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RESUMO

Controle biol6gico de Mycosphaerella fijiensis Morelet, agente causal da sigatoka-negra
da bananeira (Musa spp.) com Trichoderma spp.

O principal problema fitossanitario da cultura da bananeira no Brasil e também em outros
paises € a sigatoka-negra, causada pelo fungo Micosphaerella fijiensis Morelet, que pode
ocasionar perdas de até 100% da producdo. A medida mundialmente mais utilizada no
controle deste problema em bananais comerciais tém sido pulverizagdes com fungicidas. Na
Amazonia, o uso de fungicidas para o controle da sigatoka-negra torna-se econdmica e
ecologicamente inviavel, face aos custos e aos impactos ambientais. No intuito de evitar tais
problemas, produtos de origem biolégica como fungos do género Trichoderma vém sendo
utilizados no controle de vérios fitopatdgenos em diversas culturas, ganhando mercado e
credibilidade por seus baixos impactos sobre o meio ambiente e & salude humana. Este
trabalho teve como objetivo determinar o potencial de 29 isolados de Trichoderma spp. no
controle da sigatoka-negra em bananeiras da cultivar Prata And em condig¢Oes de campo. Na
selecdo de antagonistas, os 29 isolados de Trichoderma spp., cedidas pela Colegdo de
Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA), foram testados em plantas da cultivar Prata And com dois meses de idade,
aparentemente livres da doenga, plantadas entre linhas de um cultivo de bananeira altamente
infestadas com M. fijiensis, localizado na Estacdo Experimental da Embrapa Amazonia
Ocidental em Manaus, AM. Para determinar o potencial dos antagonistas (Trichoderma spp.),
foi aplicada uma suspensdo de 10’ conidios mL™ de cada isolado para cada tratamento,
pulverizando-se a folha vela e as folhas um, dois e trés. As pulverizagbes foram repetidas a
cada dez dias durante um periodo de trés meses. Posteriormente, realizou-se outro
experimento com os quatro isolados que apresentaram melhor eficiéncia de controle,
seguindo-se a mesma metodologia. Testes adicionais foram realizados com o antagonista
avaliando a produgdo massal de conidios em substrato de arroz e de compatibilidade deste
com os seguintes fungicidas (Clorotalonil, Flutriafol, Oxychloride e Azoxystrobin). Os
resultados obtidos em campo indicaram que o isolado 2.047, identificado como Trichoderma
harzianum Rifai, apresentou potencial no controle da sigatoka-negra quando comparado aos
outros isolados e ao tratamento controle, ndo apresentando diferenca estatistica com o
fungicida (Azoxystrobin), recomendado no controle da doenca. Na producdo massal de
conidios, T. harzianum demonstrou ser possivel produzi-lo em larga escala por métodos
artesanais, sem 0 uso de técnicas especiais. No teste de sensibilidade, apresentou
compatibilidade com todos os fungicidas testados, possibilitando assim sua aplicacdo em
conjunto com esses produtos. Com todas estas prerrogativas, surgem novas perspectivas para
o isolado 2.047 ser utilizado como agente controlador da sigatoka-negra da bananeira.

Palavras chave: antagonistas, produgdo massal, sensibilidade a fungicidas, Trichoderma
harzianum
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ABSTRACT

Biological control of Mycosphaerella fijiensis Morelet, causal agent of black sigatoka in
banana plants with Trichoderma spp.

The black sigatoka disease caused by the fungus Micosphaerella fijiensis Morelet is the main
disease problem of banana culture in Brazil and in many other Latin American countries,
causing losses that can reach up to 100% of the production. The most widely used measure in
the control of black sigatoka in commercial plantations of banana has been the use of sprayed
fungicides. In the Amazon region, the use of fungicide to control black sigatoka is
economically and ecologically unfeasible due to its cost and its environmental impact. In
order to avoid such problems, products of biological origin like fungi of the Trichoderma
genus, have been used to control plant pathogens in several different cultures, gaining market
share and credibility for their low impact on environment and human health. This study aimed
to determine the potential of 29 isolates of Trichoderma spp. in the control of black sigatoka
in the banana cultivar Prata And under field conditions. In the selection of antagonists, 29
isolates of Trichoderma spp., courtesy of the Collection of Microorganisms of Agroforestry
Interest of the National Institute for Amazon Research (INPA), were tested on plants of the
cultivar Prata And, with two months old, apparently free of the disease and planted between
rows of banana plant cultivation highly infested with M. fijiensis, located at the Experimental
Station of the Brazilian Agricultural Research Corporation (EMBRAPA), Manaus, AM. To
determine the potential OF THE antagonist (Trichoderma spp.) a suspension of 10’ conidia
mL™ of each isolate was applied for each treatment, by spraying the candle leaf and leaves
one, two and three. The spraying was repeated every 10 days during a period of three months.
Subsequently, another experiment with the four isolates was carried out, which showed better
control efficiency, following the same methodology procedures. Additional tests were
conducted with the antagonist to evaluate massal production of conidia on rice substrate and
its compatibility with the following fungicides (Clorotalonil, Flutriafol, Oxychloride and
Azoxystrobin). The results obtained in the field indicate that the 2.047 isolate, identified as
Trichoderma harzianum Rifai presented potential to control of black sigatoka, when
compared to other isolates and the control treatment, showing no statistical difference with the
chemical treatment (Azoxystrobin), recommended to control the disease. In massal production
of conidia, it was shown that T. harzianum can be produced in large scale by artisanal
methods, without any special techniques. In the sensitivity test it showed compatibility with
all fungicides, thus enabling its application in conjunction with these products. With all these
prerogatives new perspectives can be envisaged for the strain 2.047 to be used as a biocontrol
agent of black sigatoka disease in banana plants.

Keywords: antagonists, Musa sp., massal production, fungicide sensitivity, Trichoderma
harzianum
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1. INTRODUCAO

A banana é uma das frutas mais consumidas no Brasil e no mundo. Segundo dados do
IBGE (2008), a bananeira (Musa spp.) ocupa o segundo lugar no ranking das fruteiras
tropicais com um volume de producédo de 6,9 milhGes de toneladas, perdendo apenas para a
cultura da laranjeira com 18,5 milhdes de toneladas.

Na regido Norte, 0 Amazonas e o Pard concentram 88% da produgdo de bananas,
sendo 0 Amazonas 0 segundo maior produtor. A bananicultura é uma das atividades de maior
relevancia para o agronegécio da regido Norte do Brasil, principalmente para o Estado do
Amazonas, onde 0 consumo per capita gira em torno de 60 kg ano™. A banana, portanto, faz
parte da base alimentar da populagdo amazonense (Gasparotto et al., 2006).

Sdo vérios os problemas que afetam a bananicultura da regido Norte, que se
caracteriza pelo baixo nivel técnico empregado nos cultivos, resultando em baixa
produtividade e m& qualidade dos frutos. Além disso, o0s problemas fitossanitarios
relacionados as doengas como sigatoka-negra, mal-do-panaméa, moko, nematoides e viroses
contribuem, em alguns casos, com grandes perdas na produgdo (Gasparotto et al., 2010).
Sendo a sigatoka-negra causada por Mycosphaerella fijiensis Morelet (fase anamorfica
Paracercospora fijiensis (Morelet) Deighton), considerada a doenga mais destrutiva da
cultura da bananeira no Brasil e em muitos outros paises da América latina (Senhor et al.,
2009).

No Amazonas, um ano apds a constatacdo da sigatoka-negra nos plantios estabelecidos
com cultivares suscetiveis, como Prata, Macd, Nanica, Prata graida e o platano D’Angola, as
perdas atingiram cerca de 100% e, em pouco tempo, os plantios foram abandonados
(Gasparotto et al., 2006). No estado do Acre no periodo de 2000/2001, foi constatada uma
reducdo na producdo de 42% (Cavalcante et al., 2004) e no municipio de Caroebe, no estado
de Roraima, nas cultivares Pacovan, Prata Comum e Maga houve uma reducdo de 75% no
peso dos cachos (Gasparotto et al., 2006).

As estruturas do patdgeno responsaveis pela sua disseminagdo sdo 0s ascOsporos e 0s
conidios. Os conidios séo formados em condigéo de alta umidade, principalmente se houver a
formacédo de um filme de 4gua sobre a folha, o que favorece também a sua germinacgdo (Marin
et al.,, 2003). Os conidios podem ser disseminados a longa distdncia pelo vento, em

embalagens usadas no transporte de bananas, pelo caminhdo transportador, em mudas



infectadas e até por pessoas (aderidos a roupa), que tenham tido contato direto com cultivos
de bananeira infectados (Hanada et al., 2002a).

Pulverizagdo com fungicidas tem sido a medida mais utilizada no controle da sigatoka-
negra em bananais comerciais em todo o mundo. No Brasil, segundo, Gasparotto et al.
(2006), em razéo do custo, o uso de fungicida s6 deve ser implementado em bananais nos
quais se adotam altos niveis de tecnologia, com alto retorno econémico.

Na Amazonia, o uso de fungicida para o controle da sigatoka-negra torna-se
econdmica e ecologicamente invidvel, face aos custos e ao impacto ambiental. O controle por
meio de cultivares resistentes é, sem duvida, a estratégia ideal, principalmente em relagdo a
questdes ambientais. Porém, na utilizacdo de genes de resisténcia como estratégia de controle
da sigatoka-negra, é necessério levar em consideracdo os aspectos relativos a perenidade da
cultura, a estreita base genética, a extensdo da area em que é cultivada e, acima de tudo,
presenca constante de teleomorfo da M. fijiensis nos bananais durante todo o ano agricola.
Assim, o risco de ocorrer um efeito vertifolia aumenta, ou seja, a resisténcia podera ser
quebrada com isolados capazes de vencer os genes de resisténcia e, desta forma, a doenga
desenvolverd mais rapidamente do que em cultivares sem genes de resisténcia.

Devido a praticidade e a eficiéncia do controle quimico e pelo limitado suporte
financeiro disponivel, torna-se pouco atrativo o estudo de outros métodos de controle. Porém,
0 uso continuo indiscriminado de fungicidas, principalmente sistémicos, tem desenvolvido
racas de M. fijiensis menos sensiveis ou resistentes a varios produtos, além de causar
contaminacdo ambiental e danos a saude humana (Marin et al., 2003). Sem duvida, estes
fatores estdo contribuindo para o aumento do interesse de controle alternativo da sigatoka-
negra nestas ultimas décadas.

As bactérias sdo os principais microrganismos testados para controle biol6gico da
sigatoka-negra. Jimenez et al. (1987) avaliando a atividade de 225 bactérias epifiticas de folha
de bananeira contra M. fijiensis; destas, 12 se mostraram eficientes in vitro e apenas um
isolado (Pseudomonas sp.) foi eficiente em casa-de-vegetagdo. Dois isolados de Serratia
marcescens Bizio apresentaram resultados ligeiramente superiores do que o fungicida
propiconazole em casa-de-vegetacdo e, em condi¢cBes de campo, apresentaram niveis de
controle semelhante aos dos fungicidas propiconazole, tridemorf e mancozebe (Gonzélez et
al. 1996a). Outra pesquisa realizada com bactérias por Gonzéles et al. (1996b), foi conduzida
com isolados capazes de produzir enzimas hidroliticas, tais como quitinase e glucanase,

visando o controle da sigatoka-negra.



Mais recentemente, Arzate et al. (2006) determinaram a atividade antagodnica, in vitro
e em casa-de-vegetagdo, de 25 isolados de Trichoderma sobre M. fijiensis, sendo que oito
isolados apresentaram 45% de inibicéo do crescimento micelial do patégeno. No Brasil ainda
ndo h4 trabalho publicado envolvendo o controle bioldgico de sigatoka-negra.

Existem poucos estudos sobre o controle bioldgico da sigatoka-negra. Esse método de
controle, geralmente € aplicado nos patossistemas onde se constataram problemas com
resisténcia a fungicidas (Harman, 2000). Em especial para regido Amazodnica, este método
pode ser uma alternativa viavel para os bananicultores, pois a banana constitui uma parte
importante da renda dos pequenos produtores e da alimentagdo da populacdo e,
principalmente, para preservagéo do meio ambiente.

Os produtos de origem bioldgica vém ganhando mercado e credibilidade pelos seus
baixos impactos sobre 0 ambiente e pela seguranga a saude humana. O controle bioldgico de
fitopatogenos pode ser realizado de forma direta, quando os biocontroladores atuam
diretamente sobre o patégeno, competindo por espago e nutrientes na planta hospedeira, ou
produzindo compostos antimicrobianos e enzimas que degradam a parede celular de fungos
fitopatogénicos (De Cal, 2008). O controle pode ocorrer também de forma indireta, pela
indugdo de resisténcia sisttmica (Dong et al., 2003) ou por uma resposta da planta ao
patdgeno (Arnold et al., 2001).

O género Trichoderma é conhecido pelo seu potencial biotecnoldgico devido a sua
facil manipulag&o e cultivo in vitro, estabilidade e viabilidade das coldnias preservadas e por
ser um fungo cosmopolita. Como agente de controle bioldgico de doencas de plantas, o
género Trichoderma tem sido reconhecido em muitos sistemas agricolas. Desde 1999, tem
sido utilizado Tricovab®, fabricado pela Comissdo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira
(Ceplac), um biofungicida a base de Trichoderma stromaticum Samuels e Pardo-Schultheiss,
para controlar vassoura-de-bruxa (Moniliopthora perniciosa (Stahel) Aime e Phillips-Mora)
em plantagdes de cacau no sul da Bahia (Pomella et al., 2007). Em outro estudo, Hanada et al.
(2008, 2009, 2010) citam Trichoderma martiale Samuels como um potencial agente para o
biocontrole da podriddo-parda do cacaueiro causada pelo fungo Phytophtora spp. No Estado
do Amazonas, especificamente no laboratério de Fitopatologia da Coordenacdo de Pesquisas
em Ciéncias Agrarias CPCA/INPA, ja em fase de campo, isolados de Trichoderma spp. estéo
sendo avaliados para controlar a podridéo de Sclerotium, causado por Sclerotium rolfsii Sacc.,
considerado um dos mais importantes patdgenos de culturas olericolas da regido (Ferreira et
al., 2009) .



O presente trabalho teve como objetivo determinar o potencial de 29 isolados de
Trichoderma spp. no controle da sigatoka-negra em plantas de bananeira da cultivar Prata
Anéd em condicdes de campo, e avaliar as caracteristicas do isolado selecionado como agente

de controle bioldgico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bananeira

A banana € um fruto de origem asiatica que, a partir do século XV, teve seu cultivo e
uso culinario introduzidos no continente americano. As bananeiras ja existiam no Brasil desde
muito antes do descobrimento. A expedi¢do encontrou indigenas comendo bananas de um
cultivar muito digestivo que se supde tratar-se do ‘Branca’ e outro, rico em amido, que
precisava ser cozido antes do consumo, chamado de ‘Pacoba’ que pode ser a cultivar
D Angola. A palavra pacoba, em tupi-guarani, significa banana. Com o decorrer do tempo,
verificou-se que a cultivar Branca predominava na regido litordnea e a D Angola na
Amazonica (Moreira, 1999).

As bananeiras produtoras de frutos comestiveis sdo plantas da classe
Monocotyledonea, ordem Scitaminea, familia Musaceae, subfamilia Musoideae, género
Musa, Subgénero Eumusa, espécies comestiveis M. acuminata Colla e M. balbisiana Colla,

ambas com 11 cromossomos (Simmonds, 1973).

2.1.1. Importéancia econémica

A cultura da bananeira ocupa o segundo lugar em volume de frutas produzidas no
Brasil e a terceira posicdo em area colhida. Esté entre as frutas mais consumidas no Pais, s
sendo superada pela laranja. Consumida em todas as classes sociais, a banana se faz presente
na mesa dos brasileiros ndo apenas como sobremesa, mas como alimento, com um consumo
per capita em torno de 25 kg ano™ (Gasparotto et al., 2010).

A producdo brasileira de banana esté distribuida por todo o territdrio nacional, sendo a
regido Nordeste a maior produtora (34%), seguida das regides Norte (26%), Sudeste (24%),
Sul (10%) e Centro-Oeste (6%). A bananeira é uma cultura de importancia social, no que se
refere & alimentacdo e renda, pois é considerada uma cultura de subsisténcia. Os produtores,
em sua maioria, apresentam propriedades de pequeno porte com baixa infraestrutura
tecnoldgica. O Brasil em 2007 produziu cerca de 7.098.353 toneladas com um rendimento de
13.773,96 kg h&™ (Gasparotto et al., 2010).



A banana é uma cultura de muita importancia para a regido Norte do pais, pois esta
relacionada & atividade agricola de milhares de pequenos agricultores. O Estado do Para é o
maior produtor de banana da regido com uma producdo em 2007 de 570.951 t e um
rendimento de 12.815,38 kg ha™, sendo o Estado do Amazonas o segundo maior produtor
com uma producdo em 2007 de 235.242 t e rendimento de 10.794,38 kg ha™ (Gasparotto et
al., 2010).

2.1.2. Exigéncias edafoclimaticas da bananeira

A bananeira € uma planta adaptada a regides tropicais, a faixa de temperatura 6tima
para o desenvolvimento das bananeiras comerciais é de 26 - 28 °C, e inclui quase toda a
regido Norte do Brasil. Temperaturas inferiores a 17 °C e superiores a 37 °C reduzem a
velocidade de desenvolvimento da planta, causando distarbios fisioldgicos (Arruda et al.,
2010).

Devido a natureza herbacea da planta, sua ampla superficie folhar e seu répido
crescimento, a bananeira precisa de grandes quantidades de &gua para o seu adequado
desenvolvimento. Dependendo da capacidade de retencdo de agua do solo, precipitacdes
anuais de 1.200 mm a 2.400 mm s&o suficientes para 0 adequado desenvolvimento da cultura
(Arruda et al., 2010).

A bananeira requer alta luminosidade durante todo o ano, em raz&o do seu crescimento
continuo. Pomares de bananeira do grupo Cavendish (Grand Naine, Nanica e Nanic&o)
quando expostos a muita luminosidade podem ser colhidos com mais precocidade (Guerra et
al., 2009). Na regido Norte, a luz é abundante durante todo o ano, ndo sendo um fator
limitante ao desenvolvimento do cultivo (Arruda et al., 2010).

O vento € um fator climético importante, podendo causar o fendilhamento de folhas,
alongamento do ciclo e tombamento de plantas. Ventos inferiores a 30 km h™!, normalmente,
ndo prejudicam a planta; j& ventos superiores a 40 km h™, causam danos em cultivares de
porte alto, e a 70 km h™, em cultivares de porte baixo. Na Amazonia, fendmenos como
“corredores de vento”, que sdo deslocamentos de ar repentinos e localizados, séo
relativamente comuns e causam grande destruigdo (Arruda et al., 2010).

A bananeira pode ser plantada em Vérios tipos de solos, desde os arenosos até solos

muito pesados, com alto teor de argila, no entanto, os mais adequados sdo 0s areno-argilosos,



férteis, profundos, ricos em matéria organica e em célcio e magnésio, bem drenados e com

boa capacidade de retencdo de &gua (Gasparotto et al., 2010).

2.2. Sigatoka-negra

A sigatoka-negra, mancha negra das folhas ou estria negra é causada pelo fungo
Mycosphaerella fijiensis Morelet, que pertence ao filo Ascomycota, ordem
Mycosphaerellales, familia Mycosphaerellaceae (Kirk et al.; 2008), sendo o seu anamorfo
Paracercospora fijiensis (Morelet) Deighton. E o principal problema fitossanitario da
bananicultura em todos os paises onde a doenca foi constatada como por exemplo na América
Central, México, Colémbia, Equador e paises da Africa e Asia (Hinz, 2000).

E conhecida na lingua inglesea como black leaf streak e black sigatoka; na espanhola
como sigatoka negra, raya negra e rayado negro del platanero e na francesa como
cercosporiose noire e maladies desraies noires (Gasparotto et al., 2006).

A sigatoka-negra apresenta uma distribuicdo geografica muito ampla, sendo
encontrada em praticamente toda a América Central, na América do Sul, na América do
Norte, na Africa, na Asia e em paises da regido do Pacifico, como Papua Nova Guiné,
Vanatu, Nova aleddnia, entre outros (Stover e Simmonds, 1987; Cavalcante et al., 2004).

Foi identificada pela primeira vez no vale de Sigatoka, em Fiji, em 1963. A sigatoka-
negra foi relatada no Hemisfério Ocidental, pela primeira vez em 1972, em Honduras,
disseminando-se a partir dai para outros paises da América e do Caribe. Na Africa, sua
ocorréncia foi registrada em Zambia, em 1973, da onde se disseminou para outros paises ao
sul do Saara (Ploetz, 1999). No Brasil, a sigatoka-negra foi constatada, pela primeira vez, em
1998 no estado do Amazonas (Pereira et al., 1998) e rapidamente disseminou-se para 0S
estados das regides Norte, Sul, Sudeste e Centro-Oeste, exceto Goias, Rio de Janeiro, Espirito
Santo (Gasparotto et al., 2007).

O patégeno pode infectar outras espécies pertencentes & familia Musaceae e
recentemente foi constatada infectando Heliconia psittacorum L., uma Heliconiacea
(Gasparotto et al., 2005). A doenca causa destruicéo rapida das folhas, afetando o crescimento
e a produtividade das plantas, devido ao comprometimento da capacidade fotossintética. As
plantas doentes tém a sua produtividade reduzida e a qualidade da fruta é afetada em razéo da
maturacdo precoce. Nos paises tradicionalmente produtores de banana, a sigatoka-negra
modificou drasticamente o sistema de producdo e as estratégias de controle, aumentando o
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niamero de pulverizagBes anuais, tendo os bananicultores de recorrer a utilizagdo de novos
principios ativos e misturas de fungicidas, resultando em incremento no custo de producéo
(Hinz, 2000).

O patogeno produz ascésporos (esporos produzidos de forma sexuada) e conidios
(esporos produzidos assexuadamente), sendo ambos infectivos. Os ascdsporos sdo hialinos
bisseriados, gutulados, lisos, retos ou ligeiramente curvados, bicelulares, medindo 11,5-15,5 x
3-5 um. Os ascosporos sdo produzidos no interior de pseudotécios, nos quais em condicdes
ambientais favoraveis com elevada umidade, decorrentes de chuva ou orvalho, sofrem pressao
interna e sdo ejetados. Os conidios sdo hialinos a sub-hialinos de coloragdo verde-clara,
obclavados a cilindricos obclavados, lisos, retos ou curvos, septados, medem 20-132 x 2,5-5
pum (Gasparotto et al., 2006).

2.2.1. Sintomatologia

Inicialmente séo observadas, na face abaxial, via de regra na margem esquerda e
proxima & extremidade distal, pequenas pontuacOes claras ou &reas despigmentadas, essas
pontuagdes progridem dando origem a estrias de coloragdo marrom-clara, que podem atingir
de 2 a 3 mm de comprimento. Com o progresso da doenga, essas pequenas estrias se
expandem radial e longitudinalmente, ainda com coloragdo marrom-clara, e j& podem ser
visualizadas na face adaxial. A partir desse estadio, as estrias s6 se expandem radialmente e
adquirem coloracdo marrom-escura na face abaxial, assumindo o formato de manchas
irregulares. Estas adquirem coloragdo negra e coalescem, dando ao limbo foliar uma
coloracéo proxima & negra, justificando o nome atribuido & doenga: sigatoka-negra. Nas fases
mais avangadas das manchas negras, inicia-se o processo de morte prematura do limbo foliar,

a partir das bordas (Gasparotto et al., 2006).

2.2.2. Ciclo da doenca

O ciclo da doenga se inicia com a germinacdo dos esporos, que ocorre em até duas
horas depois da inoculagdo, com a emissdo de tubos germinativos retos que se ramificam e
penetram através dos estdmatos em aproximadamente 48 a 72 horas. E preciso agua na
superficie das folhas para que os esporos germinem e penetrem na planta (Vargas, 1996). A

duracdo do ciclo de vida do patégeno € influenciada pelas condi¢bes ambientais e
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suscetibilidade do hospedeiro. Os primeiros sintomas podem ser observados de 15 a 20 dias
nas bananas verdadeiras e em torno de 29 dias nos platanos. Quando comegam a aparecer 0S
primeiros sintomas, principalmente na face abaxial, a hifa pode crescer intercelularmente, de
um estdbmato para outro, emitindo conidi6foros que produzirdo conidios, infectando outras
folhas da mesma planta ou de outras plantas. Também as hifas podem crescer sobre a folha e
penetrar nos estdmatos infectando outras areas do limbo. A formacéo e liberagdo dos conidios
ocorrem desde o inicio dos primeiros sintomas visuais (Gasparotto et al., 2006).

A formacéo dos ascdsporos se inicia cerca de trés a quatro semanas ap6s o surgimento
dos primeiros sintomas; quando a doenca ja se encontra em fase final, a mancha fica
deprimida com coloragéo cinza-clara e no centro das lesdes sdo observados pontos negros que
correspondem aos pseudotécios ou espermagdnios (Gasparotto et al., 2006). Os pseudotécios
podem liberar os ascésporos a partir dos 49 dias em bananas e de 64 dias nos platanos apos a
inoculacédo (Vargas, 1996).

Os ascdsporos atingem as novas folhas, principalmente a folha “vela” ou “bandeira” e
as trés folhas mais jovens, as quais sdo as mais suscetiveis ao patégeno. A producgdo de
ascosporos € maior durante a época chuvosa e no periodo de formacéo de orvalho (Stover,
1980; Ploetz, 1999; Marin et al., 2003).

2.2.3. Epidemiologia

As condicBes predisponentes a sigatoka-negra sdo temperaturas superiores a 21 °C,
sendo a temperatura 6tima na faixa de 25 a 28 °C, umidade relativa alta e periodo chuvoso
prolongado (Jacome e Schuh, 1992). Mycosphaerella fijiensis pode se estabelecer em todas as
regibes onde se cultivam platanos e bananas.

A sigatoka-negra é uma doenca policiclica, pois o ciclo de infeccdo é um processo
recorrente capaz de se repetir inimeras vezes. Tanto conidios como ascosporos podem causar
infeccéo e, por isso, a doenga se caracteriza por apresentar um ciclo de infecgdo assexual e
outro sexual (Gasparotto et al., 2006).

Segundo Jacome e Schuh (1993) os conidios e ascosporos sdo estruturas disseminados
principalmente pelo vento, sendo por meio deste depositados nas folhas superiores da
bananeira. A forma teleomdrfica ou sexuada é considerada a mais importante na disseminagéo
do patdgeno (Stover, 1980), em decorréncia da alta producéo de ascosporos, que pode ser até

100 vezes superior quando comparada a producéo de conidios (Vargas, 1996).



Apesar de o vento ser considerado o principal agente de disseminacdo. Hanada et al.
(2002a), estudando a sobrevivéncia de conidios de M. fijiensis em diferentes materiais,
constataram que 0s esporos sobrevivem por até 60 dias aderidos a folhas da bananeira e nos
tecidos de algoddo das roupas dos operérios; até 30 dias em papeldo, madeira e plastico,
usados na confecgdo de caixas para embalagem dos frutos; até 10 dias em pedacos de ferro; e
na casca dos frutos até seu apodrecimento. Estes resultados indicam que os proprios frutos, as
embalagens e os veiculos que transitam nos bananais afetados, além dos proprios operarios,

podem disseminar o patdgeno a longas distancias.

2.2.4. Controle

A utilizacdo de cultivares resistentes constitui a estratégia de controle mais econémica
e socio-ambientalmente correta, pois é de fécil aplicagdo, ndo depende de acdes
complementares por parte dos bananicultores e é estavel do ponto de vista de preservagéo do
meio ambiente.

As cultivares recomendadas pela Embrapa séo: Caipira, Thap Maeo, Pacovan, Ken,
BRS Caprichosa, BRS Conquista, BRS Garantida, BRS Japira, BRS Vitoria, Preciosa, FHIA
01, FHIA 02, FHIA 18, FHIA 20, FHIA 21, Prata Zulu, Pelipita, Figo Cinza e Ouro.

A utilizagdo de produtos quimicos no controle da sigatoka-negra € a medida mais
adotada em bananais comerciais no mundo todo. Na Amazonia Ocidental e parte da Oriental,
0 uso de fungicidas é antiecondmico e torna-se muito problemético, em face do impacto
ambiental. O Amazonas é rico em mananciais e conta com exuberante biodiversidade que
poderdo ser afetados pelo uso indiscriminado de agrotoxicos. Além disso, os plantios sdo
constituidos por pequenas areas; a maioria dos produtores ndo tem tradicdo no uso de
defensivos (Gasparotto et al., 2010).

Os fungicidas avaliados no Campo Experimental da Embrapa Amazénia Ocidental,
em Manaus que se mostraram eficientes no controle da sigatoka-negra sdo: Azoxystrobin,
Trifloxystrobin, Pyraclostrobin, Flutriafol, Tetraconazole, Tebuconazole, Propiconazole,
Difeconazole, Epoxiconazole, Imibenconazole, Tiofanato Metilico, Bitertanol, Mancozeb e
Clorotalonil e as misturas Azoxystrobin + Difeconazole, Pyraclostrobin + Epoxiconazoloe e
Trifloxystrobin + Propiconazole (Gasparotto et al., 2006).

Algumas praéticas culturais também sdo consideradas importantes ferramentas para
diminuir a presenca de sigatoka-negra, como o controle da drenagem do solo e das plantas
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invasoras, para evitar a formagdo de microclima favordvel ao patdgeno, plantio em &reas

sombreadas, adubacdo adequada, desfolha fitossanitéria e cultivo anual.

2.3. Controle bioldgico

Visa o controle de pragas e doengas com menor impacto ambiental e com menor risco
para o homem, bem como a reducéo de custos em relacdo ao emprego de métodos quimicos
tradicionais (Moraes, 1992).

O controle biolégico de fitopatogenos pode ser alcancado por meio de préticas que
favorecem antagonistas nativos e também através da introducdo de microrganismos
selecionados. O sucesso do biocontrole, no entanto, depende da natureza das propriedades e
mecanismos de agéo do antagonista (Melo, 1998).

Dentre os muitos agentes potenciais de biocontrole, o género Trichoderma tem sido
um dos mais estudados, devido as suas caracteristicas peculiares de antagonismo em

condigdes naturais, principalmente no solo (Melo, 1991).

2.4. Trichoderma spp. como agente biocontrolador de fitopatdégenos

O género Trichoderma, pertencente & Ordem Hypocreales, é representado por fungos
ndo patogénicos que exercem antagonismo a varios fitopatdgenos, através do parasitismo
antibiose e competicao, esses trés mecanismos diferem de espécie para espécie (Melo, 1996).

Rifai (1969) descreveu nove agregados de espécies do género Trichoderma: T.
piluliferum Webster e Rifai, T. polysporum (Link ex Pers.) Rifai, T. hamatum (Bom.) Bain, T.
koningii Oud, T. aureoviride Rifai, T. pseudokoningii Rifai, T. harzianum Rifai, T.
longibrachiatum Rifai e T.viride Pers. Ex S. F. Gray. Bissett (1984) fez uma revisdo do
género e estabeleceu Longibrachiatum como secdo do género na qual incluia T. viride, T.
koningi, T. pseudokoningii e T. longibrachiatum e adicionaram duas novas espécies, T.
citrinoviride Bissett e T. atroviride Bissett.

Trichoderma spp. € um micoparasita necrotrofico eficaz no controle de inimeros
fungos fitopatogénicos, principalmente aqueles com estruturas de resisténcia consideradas
dificeis de serem atacadas por microrganismos, como esporos, esclerodios, clamidésporos e

microesclerddios. Trichoderma harzianum tem sido a espécie mais estudada do ponto de vista
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de biocontrole, mas outras espécies como T. koningii, T. viride, T. hamatum e T.
pseudokoningii também tém sido isoladas e estudadas. Sucesso maior com o uso de
Trichoderma tem sido documentado para patdgenos habitantes do solo, como Rhizoctonia
solani Kuhn, Sclerotium rolfsii Sacc, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, Fusarium spp. e
Phythium spp. (Melo, 1996). O uso de Trichoderma também tem sido efetivo contra
patdgenos da parte aérea, como Venturia spp., Botrytis spp. (Lisboa et al., 2007), M.
perniciosa, agente causal da vassoura-de-bruxa do cacau em (Sanogo et al., 2002). No
controle de muitas doencas de plantas pode-se usar uma espécie de Trichoderma, ou uma
combinag&o entre outras especies do mesmo género (Ozbay e Newman, 2004).

Vérias formas de acéo estdo associados com a efetividade dos Tricoderma spp. para
controlar doengas, como na forma direta através da antibiose, competi¢do pelos nutrientes e
espaco fisico, micoparasitismo e inativacdo das enzimas do fitopatdégeno e indireta atraves da

inducg&o de resisténcia e tolerancia ao estresse.

2.4.1. Mecanismos de biocontrole pelo Trichoderma spp.

O género Trichoderma engloba varias espécies que podem atuar como agentes de
biocontrole utilizando diversos mecanismos nas suas propriedades antagonicas:
Antibiose: muitas espécies j& estudadas possuem a capacidade de produzir metabdlitos
secundarios, tais como antibidticos antifingicos como as pironas, isocianatos, tricotecenos,
dentre outros (Schirmbock et al., 1994) capazes de inibir e destruir propdgulos de fungos
fitopatogénicos.
Competicao: a competi¢do representa uma relagcdo negativa entre duas populagdes, em que
ambas sdo adversamente afetadas com respeito a sobrevivéncia e ao crescimento. A
competicdo ocorre entre microrganismos, quando espago ou nutrientes sdo limitantes (Melo,
1998). Microrganismos que tém capacidade de competir por sitios de infeccdo e usar
nutrientes disponiveis podem deslocar o patdgeno por impedir a germinagdo de propagulos ou
a infecgdo (Punja e Utkhede, 2003).
Micoparasitismo: este mecanismo consiste na utilizagdo do fitopatégeno como alimento por
seu antagonista, Trichoderma spp. pode detectar e localizar hifas de fungos suscetiveis,
crescendo em sua direcdo, presumivelmente em resposta a estimulos quimicos produzidos
pela hifa hospedeira, geralmente enrolando-se fortemente em toda sua extens&o, para depois
haver, entdo, penetracdo e destruicdo da hifa (Melo, 1996).
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Muitas espécies de Trichoderma tém capacidade de produgdo de diversas enzimas
liticas, como por exemplo, celulases, hemicelulases, glucanases, tanto extra como
intracelularmente, conferindo-lhes uma excelente capacidade de degradacdo de celulose e,
consequentemente, a degradacio de paredes celulares de fungos. E muito provavel, pois, que
0 micoparasitismo seja o resultado da agdo isolada ou conjunta de enzimas liticas capazes de
digerir a parede celular do patdgeno (Melo, 1998).

Inativacdo das enzimas do fitopatégeno: as enzimas de alguns fitopatdgenos séo
responsaveis pela hidrolise dos componentes pécticos da parede celular das plantas. Quando
presente, T. harzianum secreta proteases sobre a superficie da planta que inibem a acdo das
enzimas hidroliticas dos fitopatogenos (Elad et al., 1999).

Inducéo de resisténcia: quando Trichoderma spp. entra em contato com a planta, esta ativa o
seu sistema de defesa, fundamentalmente por inducdo do sistema enzimatico oxidativo,
preparando-a aos possiveis ataques de patégenos (Melo, 1998).

Os mecanismos de agdo anteriormente expostos podem atuar isoladamente ou de
forma sinérgica no controle de patdgenos. A importancia relativa de cada um deles depende
do sistema antagonista-patégeno, ja que nem todos isolados de Trichoderma apresentam a

mesma capacidade antagdnica frente a um patdgeno determinado.

2.4.2. Produtos comerciais a base de Trichoderma spp.

O género Trichoderma agrupa diversas espécies e cada uma delas apresenta uma
afinidade diferente para determinados fungos fitopatégenos e, de igual forma, requerem
diferentes condi¢des ambientais.

Vérios sdo os produtos formulados a partir de Trichoderma spp. registrados, ainda em
fase de registro ou estudo no Brasil e em outros paises. Os mais conhecidos e comercializados
no Brasil sdo: Trichodermil (Itaforte BioProdutos, Adamantina, SP), contra varios fungos
habitantes do solo; Biotrich (Biovale Produtos Agropecuarios Ltda, Venanacio Aires, RS),
com acgdo preventiva contra 0s géneros Rhizoctonia, Sclerotina, Fusarium, Phytium,
Phomopsis e Rosilinia; Biomix (Terraviva Ind. e Com. de Insumos Organicos, Cotia, SP)
utilizado para o controle de Oidio, Uncinula necator, em videira; Tricovab (fabricado pela
Comisséo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira CEPLAC, BA), controla M. perniciosa,

agente etioldgico da vassoura-de-bruxa em cacau ou entre outros (Lucon, 2008).
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Em relacdo ao controle de M. fijiensis utilizando Trichoderma spp. existem apenas
estudos preliminares. Arzate et al. (2006) selecionaram dois isolados de Trichoderma (J7 e
J11) em casa-de-vegetacdo que inibiram o desenvolvimento de M. fijiensis em mudas de
bananeira da cultivar Valery, mencionado que esses isolados apresentam potencial antagbnico

e recomenda fazer avaliagdes em condigdes de campo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial dos isolados de Trichoderma spp. no controle da sigatoka-negra da

bananeira em condig¢Ges de campo.

3.2. Objetivos especificos

1) Selecionar isolados de Trichoderma spp. com potencial de controlar a sigatoka-
negra da bananeira em um plantio experimental em condigdes de campo.
2) Avaliar as caracteristicas do isolado selecionado como agente de controle bioldgico.

3) Identificar o isolado selecionado
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Fitopatologia da Coordenagéo de
Pesquisas em Ciéncias Agronémicas (CPCA) do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia (INPA) e na Estagdo Experimental da Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus,
AM.

4.1. Obtencéao e preservacao de isolados de Trichoderma spp.

Os isolados de Trichoderma spp. utilizados neste trabalho foram obtidos da Colegéo
de Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia (INPA), depositados no Laboratdrio de Fitopatologia da Coordenacéo de Pesquisas
em Ciéncias Agrondmicas (CPCA)

Foram selecionados 50 isolados para serem cultivados em placas de Petri contendo
meio de Batata-Dextrose-Agar (BDA) por um periodo de 10 dias a 25 °C, sob fotoperiodo de
12 h, para posterior preservacdo em silica-gel (Dhingra e Sinclair, 1995). Para cada placa de
Petri, colonizada por cada isolado, foram adicionados 10 mL de &gua esterilizada, para o
preparo de uma suspensdo de estruturas de fungos em crescimento. Em cada placa contendo a
suspensdo foram colocados 30 discos de papel filtro esterilizado com 5 mm de didmetro.
Apobs cinco minutos, os discos de papel filtro umedecidos com esta suspensdo foram
transferidos para frascos de vidro com capacidade de 10 mL contendo a metade do volume

com silica-gel desidratada.

4.2. Preparacédo do in6culo de Trichoderma spp.

Para obtencdo de indculo dos antagonistas, 29 isolados de Trichoderma spp.
preservados em silica-gel, foram incubados em placas de Petri contendo meio de BDA, a 25
°C, sob fotoperiodo de 12 h, por um periodo de 10 dias. Ap6s o periodo de incubagéo, foi

preparada uma suspens&o na concentracéo de 10 conidios mL™, para cada isolado.
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4.3. Selecdo de isolados de Trichoderma spp. com potencial para o biocontrole de
Mycosphaerella fijiensis no campo.

Para avaliacdo do potencial dos isolados de Trichoderma spp. como biocontroladores
de M. fijiensis em condig¢Oes de campo foram utilizadas mudas de bananeira da cultivar Prata
And, com dois meses de idade, provenientes do viveiro da Embrapa Amazo6nia Ocidental,
aparentemente livres da doenga. As mudas foram plantadas entre as linhas em um plantio de
bananeira, localizado na mesma estagdo experimental, altamente infectado com M. fijiensis,
com distanciamento de 3 m x 1,5 m para favorecer a ocorréncia de infeccdo natural de M.
fijiensis nas bananeiras.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢cdes, composto
de 30 tratamentos, sendo uma testemunha, e 29 isolados de Trichoderma spp.

Para determinar o potencial dos antagonistas (Trichoderma spp.) foi pulverizada uma
suspensao 107 conidios mL™ de cada isolado sobre as folhas: vela, um, dois e trés. Nas plantas
testemunhas foi aplicada apenas agua destilada. As pulverizaces foram realizadas tanto na
face abaxial como na face adaxial e repetidas a cada 10 dias durante um periodo de trés
meses. As pulverizagdes foram feitas a partir das 16 horas.

A severidade da doenga na bananeira foi avaliada conforme o método descrito por
Gauhl (1990). Que utiliza uma escala de notas que varia de zero a seis, sendo: 0 — sem
sintomas; 1 — menor de 1% de lamina foliar lesionada (presenca de no méximo 10 manchas);
2 —de 1 a 5% da lamina foliar lesionada; 3 — de 6 a 15% da lamina foliar lesionada; 4 — de 16
a 33% da lamina foliar lesionada; 5 — de 34 a 50% da lamina lesionada; 6 — de 51 a 100% da
l&amina foliar lesionada.

Para analise estatistica, 0s dados da severidade obtidos na quinta folha aos 60 e 90 dias
apds a primeira aplicacdo, foram submetidos a transformacéo, utilizando a equacéo angular
arco seno raiz quadrada de X/100. A comparacdo da média de severidade da doenca dos

tratamentos foi feita pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.4. Avaliagéo de isolados de Trichoderma spp. que apresentaram potencial como agente
biocontrolador de Mycosphaerella fijiensis no campo

Nesta etapa foram utilizados quatro isolados que obtiveram melhores resultados de
controle de M. fijiensis no primeiro ensaio descrito no item 4.3. Tanto os procedimentos da
preparacdo das bananeiras como as suspensdes dos inoculos de Trichoderma spp. foram
semelhantes ao experimento anterior. A pulverizagdo do antagonista ocorreu tanto na face
abaxial como na face adaxial nas folhas: vela, um, dois e trés. No entanto, o intervalo de
pulverizagdo foi a cada sete dias durante um periodo de dois meses.

O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com seis tratamentos sendo:
uma testemunha, um fungicida (Azoxystrobin) e quatro isolados de Trichoderma spp. que
apresentaram potencial de biocontrole. Cada tratamento constou de dez repetigdes, a unidade
experimental foi constituida de uma planta. Nas plantas testemunhas foi aplicada apenas agua
destilada. O fungicida foi aplicado na concentragéo de 0,25 mL L aplicado da mesma forma
que os antagonistas no campo. A severidade da doenga na bananeira foi avaliada conforme o
meétodo descrito por Gauhl (1990). Para andlise estatistica, os dados de severidade obtidos na
sexta folha, aos 60 dias apds a primeira aplicacdo, foram submetidos & transformacéo
utilizando a equac&o angular arco seno raiz quadrada de x + 0,5/100. A comparacdo da média
de severidade da doenca dos tratamentos foi feita pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de

probabilidade.

4.5. Producéo de in6culo do isolado 2.047 em substrato de arroz

Para producéo do inoculo do o isolado 2.047 foram utilizados sacos de polipropileno
com capacidade de dois quilos contendo 200 gramas de arroz em grdo, umedecido com agua
destilada em diferentes concentragdes de acordo com os tratamentos. Os sacos foram vedados
com grampos e autoclavados (120 °C durante 25 minutos). Posteriormente, cinco discos de 5
mm de didametro contendo crescimento micelial desenvolvido em meio de cultura BDA foram
transferidos para cada saco.

Para este ensaio foram utilizados os seguintes tratamentos:

T1 =200 g de arroz com 30% de &gua e sacos abertos ap0s trés dias
T2 =200 g de arroz com 30% de &4gua, CaCO3 (3%) e sacos abertos apos trés dias

T3 =200 g de arroz com 50% de &gua e sacos abertos ap0s trés dias.
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T4 =200 g de arroz com 50% de &4gua, CaCO3 (3%) e sacos abertos apos trés dias.
T5 =200 g de arroz com 70% de &gua e sacos abertos ap0s trés dias.

T6 =200 g de arroz com 70% de &gua, CaCO3 (3%) e sacos abertos apos trés dias.
T7 =200 g de arroz com 30% de &gua e sacos fechados.

T8 =200 g de arroz com 30% de &4gua, CaCOj3 (3%) e sacos fechados.

T9 =200 g de arroz com 50% de &gua e sacos fechados.

T10 = 200 g de arroz com 50% de agua, CaCOj3 (3%) e sacos fechados.

T11 =200 g de arroz com 70% de agua e sacos fechados.

T12 =200 g de arroz com 70% de agua, CaCOj3 (3%) e sacos fechados.

O delineamento utilizado nesse experimento foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 2 x 3, sendo o primeiro fator representado por sacos fechados ou sacos abertos
apos trés dias; o segundo fator representado pela adi¢cdo ou ndo de CaCOs. 0 terceiro fator
representado pela umidade de 30%, 50% e 70%, com trés repeti¢des por tratamento.

A cada dois dias, o0s substratos foram revolvidos, para quebrar os micélios e aumentar
a superficie de contato do fungo com os substratos para a producéo mais elevada de conidios
(Jackson, 1997).

Apos sete dias de incubacdo quantificou-se a produgdo de indculo. Para tanto, foi
pesado 1 grama do substrato colonizado com Trichoderma sp. e diluido em 50 mL de agua
destilada. A partir da suspensdo de propagulos, foi determinada a quantidade de conidios
produzidos com auxilio de uma cdmara de Neubauer. De cada saco foram feitas trés réplicas e
obtida a média.

A comparacdo das medias dos tratamentos foi feita pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade.

4.6. Estudo da sensibilidade do isolado 2.047 a fungicidas

Neste experimento foram avaliados os efeitos dos fungicidas: Clorotalonil (1,2 g L),
Flutriafol (0,075 mL L"), Oxychloride (1,4 g L™) e Azoxystrobin (0,25 mL L) na
germinacéo conidial do isolado 2.047. Para tanto, suspensdes de 10’ conidios mL™ do isolado
foram preparadas em solu¢des com cada um dos fungicidas descritos acima, e em agua
destilada estéril como controle. Em seguida, aliquotas de 100 pL das suspensdes foram
semeadas, nos tempos de 0, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos, em placas de Petri contendo meio
de BDA, mantidas a 25 °C.
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O delineamento utilizado nesse experimento foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 6 x 6, sendo o primeiro fator representado por seis intervalos de tempo e o0 segundo
fator representado por fungicidas e controle, com trés repeti¢des por tratamento.

Para cada tempo de incubacdo foram feitas trés replicas. Dezesseis horas apos a
distribuicdo das suspensdes nas placas, realizaram-se contagens de 100 conidios, com auxilio
de um microscopio estereoscopico na objetiva de 40 x, contabilizando conidios germinados e
nao germinados.

Para andlise estatistica, dados referentes a porcentagem de germinagdo foram
submetidos a transformacgdo, utilizando a equacdo angular arco seno raiz quadrada de
X+0,5/100. A comparacdo da média dos tratamentos foi feita pelo teste Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

4.7. Identificacdo do antagonista selecionado

O isolado 2.047 que apresentou potencial como agente de biocontrole de M. fijiensis
foi submetido a identificacdo a nivel de espécie baseada nas caracteristicas morfoldgicas.
Laminas semipermanentes foram preparadas a partir das colbnias crescidas em placas de
Petri, contendo meio de BDA, mantidas a 25 °C, com 7 a 10 dias de repicagem. As mesmas
foram observadas sob microscopio de luz, visualizando as estruturas vegetativas e
reprodutivas do fungo. Também, foram efetuadas 30 medicdes das estruturas com auxilio de
uma ocular micrométrica.

A descrigdo da cultura do Trichoderma sp. foi feita a partir das col6nias cultivadas no
meio de BDA. Discos de micélio de 5 mm de didmetro retirados da periferia da coldnia do
fungo em crescimento ativo, em meio de BDA foram transferidos para o centro de cinco
placas de Petri contendo 20 mL do meio de BDA, cada. Posteriormente, as placas foram
mantidas em 25 °C, sob luz branca por 24 horas. O didmetro das colonias foi medido quando
uma delas atingiu a borda da placa. As coldnias foram descritas observando-se: a textura,
composicao, cor, liberacdo de pigmentos, esporulacdo, aparéncia da massa de conidios,
producdo de setores, presenca de zonacao diurna, como outras caracteristicas.

Os aspectos morfologicos e biométricos das estruturas foram comparados com 0s
descritos em chaves taxondmicas, assim como, as comparacdes das caracteristicas culturais
(Rifai, 1969; Bisset, 1984, 1991).
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5. RESULTADOS

Para os testes em campo foram selecionados apenas os isolados que produziram acima
de 10" conidios mL™ numa placa de Petri de 9 cm, contendo meio de cultura BDA. A
concentracdo de esporos foi determinada utilizando uma cdmara de Neubauer numa suspensao
de 50 mL de &gua destilada (Tabela 1).

Tabela 1. Isolados de Trichoderma spp utilizados no experimento.

Isolados Substrato Localidade

1.340 Madeira Manaus - AM

1.351 Solo Manaus - AM

1.416-1 Solo Manaus - AM

1.432 Solo Manaus - AM

1.435 Solo Manaus - AM

1.439 Solo Manaus - AM

1.439-B Desconhecido Desconhecida

1.572-3 Desconhecido Desconhecida

1.589-B Desconhecido Desconhecida

1.598-B Desconhecido Desconhecida

1.599 Solo Manaus - AM

1.601-B Solo Manaus - AM

1.611 Solo Manaus - AM

2.041 Serragem de madeira Manaus - AM

2.047 Bagaco da cana-de-agUcar Manaus - AM

2.048 Serragem de madeira Manaus - AM

2.109 Desconhecido Laboratorio de Biocontrole Farroupilha - MG
2111 Desconhecido Laboratorio de Biocontrole Farroupilha - MG
2.113 Desconhecido Laboratorio de Biocontrole Farroupilha - MG
2.114 Desconhecido Laboratorio de Biocontrole Farroupilha - MG
2.115 Desconhecido Laboratorio de Biocontrole Farroupilha - MG
2.116 Desconhecido Laboratorio de Biocontrole Farroupilha - MG
2.117 Desconhecido Laboratorio de Biocontrole Farroupilha - MG
2.121 Desconhecido Laboratorio de Biocontrole Farroupilha - MG
2.122 Madeira Manaus - AM

2.123 Madeira Manaus - AM

2.124 Madeira Manaus - AM

2.125 Madeira Manaus - AM

2.126 Madeira Manaus - AM
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5.1. Selegdo dos isolados de Trichoderma spp. para biocontrole de Mycosphaerella
fijiensis no campo

De acordo com os resultados obtidos no teste de media na primeira avaliacéo, aos 60
dias apos a aplicacdo dos antagonistas, praticamente ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos. No entanto, o teste de média para segunda avaliacéo, aos 90 dias, o tratamento
20, que corresponde o isolado 2.047, apresentou na quinta folha, diferenca significativa em

relacdo aos demais tratamentos com uma severidade média de 4,05% (Tabela 2).

Tabela 2. Severidade da sigatoka-negra em bananeiras tratadas com isolados de Trichoderma spp.

**Severidade (%)

*1solados 60 dias 90 dias
1.416 21,59 ab 28,04 ab
1.340 23,21 ab 19,96 abc
1.601-B 28,03 ab 29,66 ab
2.113 29,66 ab 31,81 ab
2.041 22,11 ab 31,81 ab
1.611 21,59 ab 25,89 abc
2.122 18,91 ab 27,51 ab
2.116 23,21 ab 27,52 ab
1.435 24 54 ab 25,89 abc
1.439-B 23,21 ab 14,56 abc
2.124 16,98 ab 28,04 ab
2.111 18,02 ab 25,89 abc
2.126 17,81 ab 25,89 abc
2.125 28,84 ab 22,11 abc
1.439 31,81 ab 31,81 ab
1.351 23,74 ab 29,66 ab
2.048 25,36 ab 22,11 abc
1.432 38,25a 33,96 a
2.117 29,66 ab 31,81 ab
2.047 12,69 b 405 c
2.115 20,77 ab 28,03 ab
2.121 21,59 ab 31,81 ab
2.109 27,52 ab 30,18 ab
1.599 15,12 b 11,06 bc
1.572-3 20,77 ab 21,06 abc
1.589-B 22,39 ab 28,83 ab
2.114 23,21 ab 31,81 ab
2.123 25,36 ab 22,11 abc
1.598-B 27,52 ab 31,81 ab

Testemunha 19,42 ab 30,18 ab
CV (%) = 40,39 CV(%) = 35,25

*Tratamentos: T1 — Testemunha (aplicagdo apenas com é&gua destilada); T2 a T30 (isolados de Trichoderma); **Dados da severidade
transformados pela equagdo angular arco seno raiz quadrada X/100. ***Médias seguidas de mesma letra, na vertical, ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV = Coeficiente de variagéo.
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5.2. Avaliagéo dos quatro isolados de Trichoderma spp. que apresentaram potencial para
biocontrole de Mycosphaerella fijiensis no campo

No teste de média para avaliacdo de isolados de Trichoderma spp. que apresentaram
potencial para biocontrole de M. fijiensis, observou-se que a menor severidade da doencga foi
apresentada quando as plantas foram tratadas com o isolado 2.047 (Trichoderma harzinum)
quando comparado com o0s outros isolados, sendo este estatisticamente igual com o

tratamento com fungicida e com o isolado 1.340 (Tabela 3).

Tabela 3. Severidade de sigatoka-negra em bananeiras tratadas com isolados de Trichoderma spp. e um

fungicida
Tratamentos Severidade (%)
Testemunha 79,84 a
Isolado 1.340 52,16 ab
Isolado 1.439-B 73,88 a
Isolado 1.599 66,85 a
Isolado 2.047 27,10 bc
Azoxistrobin 13,80 ¢

CV (%) = 41,45

*Dados da severidade transformados pela equagdo angular arco seno raiz quadrada X+0,5/100. **Médias seguidas de mesma letra, na

vertical, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. CV = Coeficiente de Variacéo.

5.3. Producéo de indculo do isolado 2.047 em arroz

Na Tabela 4 podemos observar as comparacdes dos resultados de esporulagdo feitas
para cada tratamento, avaliados de forma independente. Com o tratamento 50% de &gua, 3%
de CaCOs e sacos abertos apos trés dias obteve-se maior producéo de conidios em relacdo aos
demais tratamentos (23,2 x 10® conidios mL™), sendo diferente estatisticamente pelo teste
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. A maior producdo de conidios foi obtida quando os
sacos foram abertos apos trés dias. Com incorporacéo de CaCOs os resultados foram melhores
que sem a aplicacdo de CaCOs. A concentracdo de 30% de umidade foi a que apresentou

melhores resultados.
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Tabela 4. Producéo de conidios do isolado 2.047 em arroz com diferentes tratamentos

Concentraco de conidios (x 10° conidios g™)

Com sacos abertos 14,22 a
Com sacos fechados 6,40 b
Sem CaCOs; 9,20 b
Com CaCOs; 11,40 a

Porcentagem de 4gua

30% 12,00 a
50% 10,35 Db
70% 8,55¢C

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados por tratamento nesse trabalho quando avaliados de forma combinada,
demonstraram que a maior concentracdo de conidios foi obtida quando os sacos foram abertos
apos trés dias. Nesses ambientes quando os tratamentos foram enriquecidos com CaCOj3
agiram positivamente. Ndo obstante os melhores resultados de esporulagéo foram encontrados
na concentracdo de 50% de umidade (Figura 1).
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Figura 1. Producéo de conidios do isolado 2.047 em substrato de arroz com diferentes tratamentos.
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5.4. Compatibilidade do isolado 2.047 com fungicidas

O isolado 2.047 n&o demonstrou sensibilidade aos fungicidas Clorotalonil, Flutriafol,
Oxychloride e Azoxystrobin, na concentragdo testada e nos diferentes tempos de incubagéo.

Néo apresentando diferenca estatistica quando comparados com o controle

5.5. ldentificagdo morfolégica do isolado 2.047

O isolado foi obtido a partir de bagago de cana-de-acicar e a cultura apresentou
crescimento rapido (9 cm de didmetro em trés dias), micélio aéreo, cotonoso (flocoso na
periferia), col6nia branca no centro e na periferia esverdeada, devido a esporulagdo, com
reverso branco a verde claro sem pigmentacdo, auséncia de zonagdo concéntrica, com
esporulacdo abundante a partir do sétimo dia. Presenca de clamiddsporos terminais e
intercalares, globoso, 6 a 10 um de diametro, hialino e liso. Micélio ramificado, septado,
hialino com 1,8 x 2,0 um de diametro; conidiéforos alongados, finos, sem prolongamento
estéril, fidlides ndo densamente agrupados, células conidiogénicas intercalares e terminais,
fialidicas (fialides na maioria das vezes regularmente dispostas), ampuliformes, 4,0-7,0 x 2,5-
3,5 um, hialinas e lisas; conidios secos, isolados, asseptados, globosos a elipsdides, 2,5-3,5 x
2,0-3,0 pum, hialinos, lisos. Estas caracteristicas morfologicas, medidas biométricas e as
caracteristicas culturais apresentam semelhancas com as descritas para Trichoderma
harzianum Rifai (Rifai, 1969; Bissett 1984, 1991). Este isolado encontra-se depositado na
Colecédo de Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural do Instituto Nacional de Pesquisas

da Amazdnia, com o nimero de registro de 2.047.
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6. DISCUSSAO

O controle biol6gico é uma alternativa promissora para reduzir o uso de produtos
quimicos (Alabouvette et al., 2006). Fungos do género Trichoderma tém sido extensivamente
empregados como agentes de controle bioldgico de outros fungos fitopatogénicos (Rakholiya,
2010). Com isso, a selecdo de isolados de Trichoderma que possuem atividades supressoras
de fitopatdgenos, € uma estratégia interessante para reduzir o aumento do uso de pesticidas
quimicos e minimizar os impactos ambientais causados por estes.

Entre os 29 isolados testados, o 2.047 foi o mais eficiente no controle da sigatoka-
negra nos experimentos realizados. No primeiro experimento, o isolado 2.047 foi aplicado
numa concentracéo de 10" conidios mL™ a cada 10 dias, diretamente nas folhas (vela, 1,2e3)
das bananeiras em forma de pulverizacdo. Para andlise estatistica avaliou-se a quinta folha,
pois foi a primeira folha que apresentou diferenca estatistica significativa pelo teste Tuckey ao
nivel de 5% de probabilidade, em comparagdo com os outros isolados e com o tratamento
controle. Pois, até entdo, a vela e as quatro primeiras folhas ndo apresentaram diferencas
estatisticamente.

No segundo experimento, foram avaliados os quatro isolados mais eficientes no
controle da sigatoka-negra do primeiro experimento e foi acrescentado o tratamento quimico.
Também foram feitas outras adequacBes na metodologia, visando obter resultados mais
promissores. Com isso, a pulverizagdo dos antagonistas passou a ser feita a cada sete dias em
vez de dez e 0 numero de repeticdes dobrou, passando de cinco para dez plantas.

Novamente o isolado 2.047 foi o mais eficiente no controle de M. fijiensis, com
relacdo aos outros isolados testados, sendo estatisticamente superior. Porém mostrou-se
inferior ao tratamento quimico, quando a andlise estatistica foi feita com a severidade avaliada
na quinta folha. No entanto quando analisada a severidade na sexta folha, o isolado 2.047 ndo
diferiu estatisticamente pelo teste Tukey a 5% com tratamento quimico. Provavelmente este
resultado entre os dois tratamentos que ocorreram na sexta folha seja devido ao Azoxystrobin
ser mais fungistatico e ndo fungicida, ou seja, inibe o crescimento mais ndo mata o patégeno.
Mycosphaerella fijiensis permanece vivo e a partir do momento que ndo se aplica mais o
fungicida, o fungo retoma a colonizagéo e as lesbes comegam a se expandir. Por outro lado,
apesar do patogeno infectar apenas as folhas novas, a vela e no maximo 1 e 2 (Gasparotto et
al., 2006), e ter sido aplicado o antagonista nas folhas vela, 1, 2 e 3, o isolado 2.047 pode ter

colonizado o limbo foliar e/ou produzido metabdlitos secundarios que reduziram a velocidade
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da colonizacdo. E importante salientar que nos dois tratamentos a severidade da doenga
continuou em expansao.

Néo existem estudos de controle biolégico de M. fijiensis, em condigdes de campo. Os
estudos foram efetuados em condi¢des controladas (casa-de- vegetacdo e laboratorio). Arzate
et al. (2006) avaliando, em casa de vegetacdo, isolados de Trichoderma spp. como
antagonistas a M. fijiensis, selecionaram dois isolados que apresentaram 0s menores
percentuais de infec¢éo sob o desenvolvimento de M. fijiensis. Bizerra et al. (2006), testando
29 isolados de Trichoderma spp. quanto a inibicdo do crescimento da colbnia de M. fijiensis
por pareamento em placa de Petri contendo meio BDA, constataram que 45% dos isolados de
Trichoderma inibiram o crescimento de M. fijiensis e 10 isolados testados, produziram
metabolitos volateis e em quantidades suficientes para inibir o crescimento do fitopatdgeno.

Altas concentracBes do indculo do patdgeno podem inundar o sistema, dificultando a
expressividade do agente antagonista, uma vez que sd as plantas relativas ao experimento
foram pulverizadas. Como nesse trabalho as plantas tratadas foram somente as que estavam
sendo avaliadas, as outras plantas ao redor continuavam disseminando propéagulos de M.
fijiensis sem nenhum controle. E possivel que nessas condigdes os antagonistas tenham muito
mais dificuldades de controlar do que em outras circunstancias.

N&o existe duvida do sucesso de Trichoderma spp. como agentes de controle biol6gico
de diversos fitopatdgenos que vem sendo confirmando a cada ano, em varios trabalhos
publicados. Portanto, na literatura existem varios exemplos de patdgenos, tanto habitantes do
solo como da parte aérea, que sdo controlados por espécies de Trichoderma. Como exemplos
de patdgenos de solo, Rhizoctonia solani Kuhn (Candom et al., 2003), Phytophthora spp.
(Ezziyyani et al., 2007) e Fusarium solani (Mart.) Sacc (Rojo et al., 2007); e da parte aérea
como Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime e Phillips-Mora, agente causal da vassoura-
de-bruxa do cacaueiro (Bezerra et al., 2003), Botrytis cinerea Persoon ex Fries (Lisboa et al.,
2007) e Phytophthora palmivora Butler (Hanada, 2010).

Alguns estudos, ndo apenas mencionam Trichoderma como um agente biocontrolador
de fitopatdgenos, mas também especulam quais sdo os principais mecanismos de acdo do
antagonista. Sempere e Santamarina (2010) comprovaram que T. harzianum possui
capacidade de exercer dois mecanismos (micoparasitismo e competicdo por espago e
nutrientes) no biocontole de Fusarium culmorum (W.G. Smith.) Sacc., por meio de
observacdo em microscdpio eletronico de varredura e pareamento das culturas em placas de

Petri com meio de cultura. Os autores sugerem que 0 antagonista produziu metabolitos
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extracelulares para degradar a parede celular, pois constataram a degradagéo da parede celular
do fitopatdgeno. Em outro trabalho, Guedez et al. (2009), estudando o mecanismo de acéo do
T. harzianum sobre diversos patégenos pos-colheita de morango (Fragaria vesca L.) por meio
do pareamento em meio de cultura em placas de Petri e ap6s 96 horas de incubacdo,
concluiram que o antagonista micoparasitava os fitopatogenos. Neste trabalho o pareamento
ndo foi realizado, devido a diferenca na velocidade de crescimento entre M. fijiensis e T.
harzianum.

Isolados de T. harzianum sdo considerados como os melhores fungicidas biol6gicos,
pelo seu poder antagonico contra fungos fitopatogénicos, mediante a producdo de enzimas
liticas que degradam as paredes celulares dos patdgenos, provocando a morte (Serrano e
Galindo, 2006). No entanto, a capacidade de parasitismo deste género depende da espécie ou
isolado; T. harzianum apresenta alta eficiéncia como um micoparasita em relacéo as outra
especies testadas por Markovich e Kononova (2003). Neste trabalho ndo foi realizada
nenhuma andlise sobre a producdo litica do isolado 2.047. Contudo, o comportamento da
severidade da doenca durante o periodo de avaliacdo e das colocagdes feitas pelas referéncias
sobre 0os mecanismo de acdo efetuada pelo T. harzianum, indica que provavelmente houve
trés acOes: competicdo por espaco, micoparasitismo e producdo de substancias metabdlicas
secundarias.

A possibilidade de combinacdo de agentes de biocontrole (ABC) e de fungicidas
quimicos é importante para um manejo integrado de doengas, porque 0s niveis de supressao
de determinada doenca por aplicacdes combinadas sdo geralmente iguais ou superiores ao uso
do ABC (Hidalgo et al., 2003; Deberdt et al., 2008). Quando a pressdo do indculo do
patdgeno aumenta, 0s niveis maximos de prote¢do sdo necessarios, de modo que os fungicidas
quimicos tendem a exibir um efeito de controle eficiente em curto prazo, que pode ser mais
tarde sustentada pelo agente de biocontrole (Harman, 1996; Whipps e Lumsden, 2001;
Backman e Sikora, 2008). A combinacdo eficaz dos produtos quimicos e os agentes de
biocontrole em programas de manejo integrado de doencas tende a reduzir o impacto negativo
sobre 0 meio ambiente por meio da redugdo do numero de aplicagbes de produtos quimicos
(Melo, 1998).

Para o desenvolvimento de uma tecnologia que possibilite a combinacdo de diferentes
metodos de controle, € importante a realizacdo de estudos sobre seus efeitos associados. No
caso do controle biolégico, é de fundamental importancia a avaliacdo dos efeitos sobre o

agente de biocontrole, dos diversos produtos quimicos que sdo comumente utilizados na
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cultura. Esses estudos tém a finalidade de determinar a compatibilidade entre esses produtos e
0 agente de biocontrole e, se possivel, estabelecer as concentracdes adequadas para cada caso
(Mello et al., 2003). O género Trichoderma esta entre 0s microrganismos mais resistentes as
toxinas e produtos quimicos naturais e aqueles sintetizados pelo homem, capazes até mesmo
de degradar alguns compostos como hidrocarbonetos e pesticidas (Harman, 2006).

O isolado 2047 demonstrou compatibilidade com todos os fungicidas testados no
experimento, recomendados para controlar sigatoka-negra, com exceto o Cuprogarb, que é
recomendado para o controle de fungos como Phytopthora infestans (Mont.) de Bary,
Hemileia vastatrix Berk e Br, Alternaria solani (Ell. e Mart.) Jones e Grout. Apds trés horas
de incubagdo ndo houve redugdo na germinacdo de conidios do isolado 2.047 na suspensdo
com os fungicidas, sendo o tempo necessario, em media, para misturar e dispersar o fungo
e/ou os pesticidas no campo. Isto sugere que as estratégias de aplicacdo combinada sdo
promissores para o controle de M. fijiensis a partir de uma perspectiva de manejo integrado de
doencas. O manejo integrado com a utilizacdo de produtos fitossanitarios seletivos em
conjunto com fungos antagonistas, pode ser uma estratégia muito eficiente. Entretanto, alguns
produtos fitossanitarios podem afetar o crescimento vegetativo e a conidiogénese dos fungos
antagonistas, ou até alterar sua composicdo genética (Alves et al., 1998).

O arroz é um substrato comum para a producdo em massa de agentes de controle
bioldgico no Brasil (Faria e Magalhées, 2001), eficiente para a producéo de conidios, barato e
facilmente encontrado nos mercados locais. Também tem sido utilizado com sucesso na
fabricacdo de Tricovab (CEPLAC, Bahia) a base de Trichoderma, um produto de controle
bioldgico contra a vassoura de bruxa em cacaueiro (Pomella et al., 2007).

Estudos sobre sistemas de fermentagdo em estado sélido demonstraram que sais de
célcio melhoraram a esporulagdo e producdo de determinadas enzimas (Chiu et al., 1998;
Saxena et al, 2001; Wuyep et al., 2003.), provavelmente devido aos efeitos sobre o pH e a
nutricdo mineral (Horst et al., 2005; Krishna, 2005). Nas condi¢Ges deste estudo, constatou-se
o efeito positivo e significativo de CaCO; sobre o aumento da producdo de conidios de T.
harzianum.

Os fungos dependem de &gua para seu crescimento e desenvolvimento. A maioria
também depende do oxigénio para a respiracdo, sendo, portanto, aerébicos. Muitos,
entretanto, sdo anaerobicos facultativos, isto €, respiram na presenca de oxigénio e fermentam

na auséncia. Nesse sentido os fungos do género Trichoderma sdo considerados anaerdbicos
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facultativos, sendo que nesse experimento T. harzianum produziu maior quantidade de
esporos em condigdes de ambiente aberto.

A esporulacdo de alguns fungos pode ser afetada pelo teor de 4gua no substrato.
Trichoderma harzianum quando submetido a teores diferentes de umidade, apresentou
melhores resultados com 30% de umidade. No entanto, quando os tratamentos foram
comparados em forma de interagdes os melhores resultados foram obtidos com a aplicacéo de
50% de umidade.

Neste trabalho, a producdo massal de inoculo de T. harzianum em grandes quantidades
pode ser obtida, usando métodos de producdo artesanal, sem o uso de técnicas especiais.
Trichoderm harzianum é um fungo de féacil cultivo e de manutencgdo, sendo uma alternativa de
baixo custo e de facil implantagdo quando comparado com o controle quimico que requer a
obtencdo de moléculas complexas que demandam um grande periodo de tempo e tem um
custo muito elevado, aléem dos impactos ambientais que causam.

Apesar de ndo ter sido realizado estudo econdmico do custo de produgdo massal de
indculo desse fungo, a tecnologia desenvolvida nesse trabalho ndo requer muito recurso
financeiro. Este processo de produgdo em larga escala, e as caracteristicas do produto podem
facilitar a comercializacdo do agente biolégico (Moraes et al., 1991). Vale a pena salientar
que este ensaio teve resultados similares com os obtidos por Hanada (2009) para producdo de
conidios de T. martiale em arroz utilizando diferentes enriquecimentos nutricionais.

O presente trabalho abre novas perspectivas para o uso do controle biolégico da
sigatoka-negra. O isolado 2.047 apresentou qualidades e deve ser mais estudado como
biocontrolador da sigatoka-negra. Até o momento, ndo se tém dados sobre a aplicacdo de
antagbnicos para o controle de M. fijiensis em condi¢Ges de campo. Pesquisas deverdo ser
realizadas para confirmar e otimizar o uso do isolado 2.047 para o controle da sigatoka-negra
da bananeira visando a sua aplicagéo no campo.

Apesar do isolado 2.047 ter sido estatisticamente mais eficiente no controle da
sigatoka-negra da bananeira, este € um trabalho inicial de prospecgdo do uso de isolados de
Trichoderma spp. como agente de controle biolégico de M. fijiensis. Assim, outros estudos
ainda precisam ser implementados para elucidar os mecanismos envolvidos nessa interacao,
para ampliar os conhecimentos a respeito do antagonista e melhorar a sua eficiéncia por meio

de técnicas biotecnoldgicas.
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7. CONCLUSAO
O isolado 2.047, identificado como Trichoderma harzianum Rifai, apresentou

caracteristicas desejaveis como agente controlador bioldgico da sigatoka-negra em condicdes

de campo.
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