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2 - MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Amazodnia Ocidental e no Laboratério de Patologia de Madeira
da Coordenagédo de Pesquisas em Produtos Florestais do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), em Manaus, AM.

e 2.1 -Isolamento e esporulagédo do patégeno

Foram feitos isolamentos diretos, transferindo-se os conidios
presentes das lesbées de folhas doentes, com o auxilio de estilete de
ponta fina, para placas de Petri contendo meio de BDA. Em seguida, as
placas de Petri foram mantidas em incubadoras a 25°C + 2°C, até a
formacgéo de colonias. Para induzir a esporulagéo, testou-se o fungo em
sete meios de cultura e quatro regimes de luz.

Os meios de cultura foram: FBA, BCA, V8 agar, V8-CaCO3
agar, BDA, ACA e Micophil.
FBA = Folha de bananeira + agar
o Composigao: 300 g de folha de bananeira triturada, 20 g de dextroe
20 g de agar para 1000 mi de agua destilada.

e BCA = Batata + cenoura + agar
Composigéo: 20 g de batata, 20 g de cenoura e 20 g de agar para
1000 ml de agua destilada.
V8 + agar
Composicéo: 100 mi de V8, 20 g de agar e 900 ml de &gua destilada.
V8 + CaCOs3 + agar.
Composicdo: 100 ml de V8, 2 g de CaCOs, 20 g de agar e 900ml de
agua destilada.
BDA = Batata + dextrose + agar
Composigéo: 200 g de batata, 20 g de dextrose e 20 g de agar para
1000 ml de agua destilada.
ACA = Agua de coco + agar
Composigéo: 1000 ml de dgua de coco e 20 g de agar
Micophil
Composigédo: 10 g de farinha de soja, 10 g de dextrose e 20 g de
agar para 1000 ml de agua destilada.

Os regimes de luz foram: escuro continuo, fotoperiodo de 12
h, sequencial (dez primeiros dias no escuro e cinco dias subsequentes
sob Iuz continua) e luz continua. Os tratamentos foram distribuidos em
delineamento de blocos casualizados com cinco repetigdes,
considerando-se cada erlenmeyer de 125 ml uma repeticéo e os regimes
de luz, os blocos.



Em cada erlenmeyer, contendo 20 ml do seu respectivo meio,
foram adicionados 0,5 ml de uma suspensdo contendo 5 X 10*
conidios/ml. Em seguida, os erlenmeyers foram submetidos aos quatro
regimes de luz e mantidos em incubadora a 25°C + 2°C, durante 15 dias.
Apos o periodo de incubagdo, quantificou-se a produgé@o de conidios.
Em cada erlenmeyer, adicionaram-se 3 ml de égua destilada e, com 0
auxilio de um pincel, os conidios foram removidos. Realizaram-se quatro
contagens por erlenmeyer em camara de NEUBAEUR, sob microscopio
otico.

e 2.2 - Idade da cultura para obtengdo de maior quantidade de
conidios viaveis

Apés definir o meio de cultura e o regime de luz para
esporulacdo do fungo, estudaram-se a época de maior esporulagéo da
cultura e a de maior indice de germinagao dos conidios. Nesse ensaio, 0
regime sequencial foi de oito dias no escuro e, posteriormente, luz
continua.

A quantificagdo foi realizada a partir do décimo dia de idade
da cultura, a intervalos de dois dias, até a estabilizagéo de producéo de
esporos, seguindo a metodologia do item anterior, utilizando é&gua
destilada estéril. Para cada intervalo, quantificaram-se a produgdo e a
germinagdo de conidios de trés erlenmeyers.

A germinagéo foi avaliada na mesma suspensao utilizada
para quantificar a producéo de conidios. Apos a contagem, a suspensao
foi transferida para um tubo de ensaio, mantido em temperatura
ambiente por 24 horas. Quantificaram-se 100 conidios, aleatoriamente,
sendo computados em cada erlenmeyer, os germinados.

e 2.3 - Sobrevivéncia dos conidios de M. fijiensis em diferentes
materiais

A sobrevivéncia dos conidios do patdégeno foi avaliada em
folhas de bananeira, cascas de bananas verdes até ao amadurecimento,
pedacos de madeira, papeldo, plastico, tecido, ferro (carcaga de
veiculos) e pneu.

Os esporos foram produzidos em meio de cultura BDA,
coletados em 4&gua destilada, centrifugados e, posteriormente,
distribuidos sobre os materiais, em locais demarcados.

Os materiais contendo os conidios foram distribuidos em
sala com condicionador de ar, em salas com temperatura ambiente e em



um galpao em condi¢gbes de campo. Em cada ambiente foram colocados
quatro repeticdes.

A avaliagao foi realizada a intervalos de 0, 1, 2, 3, 5, 7, 10, 13, 18,
23, 30 e 60 dias. Para tanto, os esporos foram transferidos para placas
de Petri contendo agar-agua 2%, mantidas em temperatura ambiente por
24 horas. Em seguida, sob microscopio optico, foi avaliada a capacidade
germinativa.

e 2.4 -Viabilidade de M. fijiensis em folhas doentes destacadas

Foram coletadas no campo folhas doentes apresentando
acima de 50% de area foliar lesionada. Amostras de 20 cm x 30 cm
foram distribuidas em locais semelhantes aos do item anterior. A
viabilidade do fungo nas amostras foi avaliada nos intervalos de 0, 1, 2,
3,5,7,10, 13, 18, 23, 30 e 60 dias.

As lesOes foram analisadas sob microscopio estereoscopio
visando observar as estruturas fungicas. Quando constatadas as
estruturas, elas foram transferidas, com estilete de ponta fina, para
placas de Petri contendo meio de BDA, mantidas em incubadora a
temperatura de 25°C + 2°C. A formagdo de coldnias no meio de cultura
foi observada diariamente.

e 2.5 -Selegdo de produtos para erradicagao do patégeno

Foram testados benomil, hipoclorito de soédio, amodnia
quaterndria, digluconato de chlorhexidina, formaldeido e ecolife nas
concentragdes de 1 ppm,

5 ppm, 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm e 100 ppm. O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado, com quatro repetigdes por tratamento, sendo
também utilizada uma testemunha apenas com agua destilada.

Uma suspensdo de 10° conidios/ml foi transferida para
esses produtos, nas suas respectivas concentragdes, € mantidas em
temperatura ambiente, por 30 horas. Apds este periodo, sob microscéopio
6tico, 100 conidios, foram gquantificados aleatoriamente, de cada parcela,
sendo computados os esporos germinados.

e 2.6 - Avaliagdo dos produtos para erradicagdao dos conidios de
M. fijiensis aderidos aos frutos.

Os produtos benomil, ecolife e ambnia quaternaria foram
testados nas concentragdes 100 ppm e 200 ppm, e a testemunha
apenas com dana; Tanto 3 soloedo de cada prodoto aoanto 3



testemunha foi adicionado 0,5 ml do espalhante agral/l. Para tanto,
foram selecionados, aleatoriamente, cinco cachos de banana da cultivar
Prata Ana, de um plantio apresentando severo ataque de M. fijiensis, na
area experimental da Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus-AM.
Desses cachos foram retiradas, aleatoriamente, 25 bananas para cada
tratamento. Em cada tratamento, 25 bananas foram imergidas no seu
respectivo produto e concentragdo, durante cinco minutos. A seguir
foram mantidas a temperatura ambiente por 24 horas. Apds esse
periodo, as bananas foram lavadas e esfregadas, com auxilio de um
pincel, e o liquido centrifugado por dois minutos a 3000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e acrescentados 2 ml de agua destilada no
precipitado, o qual foi mantido em incubadora a 25 °C + 2 °C por 30
horas. Com auxilio de microscépio Optico 100 conidios foram
quantificados, aleatoriamente, sendo computados os germinados em
cada tratamento. O mesmo procedimento foi adotado para quantificar o
nuamero de conidios aderidos nos frutos antes do teste.

3 - RESULTADOS

¢ 3.1 - Isolamento e esporulagao de conidios de M. fijiensis

O patdgeno foi isolado a partir de folhas de bananeiras da cultivar
Prata Ana apresentando sintomas tipicos da doenga, coletadas na area
experimental da Embrapa Amazonia Ocidental (Manaus—AM).

O isolado encontra-se depositado na Colegdo de Fungos da
Coordenagdo de Pesquisas de Produtos Florestais do INPA, repicado
em tubos de ensaio contendo meio de BDA e preservado em
refrigerador a baixa temperatura (5°C). O isolado foi catalogado e
codificado de acordo com as normas da micoteca do laboratério
(LPM474).

O melhor meio para esporulagdo foi o BDA, seguido de V8-
CaCOs e ACA, submetidos ao regime de luz seqlencial (Tabela 1).



Tabela 1 - Produgdo média de conidios de M. fijiensis / erlenmeyer em

diferentes meio de cultura e regimes de luz.

Regimes Meios de cultura
de luz V8 V8-CaCOs| BCA ACA BDA |FBA| MIC
égar égar
Escuro
0 0 0 0 0 0 0
Fotope-
riodo 0 598.025 0 0 0 0 |325625
Sequien
cial 1.754.360| 3.151.108 | 43.075 | 2.078.025 | 3.617.050| 0O |61.250
Luz
continua 0 0 0 0 0 0 |41.250

* BCA = Batata + cenoura + agar; ACA = Agua de coco + gar; BDA = Batata +
dextrose + agar; FBA = Folha de bananeira + agar; MIC = Farinha de soja +
dextrose + agar.

e 3.2 - Idade da cultura para obtengdo de maior quantidade de
conidios de M. fijiensis

A produgéo de conidios foi maior em culturas com 18 dias
de idade e a viabilidade dos conidios foi praticamente estavel durante
todo o periodo de avaliagéo (Figura 1).
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Figura 1 - Influéncia da idade da cultura na esporulagéo e viabilidade de
conidios de Mycosphaerella fijiensis

e 3.3 - Sobrevivéncia dos conidios de M. fijiensis em diferentes
materiais.

Resultados semelhantes foram alcangados nas trés
condicdes de ambiente testadas (sala com condicionador de ar, sala
com temperatura ambiente e galpdo em condicbes de campo). Os
conidios permaneceram viaveis até a ultima avaliagdo (60 dias) em
folhas de bananeira e tecido, até 30 dias em papeldo, madeira, plastico e
pneu, até 18 dias nos frutos, devido ao seu apodrecimento, e até dez
dias no ferro, provavelmente devido & oxidagéo do material.

e 3.4 -Viabilidade de M. fijiensis em folhas doentes destacadas.

As folhas coletadas no campo apresentaram conidios do fungo
viaveis até a ultima avaliagdo (60 dias) nos trés ambientes testados.

—a&— Produgio de conidios ( x 10° esporos/erlenmeyer)



o 3.5 - Efeitos de produtos para erradicagdo do patégeno

O benomil, o ecolife e amoénia quaternaria a 100 ppm
inibiram totalmente a germinagéo dos conidios de M. fijiensis, enquanto
que formaldeido, hipoclorito de sédio e digluconato de chlorhexidina
inibiram parcialmente (Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagem de inibigdo da germinagdo de conidios de M.
fiiensis submetidos a diferentes produtos quimicos.

Produtos Concentragdes (ppm)
1 5 10 25 50 100

Benomil 61,4 | 72,3 88,0 | 940 | 950 | 1000
Amonia quaternaria 71,0 | 77,1 904 | 916 | 96,0 | 100,0
 Digluconato de chlorhexidina | 27,7 | 56,6 62,7 639 | 72,3 88,0
Formaldeido 26,5 | 36,1 386 | 36,1 | 386 | 398
Hipoclorito de sédio 132 .1 .18.1 27,7 434 | 26,5 86,7
Ecolife 216 | 289 | 434 | 650 | 81,0 | 1000
Testemunha* 0,0

* Agua destilada

o 3.6 - Efeitos dos produtos na erradicagao de conidios do
patégeno aderidos aos frutos.

Antes do teste, constatou-se que haviam aderidos em cada fruto
cerca de 11.000 conidios. Benomil, amdnia quaternaria e ecolife a 100
ppm e 200 ppm inibiram totalmente a germinagéo dos conidios aderidos
nos frutos (Tabela 3).

Tabela 3 - Percentagem de inibicdo da germinagdo de conidios de M.
fijiensis aderidos no fruto de banana submetidos a diferentes
produtos quimicos.

Produtos Concentragdées (ppm)
100 200
Amonia Quaternaria 100,00 100,0
Benomil 100,00 100,0
Ecolife 100,00 100,0
Testemunha 0,0




~ CONCLUSOES

¢ O meio de cultura e o regime de luz exerceram grande influéncia na
esporulagéc de M. fijiensis. O meio de BDA, seguido do V8 + CaCOs
+ &gar e ACA, submetidos ao regime de luz sequencial, foram os
melhores para esporulagéo.

e A produgdo de conidios em meio de cultura BDA foi maxima em
culturas com 18 dias de idade, enquanto que a germinagdo dos
esporos manteve-se praticamente estavel

e Os conidios aderidos a superficie de pedagos de tecido, papeldo,
plastico, madeira, ferro e pneu podem ser disseminados a longas
distancias por veiculos e/ou pessoas que transitam em bananais
afetadas por Sigatoka negra, independentemente de transportar o
fruto.

» As folhas de bananeiras e frutos também podem ser um meio efetivo
para disseminagdo do patdgeno a longas distancias.

e A presenca de estruturas fungicas (conidios de M. fijiensis) em folhas
doentes € uma forte indicacdo para que tais folhas ndo sejam
utilizadas como protecéo para os frutos durante o transporte, pois
elas servem de fonte de indculo para disseminagcdo do fungo a
longas distancias.

« Benomil, ecolife e amonia quaterndria a 100 ppm inibiram totalmente
a germinagéo dos conidios de M. fijiensis.

e A imersdo dos frutos contaminados durante cinco minutos em
solugdo de ecolife, amédnia quaternaria e benomil a 100 ppm e 200
ppm foi eficiente para inibir a germinagéo dos conidios.

¢ Uma pulverizagdo de benomil, ou de ecolife, ou de amonia
quaternaria a 200 ppm em todos os materiais utilizados no
transporte dos frutos, provaveis meios de disseminagcéo do fungo,
podera reduzir os riscos da disseminagéo do patégenc.
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