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INTRODUCAO

A Sigatoka negra é causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis
Moleret, cujo estadio anamorfico € o fungo Paracercospora fijiensis
(Moleret) Deighton. E considerada a doenga mais destrutiva da bananeira,
cujas perdas podem atingir cem por cento da producado para as bananas
verdadeiras e setenta por cento para os platanos.

Essa doenca foi registrada no Brasil, em 1998, nos municipios de
Tabatinga e Benjamim Constant no estado do Amazonas. Atualmente, o
patégeno encontra-se disseminado por todo o Estado, exceto nos
municipios de Parintins e Nhamunda, situados no Baixo Amazonas.
Também ja se encontra nos estados de Roraima, Amapa, Rondbnia, Acre,
Para e Mato Grosso. Nos demais Estados produtores de banana do Pais,
ha uma preocupacao generalizada quanto a sua introducéo. Diante desse
fato, as autoridades de varios Estados estdo emitindo ou ja emitiram
portarias, impedindo a entrada de mudas e frutas de bananeira oriundas
dos Estados atingidos peladoenca.

Os esporos do fungo sdo disseminados principalmente pelo vento,
porém as mudas de bananeiras doentes e as folhas infectadas com a
Sigatoka negra colocadas entre os cachos, para evitar o ferimento dos
frutos durante o transporte, também se constituem em um meio eficiente e
rapido para a disseminacdo do patégeno a longas distancias. Além
desses, os esporos aderidos nas embalagens, principalmente caixas, nos
proprios frutos, nas roupas dos operarios e nos veiculos, dependendo do
seu periodo de sobrevivéncia, podem ser transportados para areas livres
dadoenca.

Uma das formas de retardar a disseminacéo do patégeno é impedir
o transporte de mudas contaminadas e o uso das folhas para proteger os
frutos de ferimentos durante o transporte e, ao mesmo tempo, utilizar
produtos quimicos para desinfestacdo das embalagens e dos veiculos,
nas areas contaminadas, antes de sairem em diregcéo as areas livres da
doenca.

Trabalho apresentado no XXXIIl Congresso Brasileiro de Fitopatologia, 2000, Belém, PA.
Projeto financiado pelo IICA/Ministério da Agricultura/Delegacia Federal de Agricultura no Amazonas.

75



OBJETIVOS

* Avaliar a sobrevivéncia de conidios de M. fijiensis aderidos a diferentes
materiais;

* Avaliar o periodo da viabilidade dos esporos de M. fiiensis em folhas
doentes; v

¢ Selecionar produtos eficientes na erradicagéo dos conidios de M.
fijiensis aderidos em diferentes materiais.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia da
Embrapa Amazénia Ocidental e no Laboratério de Patologia de Madeira
da Coordenagdo de Pesquisas em Produtos Florestais do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia, em Manaus, AM.

Isolamento e esporulagdo do patogeno

O isolamento do patégeno foi feito pelo método direto, ou seja,
transferindo-se conidios presentes nas lesées 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 aformacao de coldnias.

Para induzir a esporulacao, testou-se o fungo em sete meios de
cultura sob quatro regimes de luz. Os meios de cultura foram: FBA, BCA,
V8 agar, V8-CaCO,agar, BDA, ACA e Micophil.

- FBA-Folhade bananeira agar

Composicdo: 300g de folha de bananeira triturada, 20g de
dextrose, 20g de agar e completou-se com agua destilada para
1000 mlde meio.

- BCA-Batata-cenoura agar
Composicdo: 20g de batata, 20g de cenoura, 20g de agar e

completou-se com agua destilada para 1000 ml de meio.

- V8agar .
Composigao: 100ml de V8, 20g de agar e 900ml de agua
destilada.

- V8-CaCO,agar
Composicao: 100ml de V8, 2g de CaCO,, 20g de agar e 900ml
de daguadestilada.

76



- BDA - Batata-dextrose agar
Composicao: 200g de batata, 20g de dextrose, 20g de agar e
completou-se com agua destilada para 1000ml de meio.

- ACA-Aguade coco agar
Composicao: 1000mlde agua de coco e 20g de agar.

- Micophil ‘
Composigéo: 10g de farinha de soja, 10g de dextrose, 20g de
agar e completou-se com agua destilada para 1000ml de meio.

Os regimes de luz testados foram: escuro continuo, fotoperiodo de
12h, seqliencial (dez primeiros dias no escuro e cinco dias subseqiientes
sob luz continua) e luz continua. Os tratamentos foram distribuidos em
delineamento inteiramente casualizados, esquema fatorial 4 x 7 com cinco
repeticdes, considerando-se cada erlenmeyer de 125ml uma repeticao.

Em cada erlenmeyer, contendo 20ml do seu respectivo meio, foram
adicionados 0,5ml de uma suspenséo 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 quinze dias. Apods o
periodo de incubagéo, quantificou-se a produgao de conidios. Em cada
erlenmeyer, adicionaram-se 3ml de agua destilada e, com o auxilio de um
pincel, removeram-se os conidios. Realizaram-se quatro leituras por
erlenmeyerem camara de NEUBAEUR, sob microscopio 6tico.

Idade da cultura para obtencdo de maior quantidade de conidios
viaveis

Apos definir o meio de cultura e o regime de luz para esporulacdo do
fungo, estudou-se a época de maior esporulacédo da cultura e a de maior
indice de germinacéao dos conidios. Nesse ensaio, o regime seqliencial foi
de oito dias no escuro e, posteriormente, luz continua.

A quantificacao foi realizada a partir do décimo dia de idade da
cultura, a intervalos de dois dias, até a estabilizagdo de producado de
esporos, seguindo a metodologia do item anterior, utilizando agua
destilada estéril. Para cada intervalo, quantificaram-se a produgao ea
germinagao de conidios de trés erlenmeyers.

A germinacao foi avaliada na mesma suspensao utilizada para
quantificar a producéo de conidios. Apds a contagem, a suspensao foi
transferida para umtubo de ensaio, mantido em temperatura ambiente por
24 horas. Quantificaram-se cem conidios, aleatoriamente, computando-
se em cada erlenmeyer os germinados.
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Sobrevivéncia dos conidios de M. fijiensis em diferentes materiais

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

Os esporos foram produzidos em meio de cultura BDA, coletados
em agua 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 condigbes de campo. Em cada ambiente, foram colocadas quatro
repeticoes.

A avaliagéo da capacidade germinativa dos conidios foi realizada
aos0,1,2,3,5,7,10, 13, 18, 23, 30 e 60 dias, apoés a sua deposicdo em
cada material. Para tanto, transferiram-se os esporos para placas de Petri
contendo agar-agua 2%, mantidas em temperatura ambiente por 24
horas. Em seguida, sob microscépio 6ptico, avaliou-se a sua capacidade
germinativa.

Viabilidade de M. fijiiensis em folhas doentes destacadas

Foram coletadas folhas doentes no campo apresentado acima de
50% de area foliar lesionada. Amostras de 20cm x 30cm foram distribuidas
em locais semelhantes aos do item anterior. A viabilidade do fungo nas
amostras foi avaliada nos mesmos intervalos de tempo do ensaio anterior.

As lesdes foram analisadas sob microscopio estereoscopio,
visando a observar estruturas flngicas. 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. Diariamente, observava-se a formagéo de colénias no meio
de cultura.

Selegao de produtos quimicos para erradicagio do patogeno

Foram testados benomil, thiabendazol (tecto 600), hipoclorito de
sodio, 6leo essencial de pimenta longa (OEPL), aménia quaternaria,
digluconato de chlorhexidina, formaldeido e ecolife nas concentracdes de
1, 5, 10, 25, 50 e 100ppm. Utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado com quatro repetigdes por tratamento, sendo também
utilizada uma testemunha apenas com agua destilada.

Uma suspensao de 10° conidios/ml foi suspensa nesses produtos,
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nas suas respectivas concentragcbes e mantidas em temperatura
ambiente, por trinta horas. Apds este periodo, sob microscépio 6tico,
quantificaram-se cem conidios, aleatoriamente, de cada parcela, sendo
computados apenas o0s esporos germinados.

Avaliacao de produtos quimicos para erradicacido de conidios de M.
fijiensis aderidos aos frutos.

Foram testados benomil, thiabendazol (tecto 600), ecolife e amédnia
quaternaria 100 e 200ppm e a testemunha apenas com agua destilada.
Tanto a solugéo de cada produto quanto a testemunha foi adicionado 0,5
ml do espalhante agral/l. Paratanto, foram selecionados cinco cachos de
banana da cultivar Prata ana, aleatoriamente, de um plantio apresentando
severo ataque de M. fijiensis, da area experimental da Embrapa Amaz6nia
Ocidental, Manaus-AM. Destes cachos, foram retiradas 25 bananas,
aleatoriamente, para cada tratamento. Em cada tratamento, 25 bananas
foram imergidas no seu respectivo produto e concentragéo durante cinco
minutos. Em seguida, os frutos foram mantidos a temperatura ambiente
por 24 horas. Apods esse periodo, as bananas foram lavadas e esfregadas
com auxilio de um pincel e o liquido centrifugado por dois minutos a 3000
rom. O sobrenadante foi descartado e acrescentados 2ml de agua
destilada no precipitado, o qual foi mantido em incubadora a 25°C +2°C
por 30 horas. Com auxilio de microscépio éptico, quantificaram-se cem
conidios, aleatoriamente, sendo computados os germinados em cada
tratamento. O mesmo procedimento foi adotado para quantificar o niimero
de conidios aderidos nos frutos antes do teste.

RESULTADOS
Isolamento e esporulagéo de conidios de M. fijiensis

O patdgeno foi isolado a partir de folhas de bananeiras da cultivar
Prata ana apresentando sintomas tipicos da doenca, coletadas na area
experimental da Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus - AM.

O isolado encontra-se depositado na Colegdo de Fungos da
Coordenacéo 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 (LPM472).

O melhor meio para esporulagdo foi o BDA, seguido de V8-CaCO
agare ACA, submetidos ao regime de luz seqiiencial (Tab. 1).
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Tabela 1 - Produg&o de conidios de Mycosphaerella fijiensis em meios de cultura
e regimes de luminosidade, aos 15 dias de incubag&o”. Manaus, AM. 2000.

Meio de Regime de Luminosidade®
Cultura? EC FP SEQ LC
V8 agar 0*A**b 0Cb 14,36 Ba 0 Bb
V8CaCO, agar 0 Ac 13,28 Ab  14.96 Aa 0 Bc
BCA 0 Ab 0Cb 10,63 Da 0 Bb
ACA 0 Ab 0Cb 14,563 Ba 0 Bb
BDA 0 Ab 0Cb 15,09 Aa 0 Bb
FBA 0 Aa 0Ca O Ea 0 Ba
MA 0 Ac 10,35 Bb 11,01 Ca 10,60 Ab

CV(%) = 2,64

"Dados transformados para In (x+1 ),onde x € a esporulagéo de M. fijiensis.

YBCA = Batata cenoura agar; ACA = Agua de coco 4gar; BDA = Batata dextrose agar; FBA
Folha de bananeira agar; MA = Micophil agar.

¥ EC = Escuro continuo; FP = Fotoperiodo 12 horas; SEQ = Seqiencial (dez dias no escuro e
cinco dias subseqiientes sob luz continua); LC= Luz continua.

*Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey P
= 0,05).

**Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha nao diferem entre si pelo teste Tukey (P=
0,05).

Idade da cultura para obtencio de maior quantidade de conidios de
M. fijiensis

A produgéo de conidios foi maior em culturas com 18 diasdeidade e
a viabilidade foi praticamente estavel durante todo 0 periodo de avaliacéo
(Fig. 1).
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Figura 1 - Influéncia da idade da cultura na esporulacéo e viabilidade de conidios de Mycosphaerella fijiensis.
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Sobrevivéncia dos conidios de M. fijiensis em diferentes
materiais.

Resultados semelhantes foram alcancados nas trés condicées de
ambiente testadas (sala com condicionador de ar, sala com temperatura
ambiente e galpdo em condigdes de campo). Os conidios permaneceram
viaveis até a Ultima avaliagdo (sessenta dias) em folhas de bananeira e
tecido, até trinta dias em papelao, madeira, plastico e pneu, até dezoito
dias nos frutos, devido ao seu apodrecimento, e até dez dias no ferro,
provavelmente devido a oxidagao do material.

Viabilidade de M. fijjiensis em folhas doentes destacadas.

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

Efeito dos produtos quimicos para erradicagio do patégeno.

O benomil, o ecolife, o thiabendazol e aménia quaternaria a
100ppm inibiram totalmente a germinagéo dos conidios de M. fijiensis
enquanto o formaldeido, o hipoclorito de sédio, 0 OEPL e o digluconato de
chlorhexidina inibiram parcialmente (Tab. 2).

Tabela 2 - Percentagem de inibicdo da germinag&o de conidios de Mycosphaerella fijiensis
submetidos a diferentes produtos. Manaus, AM. 2000.

Concentragdes (ppm)

Produtos
1 5 10 25 50 100
Benomil 614 72,3 880 940 950 100,0
Ambdnia quaternaria 71,0 771 904 916 96,0 100,0
Digluconato de chlorhexidina 27,7 56,6 62,7 63,9 723 88,0
Formaldeido 26,5 36,1 386 36,1 386 39,8
Hipoclorito de sédio 13,2 181 27,7 434 2865 86,7
Ecolife 216 289 434 650 81,0 100,0
Thiabendazol (Tecto 600) 215 282 345 520 902 100,0
OEPL27 27,7 33,1 445 517 822 847
Testemunha* 0 0 0 0 0 0

* Agua destilada
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Efeito dos produtos quimicos na erradicacdo de conidios do
patogeno aderidos aos frutos.

Antes do teste, constatou-se que haviam aderido em cada fruto

cerca de 11.000 conidios. O benomil, a aménia quaternaria, o
thiabendazol e o ecolife a 100 e 200 ppm inibiram totalmente a germinacao
dos conidios aderidos aos frutos (Tabela 3). '

Tabela 3- Percentagem de inibigdo da germinag&o de conidios de M. fjiensis aderidos

em frutos de banana submetidos a diferentes produtos. Manaus, AM. 2000

Concentragdes (ppm)

Produtos
100 200
Amoénia quaternaria 100 100
Benomil 100 100
Ecolife 100 100
Thiabendazol (Tecto 600) 100 100
Testemunha* 0 0

* Agua destilada

Conclusodes

O meio de cultura e o regime de luz exerceram grande influéncia na
esporulagao de M. fijiensis. O meio de BDA, seguido do V8-CaCO, agar
e ACA, submetidos ao regime de luz seqiiencial, foram os melhores
meios para esporulacao.

A produgéo de conidios em meio de cultura BDA foi maxima em
culturas com dezoito dias de idade, enquanto a germinacao dos
esporos se manteve praticamente estavel.

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

As folhas de bananeiras e frutos também podem ser um meio efetivo
para disseminacéo do patégeno a longas distancias.
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- A presenca de estruturas fingicas, conidios de M. fijiensis, em folhas
doentes, &€ uma forte indicagdo para que tais folhas ndo sejam utilizadas
como protegao dos frutos durante o transporte, pois elas servem de
fonte de in6culo para disseminagao do fungo a longas distancias.

- Obenomil, oecolife, o thiabendazol e a aménia quaternaria a 100ppm
inibiram totalmente a germinag&o dos conidios de M. fijiensis.

- Aimersao dos frutos contaminados durante cinco minutos em solucéo
de benomil, de ecolife, de thiabendazol e de aménia quaternaria a 100
e 200ppm foi eficiente para inibir a germinacéo dos conidios.

- Uma pulverizag&o de benomil, ou de ecolife, ou de aménia quaternaria,
ou de thiabendazol a 200ppm em todos os materiais utilizados no
transporte dos frutos podera reduzir os riscos da disseminagao do
patégeno.
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