata

2.4. Inoculacédo de plantas e avaliacdo de sintomas

ApoOs aclimatacdo, as mudas foram transferidas para vasos com
capacidade de3L contendo substrato de fibra de coco. Para realizar a inoculacao,
foi utilizado um total de 40 g de arroz infestado com Foc através de quatro orificios
em torno das plantas expondo as raizes e adicionado 10 g em cada furo. Os
sintomas internos foramanalisados 90 dias apds inoculacédo, a partir do corte
transversal do rizoma, de acordocom a escala correspondente a notas de 1 a 5,
onde: 1: correspondia a planta sem sintomas; 2: Descolorac¢éao inicial do rizoma;
3: Ligeira descoloragéo do rizoma ao longo de todo o sistema vascular; 4: Rizoma
com a maioria dos tecidos internos apresentando necrose; e 5: Rizoma
totalmente necrotico (DITA et al. 2014). Os sintomas foram expressos pela média
das notas em cada nivel de pontuacado e seu desvio padrdo. Os genotipos foram
classificados em diferentes classes de resisténcia,e foi realizada uma adaptacao
da classificacao feita por Chen et. al. (2019) por meio de uma escala de notas
guantitativa em suas avaliacbes. Como em nossos dados foiutilizada uma escala
de notas qualitativa, a classificacao foi a seguinte: notas 1: altamente resistente;
nota 1-2: resistente; notas 2-3: moderadamente resistente; notas3-4: suscetivel;
notas 4-5: altamente suscetivel.

2.5. Analises histologicas e histoquimica

Aos 90 dias apos a inoculacéo, fragmentos de raizes foram coletados com
aproximadamente 2,0 cm para realizagdo de clareamento e coloragdo de
estruturas fungicas em raiz de acordo com um método descrito por Phillips (1970)
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com modificacbes. Os fragmentos foram imediatamente imersos em solucdo de
FAA (formaldeido-acido acético-alcool) para fixacdo dos tecidos. Para
clarificacédo, as raizes foram imersas em solucdo de KOH 10% (hidréxido de
potassio) a temperaturaambiente por 48h e depois em solucéo de HCI 1% por um
periodo de 30 min. As raizesforam coradas com o corante azul de trypan em
solucao a 0,05% (&cido latico: glicerol:agua; 2:1:1; v: v: v) permanecendo ali por
1h, o corante foi descartado e as raizes foram imersas em solucao de lactoglicerol
(acido latico: glicerina: 4gua; 2:1:1; v: v: v)para retirada do excesso do corante.
Apés esse processo, as laminas foram preparadas e os fragmentos
microfotografados em microscopio de luz (Olympus LatinAmerica Inc., Téquio,
Japao).

Para analise histoquimica os fragmentos de raizes foram imersos na
solucdo Karnovsky (Karnovsky, 1995). Ap6és um periodo de 48h na solucéo
Karnovsky os fragmentos foram desidratados em série etilica de etanol crescente
com intervalo de trés horas cada (45-100%). Posteriormente, foi realizado o
processo de infiltragdo e emblocagem com historesina (hidroxietil metacrilato,
Leica Heldelberg, Alemanha). Apds o processo de polimerizacédo da historesina,
foram obtidos em microtomo Leitz 1516, cortes histolégicos (8 pum). Foram
montadas laminas com os cortes e coradas com solucdo 0,01% azul de anilina
durante 10 min para avaliacdo de calose. Para andlise do material os cortes
histologicos foram fotografados em microscopio de fluorescéncia B x S1
(Olympus Latin America Inc., Toquio, Japado) (JOHANSEN et al., 1940; FOSTER,
1949).

3. RESULTADOS
3.1. Avaliacdo de gendtipos tipo Prata

Entre os onze gendtipos tipo Prata, apenas o hibrido Embrapa 02 foi
caracterizado como altamente resistente, ndo apresentando sintomas internos no
rizoma apos 90 dias de inoculagdo, com apenas notas 1. Os genétipos Embrapa
03 eBGB 170 foram classificados como moderadamente resistentes com notas
variando de 2 a 3; o BGB 208 foi caracterizado como suscetivel por obter notas
entre 3 e 4. J4o hibrido Embrapa 01 e os gendtipos BGB188, BGB 159, BGB
167, BGB 179, BGB 168 e BGB 166 foram classificados como altamente
suscetiveis, incluindo atestemunha Prata And que apresentaram plantas com
notas entre 4 e 5 (Figura 1).
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Figura 1. Resposta de diferentes gendtipos de bananeira tipo “Prata” a Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raga Subtropical 4, em casa de vegetacdo. Os sintomas
internos foram avaliados usando uma escala de notas, baseada em sistema de
pontuacéo de acordo com a porcentagem de descoloracdo do rizoma (Dita et. al 2014).
HR: high resistant; MR: moderately resistant; S: susceptible; HS: high susceptible

3.2. Avaliacao de genotipos tipo Cavendish

Entre os oito gendtipos tipo Cavendish, foi possivel classificar os genétipos
BGB271, BGB 151 e BGB 268 como resistentes. Os genétipos BGB 150, BGB
154, foramclassificados como moderadamente resistentes, e 0s genotipos Zelig,
BGB 304 e a cultivar Grande Naine foram caracterizados como suscetiveis, com
a maioria dos tecidos do rizoma apresentando necrose (Figura 2).
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Figura 2. Resposta de diferentes genétipos de bananeira tipo Cavendish a Fusarium
oxysporum f. sp.cubense raga Subtropical 4 em casa de vegetac&o. Os sintomas internos
foram avaliados usando umaescala de notas, baseada em sistemas de pontuacgéo de
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acordo com a porcentagem de descoloracdo do rizoma (Dita et.al 2014). Foi utilizado
arroz colonizado com a cepa do Foc ST4, misturado na quantidade de 40 g em cada
vaso de 3 L. R: resistente; MR: moderately resistant; S: susceptible.

3.3. Avaliacao da interacdo Foc ST4 e genotipos tipo Prata

O hibrido Embrapa 02 n&o apresentou descoloracdo do rizoma,
caracterizado como altamente resistente, no entanto, a anélise de clareamento e
coloracédo das raizes e estruturas fangicas demonstrou que o Foc ST4 penetrou o
interior dos tecidos,pois haviam estruturas, como hifas e esporos (Figura 3). No
BGB 170, caracterizado como moderadamente resistente, o corte transversal do
rizoma demonstra umadescoloragdo inicial, e na andlise de clareamento e
coloracéo, foi observada apresenca de hifas fungicas. No BGB 208, caracterizado
como suscetivel, o rizoma estava mostrando necrose em quase sua totalidade e
no interior dos tecidos houve grande produc¢éo de esporos (Figura 3). Na cultivar
Prata Ana foi observado um alto grau de suscetibilidade com a necrose de todo
o tecido do rizoma e vasos do xilema,o que foi confirmado pela alta quantidade
de esporos e hifas na andlise de clareamento e coloracdo com azul de Trypan
(Figura 3).

Observamos nas microfotografias dos genoétipos classificados como
altamenteresistentes que o patégeno penetrou os tecidos das raizes, porém nao
foi possivel completar o processo com a colonizacdo do mesmo, diferenca nitida
observada em relacdo as cultivares avaliadas como suscetiveis. Foi avaliada a
emissao de calose nohibrido Embrapa 02 resistente, onde foi observado uma
emissao significativa dafluorescéncia, indicando a presenca do mecanismo de
resisténcia; ja no BGB 170, caracterizado como moderadamente resistente, e no
BGB 208, caracterizado como suscetivel, assim como na cultivar Prata And,
identificada como altamente suscetivel,houve emisséo da fluorescéncia, porém
sem diferenca acentuada entre os genaotipos.

Embrapa 2 BGB 170 BGB 208 Prata- ana
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Figura 3. Andlise de sintomatologia, clareamento e coloracdo de estruturas flingicas
com corante azul Trypan em raizes de gendétipos de bananeira tipo Prata apos infeccao
por Fusarium oxysporum f. sp. cubense raga subtropical 4, 90 dias apds a inoculagéao.
Setas indicam hifa (Hy) e esporos (SP). A fluorescéncia branco-azul indica a presenga de
calose nostecidos indicada pelas setas amarelas, micrografias de fluorescéncia foram
coradas com azulde anilina para detecg¢ao de calose.

3.4. Avaliacao da interacdo Foc ST4 e gendtipos tipo Cavendish

No BGB 271 classificado como resistente foi observada uma leve
descoloracdodo rizoma no corte transversal e na andlise de clareamento e
coloracdo das raizes foram observados esporos e hifas fungicas (Figura 4). No
BGB 150 moderadamente resistente, foi possivel observar ligeira descoloracdo
do rizoma ao longo de todo o sistema vascular e na analise de clareamento e
coloracéo foi observada a presenca de esporos fangicos. Na cultivar Grande
Naine, suscetivel, a necrose de quase todos

os vasos do xilema foi observada, o que foi confirmado pela presenca de esporos
e hifas na analise de clareamento e coloracdo (Figura 4). Na andlise por
microscopia defluorescéncia foi observada a presenca de calose a partir da
fluorescéncia branco-azulno BGB271 (tipo Cavendish) em maior concentracao
em relacdo ao gendtipo BGB 159 (tipo Prata) e a cultivar Grande Naine.

BGB 271 BGB 154 Grand-Naine

Figura 4. Andlise de sintomatologia clareamento e coloracdo de estruturas fungicas
com corante azul Trypan em raizes de genétipos de bananeira tipo Cavensdish apos
infeccdo porFusarium oxysporum f. sp. cubense raca subtropical 4, 90 dias ap06s a
inoculacdo. Setas indicam hifa (Hy) e esporos (SP). A fluorescéncia branco-azul indica a
presenca de calose nos tecidos indicada pelas setas amarelas.
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4. DISCUSSAO

Onze genotipos do tipo Prata e sete gendtipos do tipo Cavendish, além de
duas testemunhas foram avaliados a partir da utilizagdo de escala de notas e
categorizados como altamente resistentes, moderadamente resistentes,
suscetiveis e altamente suscetiveis a Foc ST4. Para realizacdo de analises
histolégicas e histoquimicas posteriores selecionamos um genétipo de cada
categoria, sendo do tipo Prata, o hibrido Embrapa 02, altamente resistente, BGB
170, moderadamente resistente, BGB 208 suscetiveis, e a cultivar Prata-And,
altamente suscetivel. Os gendétipos tipo Cavendish selecionados foram BGB
271 resistente, BGB 150 moderadamente resistente e a cultivar Grande Naine,
suscetivel.

Foi possivel classificar, por meio dos sintomas os 11 genotipos tipo Prata,
onde Embrapa 02 foi considerado altamente resistente, ja 0os gendtipos Embrapa
03 e BGB170 foram considerados moderadamente resistentes. Os gendtipos
Embrapa 02 e Embrapa 03 séo hibridos tetraploides que tem como parental
masculino o hibrido diploide M53, cuja resisténcia a Foc 1, Foc ST4 e Foc R4T ja
foi confirmada (RIBEIROet al., 2018; GONCALVES et al., 2019; ROCHA et al.,
2022). Além disso, 0 M53 também é parental da cultivar hibrida do tipo Prata BRS
Platina (AAAB), que tambémfoi caracterizada como resistente a Foc ST4 pela
expressdo de genes de defesa (Rocha et al. 2022b). Assim, sugerimos que o
perfil de resisténcia dos gendtipos Embrapa 02 e Embrapa 03 sejam devido a sua
genealogia.

Entre os oito gendtipos tipo Cavendish avaliados, trés foram classificados
como resistentes, 0 BGB 271, o BGB 151 e o BGB 268, dois foram considerados
moderadamente resistentes, 0 BGB 150 e o BGB 154 e trés foram classificados
como suscetiveis, Zelig, Grande Naine e BGB 304 (Figura 2). Embora os
genotipos tipo Cavendish tenham uma base genética estreita por serem
compostos por clones, o quetorna dificil a selecdo de material resistente devido a
baixa diversidade genética, encontramos variacdo na resposta de resisténcia dos
gendtipos testados a Foc ST4, com trés genotipos promissores para testes
futuros em campo. Esses dados sao importantes especialmente pela
superioridade dos gendtipos resistentes em relacdoa cultivar Grande Naine que
€ utilizada para exportacdo, sendo possivel aventar a possibilidade de alcancar
um genatipo “tipo” Cavendish com resisténcia.

Outro estudo realizado pela Fundagdo Hondurenha de Investigacion Agricola
utilizou progénies tetraploides selecionadas em cruzamentos com diploides
melhorados para o desenvolvimento de hibridos triploides de segunda geracéo,
obtendo dois hibridos pré-selecionados com resisténcia a Sigatoka-negra e
murcha de Fusarium raga 1, com desempenho semelhante as cultivares
Cavendish conhecidas. Esses dados reforcam que € possivel fazer introgressao
de caracteristicas desejaveis em cultivares Cavendish por meio de melhoramento
convencional, uma vez que a capacidade dessas cultivares em obter sementes
nao é limitada e ja foi relatada, superando a baixa fertilidade conhecida
(AGUILAR-MORANet al.,2013).

Na analise histologica, a partir do clareamento e coloracdo das estruturas
fungicas no hibrido do tipo Prata Embrapa 02, foi observado estruturas do
patdgeno; no entanto, na analise sintomatoldgica ndo houve descoloracédo do
rizoma, sinalizando assim, que houve o processo de penetragdo sem sucesso no
avanco da colonizacdodos tecidos das plantas. Nos genotipos caracterizados
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como moderadamente resistentes, suscetivel e altamente suscetivel houve a
colonizacao dos tecidos pelo patdgeno, ndo havendo diferenca entre esses. Na
cultivar Prata Anda, utilizada como testemunha, houve uma alta esporulacédo no
interior dos tecidos, reafirmando a sua suscetibilidade ao isolado de Foc ST4
observada nas andlises sintomatoldgicas e emestudos anteriores. Rocha et al
(2022b), por meio de anélises de microscopia de varredura, concluiu que 30 dias
apos a inoculagédo do patdgeno, a cultivar Prata Ana apresenta um alto nivel de
suscetibilidade a Foc ST4, com a ocluséao de vasos, presenca de hifas e esporos,
demonstrando as falhas nas respostas de defesa, o quefoi observado também no
presente estudo.

A partir das andlises histoquimicas podemos observar a deposicdo de
calose, identificada por fluorescéncia azul-branca apés coloragdo com azul de
anilina. Entre os genotipos tipo Prata foi observada a presenca de calose em
todos as amostras analisadas com presenca mais acentuada no hibrido resistente
Embrapa 02. Entre os genotipos tipo Cavendish o BGB 271 avaliado como
resistente, apresentou uma maior fluorescéncia indicativa de calose em
comparacdo com o0 genotipo suscetivel (Figura4). Esses resultados estédo
relacionados ao fato de que a calose possui fungbes importantes no
desenvolvimento vegetal e na resposta a varios estresses bioticos e abidticos
(ZAVALIEVE et al., 2010). Algumas pesquisas indicam que quando opatégeno
inicia o processo de penetracdo com hifas ou haustorios a planta respondeao
ataque com a sintese de carboidratos como calose e celulose (COSTA, 2013; ZUO
et al., 2018).

No processo de interacao planta-patégeno a parede celular apresenta-se
comobarreira onde os patdgenos necessitam penetrar para completar a infecédo
e interagir com o hospedeiro (DITA et al., 2018). A calose por sua vez é depositada
na membranaplasmatica e na parede celular apés o dano mecéanico, quimico,
fisiolégico ou bidtico causado, impedindo o avanco da infec¢do (CHEN, KIM 2009;
COSTA, 2013). Assim,podemos afirmar que houve sucesso na deposi¢cao de
calose nos genatipos classificados como resistentes, apesar de haver penetracao
como pode ser observadona Figura 3 e 4, considerando assim, que 0 avanco da
infec&o foi contido.

O desencadeamento desse tipo de resposta também foi observado em um
estudo realizado recentemente com cultivares diploides incluindo
'Pahang' e 'Calcutta 4," caracterizados como altamente resistentes, onde foi
observada a inibicdo do crescimento de Foc por meio de barreiras fisicas e
guimicas para bloqueara progresséo do patégeno em diferentes estagios durante
0 processo de infecgdo, incluindo o fortalecimento da parede celular por
lignificagdo e suberizacdo, formacdo de papilas nos locais de penetragéo,
acumulo de tiloses e producao de compostos antifungicos (CHEN et al., 2019).

O hibrido Embrapa 02 é um tetraploide experimental desenvolvido a partir
da cultivar Prata Ana (AAB) e o diploide M53 (AA); assim como a cultivar BRS
Platina, cuja resisténcia a Foc ST4 foi demonstrada anteriormente, por meio de
analises histoldgicas, histoquimicas e moleculares, mostra-se promissor para uso
em areas com a presenca do patogeno (ROCHA et al., 2022b). O diploide M53
se destaca por fazer parte da genealogia de outros hibridos ja difundidos no
mercado brasileiro, comoBRS Princesa, BRS Preciosa e BRS Pacovan Ken
(BATTER BANANAS, 2018; RIBEIRO et al., 2018; ROCHA et al., 2022b).

No estudo atual, confirmamos a existéncia de variabilidade genética
relacionada a resisténcia a Foc ST4 em gendtipos de bananeira tipos Prata e
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Cavendish, tradicionalmente cultivados em fazendas de diferentes regides do
Brasil. Destacamosdentre esses, o hibrido Embrapa 02 que se mostrou imune ao
isolado de ST4 submetido por trés meses em casa de vegetacdo. Em relacdo aos
gendtipos tipo Cavendish, foi encontrada variabilidade genética entre o conjunto
avaliado, tendo emvisita que os gendtipos BGB 271, BGB 151, BGB 268 se
comportaram como resistentes e apenas o genotipo BGB 304, como suscetivel.
Assim, diante da necessidade da industria de exportacdo de bananas, que nao
possui cultivaresresistentes a Foc R4T para substituir as cultivares do subgrupo
Cavendish, e diante da crescente ameaca de dispersdo do patdgeno, este estudo
contribui como os estudos empenhados na obtencéo de cultivares resistentes, 0
gue pode oferecer umamedida segura e duradoura no enfrentamento de RT4.
Nesse sentido, os genotipos tipo Cavendish que foram classificados resistentes,
poderdo ser estudados em experimentos de campo para avaliar se apresentam
também resisténcia a Foc R4T. Considerando que o conjunto de gendétipos
avaliados corresponde a uma amostra representativa da variabilidade dos tipos
Prata e Cavendish presentes em areas de cultivo em fazendas do Brasil, este
estudo indica e reforca a importancia de alargar o painel de cultivares resistentes
a Foc. Destaque para o hibrido do tipo Prata Embrapa 02 que se comportou como
imune a Foc ST4, que é conhecidamente mais virulento e agressivo do que Foc
R1, endémica nos solos do Brasil. No geral, esses resultados reforcam a eficacia
do programa de melhoramento por hibridacdo como medida para enfrentamento
da murcha de Fusarium, independente da raca fisiol6gica presente. Nossos
resultados podem servir de base para pesquisas futuras com o hibrido Embrapa
02, incluindo testes em areas de paises vizinhos ao Brasil afetadas por Foc TR4,
como a Colémbia, Perd ou Venezuela. Ademais, informacdes sobre o
comportamento desses gendtipos em relacdo a resisténcia a Foc ST4 podem
apoiar as analises de risco e politicas fitossanitarias relacionadas a producéo de
bananas noBrasil.

5. CONCLUSOES

A partir do método de classificacdo adotado no presente estudo o hibrido
do tipo Prata denominado Embrapa 02 comportou-se como altamente resistente
e 0s genotipos Embrapa 03 e BGB170 como moderadamente resistentes a Foc
ST4. Para gendétipos tipo Cavendish, o método adotado para classificacao
distinguiu os gendtipos BGB 271, BGB 151, BGB 268 como resistentes e 0s
gendtipos BGB 150 eBGB 154 como moderadamente resistentes.
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