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RESUMO

Correlacdo do crescimento micelial e producéo de conidios em diferentes
meios de cultivo e pH no desenvolvimento in vitro de Mycosphaerella

fijiensis.

As caracteristicas patogénicas e fisiologicas de isolados de Mycosphaerella
fijiensis coletados em area produtora de banana no municipio de Humaita-AM
foram estudados objetivando diferencia-los entre si e verificar suas variacoes e
funcdo do pH de diferentes meios de cultivo . Para caracterizacdo selecionou-
se o Iisolado que apresentou maior agressividade no hospedeiro. Na
determinacdo da patogenicidade, o isolado foi inoculado em folhas de
bananeira cultivar do tipo Terra, Maca e Prata através do método do ferimento.
Foram utilizados discos de micélio, retirados de colbnias jovens e cultura puras
do isolado obtidas de uma folha com sintomas tipicos da doenca. Para a
caracterizacdo fisiol6gica, estudou-se o comportamento do isolado nas
seguintes condicdes: o isolado foi cultivado em trés meios de cultura BDA
(batata-dextrose-agar), FBA (extrato de 300g de folhas de banana triturada com
auxilio de mix, decocto por 2h e filtrada, 20g de agar e agua destilada,
quantidade suficiente para 1.000 mL) e AA (Agar-Agar) e trés niveis de pH (4,5;
5,5 e 6,5), durante sete dias, a temperatura de 25°C + 2°C e em condicbes de
alternancia luminosa. O isolado mostrou-se patogénico para os exemplares de
banana Maca e Terra testadas apresentando necrose foliar na forma de estrias.
Os meios BDA e FBA induziram maior crescimento micelial, destacando-se o
meio BDA, e com maior producdo de conidios destacou-se FBA. Em relagéo
aos diferentes niveis de pH, o isolado cresceu melhor em pH 5,5 e 6,5 no meio
BDA em relagdo aos demais. A esporulagdo foi favorecida em pH 4,5,
destacando-se o0 meio FBA em relacdo aos demais. As caracteristicas variaram
quanto a esporulacéo e crescimento micelial, de acordo com o substrato e pH
empregados. Os sintomas observados apresentaram caracteristicas tipicas da
doenca. Observou-se que o isolado mostrou variagdo quanto a esporulacéo,
crescimento micelial, de acordo com o substrato e pH empregados.
Palavras-chaves: Musa spp., sigatoka negra, caracterizacdo patogénica e
fisiologica.
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1. INTRODUCAO

As bananas (Musa spp.) pertencentes a familia Musaceae, sédo espécies
vegetais tipicamente tropicais, cujo bom desenvolvimento exige calor
constante, elevada umidade e boa distribuicdo de chuvas (MOREIRA, 1987).

india, Uganda, China, Filipinas, Equador e Brasil s&o o0os maiores
produtores, respondendo por cerca de 60% da producdo mundial (FAO, 2010).
O Brasil € 0 sexto maior produtor mundial com uma area de aproximadamente
513,10 mil hectares e no ano de 2009 o Brasil produziu 6.783.480 milhdes de
toneladas (FAO, 2011). A banana € a fruta de maior consumo mundial depois
dos citricos, fazendo-se presente na dieta das diferentes camadas sociais, seja
pela sua importancia nutritiva, seja em funcdo do seu preco acessivel ao
publico consumidor e, sobretudo, pelo seu sabor. Consumidas pelas mais
diversas camadas da populacdo, a banana se faz presente na mesa dos
brasileiros com um consumo per capita em torno de 25 kg/ano.

Os dados de producéo brasileira de banana por regido fisiografica em
2009, mostra que a regido norte teve um percentual de 11,98 (IBGE, 2009). H4
uma alta procura por bananas na regido, visto que a mesma € uma das
principais bases alimentares para a populacdo desta regido. Contudo nos
altimos anos a baixa produtividade dos bananais tem aumentado, sobretudo
apos a constatacao da sigatoka negra, doenca que induz perdas da ordem de
até 100% dos bananais, dos tipos Prata, Terra e Maca, e tém obrigado alguns
estados, como 0 Amazonas, a efetuar importacdes constantes para atender a
demanda crescente pela fruta (EMBRAPA, 2010).

As bananeiras sédo afetadas, durante todo o seu ciclo vegetativo e
produtivo, por um grande numero de doencas, que podem ser causadas por
nematoides, virus, bactérias e fungos (CORDEIRO, 2000). A Doenca de
destaque é a sigatoka negra, uma das mais prejudiciais doencas da bananeira,
sendo considerada a mais grave da cultura, € o principal problema fitossanitario
da banana. Causa destruicdo 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
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qualidade da fruta é afetada em razdo da maturacdo precoce causada pelo
fungo Mycosphaerella fijiensis (HINZ, 2000).

Os sintomas induzidos pela doenga séo caracterizados pela presenca de
estrias necroéticas que se expandem apenas radialmente e tomam o formato de
manchas de coloracdo marrom-claro na face adaxial e marrom-escuro na face
abaxial. Em estdgios mais avancados da doenca, as manchas apresentam
coloracdo marrom-escura a negra. No centro das manchas é possivel visualizar
a ocorréncia de pontuacdes escuras representadas pela frutificacdo do
patégeno (PEREIRA et al., 1998).

Com relacdo aos agentes de disseminacdo dos esporos do fungo, o
vento, a chuva e a agua de irrigacdo sao considerados os mais importantes a
curta distancia, dentro das plantacées (PLOETZ, 1999). O transporte as longas
distancias, mudas doentes e folhas infectadas, geralmente utilizadas como
prote¢&o nos cachos durante o transporte para evitar ferimentos nos frutos, sdo
0s meios mais eficientes e rapidos de disseminacdo do patdégeno para areas
livres da doenca (MOURICHON et al., 1997; HANADA et al., 2002).

A composicdo e concentracdo de nutrientes sao fatores importantes no
meio de cultivo do micélio, esporulacdo do fungo e cultura pura. O valor
nutricional e a variabilidade fisiolégica do isolado, além das condicbes
ambientais, podem influenciar a multiplicacdo de conidios de fungos
fitopatogénicos (CRUZ et al., 2009). Desta forma, é importante determinar os
melhores meios de cultivo e condi¢cfes propicias para que se obtenha uma alta
producéo de conidios em um curto periodo de tempo. E de conhecimento que a
composicdo do meio de cultura, a temperatura e luminosidade definem a
quantidade e qualidade do crescimento micelial e esporulagdo conidios
(DHINGRA e SINCLAIR 1995).

S&o0 escassos os trabalhos encontrados na literatura sobre esporulacéo,
germinacao e crescimento micelial de M. fijiensis. Neste sentido, a obtengéo de
condi¢cbes Otimas para o crescimento e reproducdo de M. fijiensis em meios
artificiais constitui um pré-requisito importante, facilitando a realizacao de varios
estudos, relacionados com a biologia, genética e bioquimica do fungo, de modo
a fornecer informacgdes basicas para o entendimento da relacdo patdégeno-
hospedeiro.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Caracterizar morfologicamente e fisiologicamente in vitro isolado de

Mycosphaerella fijiensis.

2.2. Especificos

Comprovar a patogenicidade de Mycosphaerella fijiensis em folhas e no fruto
de bananeira;

Caracterizar morfologicamente através do crescimento micelial o isolado de
Mycosphaerella fijiensis;

Caracterizar fisiologicamente in vitro o isolado coletados;

Correlacionar os diferentes niveis de pH versus crescimento micelial versus

esporulacéo de conidios.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Aspectos gerais da cultura da bananeira

A bananeira (Musa spp.) a qual pertence a familia botanica Musaceae e
é originaria do Extremo Oriente. E uma planta tipicamente tropical, exige calor
constante, precipitacdes bem distribuidas e elevada umidade para o seu bom
desenvolvimento e producdo. A bananeira pode ser propagada sexuadamente
e por via assexuada ou vegetativa. A producdo de mudas por via sexuada é o
processo mais frequentemente usado para serem obtidas novas variedades, ou
para o melhoramento genético (MOREIRA, 1987).

A banana € a fruta mais consumida no Mundo e no Brasil, sendo um
alimento energético, rico em sais minerais, como sodio, magnésio, fosforo e
especialmente por ser rica em potassio, um elemento quimico da maior
importancia para o saudavel funcionamento do coracao, além de se constituir
na principal fonte de carboidratos dos povos que habitam muitas partes das
regibes tropicais do Planeta. A bananeira, além da série de produtos que
podem ser confeccionados com o fruto, tem as folhas que podem servir para
cobrir abrigos provisérios, ou como embalagens improvisadas, ser utilizada
como ataduras de emergéncia, ou ainda, resultar em certo tipo de papel (VALE
et al., 2004). E considerada um dos principais alimentos da humanidade, é uma
boa fonte de vitamina A, B6, B12 e C, além de ferro e célcio, podendo ser
consumida de inUmeras maneiras, desde natural até em forma de chips,
farinha, puré, frita, doces, vitaminadas, compotas, tortas, além de outras. Essas
vantagens comparativas e competitivas da banana remetem para a ampla
disponibilidade de mercados para a comercializacdo desse nutricional e
funcional produto da bananeira (FILHO, 2008).

A bananicultura € uma das atividades agricolas mais importantes no
Brasil, ocupando segundo lugar em volume e frutas produzidas, situando-se em
torno de aproximadamente seis milhdes de toneladas, perdendo apenas para a
laranja (PEREIRA, 2000). E cultivada em todas as regides quentes do mundo,
produz durante quase todo o ano, é consumida no mundo inteiro e movimenta

a economia de diversos paises produtores. E bem apreciada no mundo, por
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suas caracteristicas organolépticas (FAO, 2006). E segundo os dados da FAO
no ano de 2009 o Brasil produziu 6.783.480 toneladas (FAO, 2011).

A producéo brasileira de banana esté distribuida nas 27 unidades da
Federacdo, incluindo o Distrito Federal, destacando-se, depois da laranja,
como a fruta mais importante em area colhida, quantidade produzida, valor da
producdo e consumo. Consumidas pelas mais diversas camadas da populacao,
a banana se faz presente na mesa dos brasileiros com um consumo per capita
em torno de 25 kg/ano. Porém, a parcela da renda gasta com a aquisicao deste
produto € de 0,87% do total das despesas com alimentacéo. Cerca de 98% da
producdo sdo consumidos in natura (LIMA et al 2007).

Apesar de existir um grande namero de variedades de banana no Brasil,
considerando a preferéncia dos consumidores, produtividade, tolerdncia as
doencas, altura de planta e resisténcia a seca e ao frio. As mais difundidas sdo
cultivares do subgrupo Cavendish, como Nanica, Nanicdo e Grande Naine, e
cultivares do grupo AAB, como Prata, Prata-And e Pacovan, do subgrupo
Prata; Terra e D’Angola, do subgrupo Terra; e Macad e Mysore. Entretanto,
todas apresentam pelo menos uma caracteristica indesejavel, como altura de
planta inadequada ou suscetibilidade a alguma doenca (SILVA et al., 1999).

Predominantemente, a banana é cultivada em pequenas propriedades,
com uso intensivo da mao de obra familiar, sendo de grande importancia social
para a fixacdo do homem no campo e para a geracdo de emprego rural,
especialmente para os produtores de menor acesso a tecnologia, ou seja, a
doenca traz tanto prejuizos econdmicos quantos sociais, pois para o0s
pequenos produtores essa tecnologia de controle quimico adotada em muitos
paises da América Central e do Sul é pouco acessivel, tornando-os assim o0s
mais prejudicados pela incidéncia da doenca na cultura (MONTEIRO, 2001).

Em relacdo aos aspectos agrondmicos, a bananeira apresenta
desenvolvimento continuo até o florescimento. Para tanto, a planta passa por
uma fase de crescimento vegetativo e pela fase de diferenciacao floral, com a
formacéo do cacho no interior do pseudocaule, cerca de 90 a 100 dias antes da
emissdo da inflorescéncia. A partir deste estadio fonologico, cessa-se a
emissdo de folhas e raizes. Dessa maneira, condi¢cdes climaticas (luz,
temperatura e vento), nutrientes e agua, proximas ao 6timo sao determinantes
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para o seu crescimento e desenvolvimento (ALVES etal.,1997; MOREIRA,
1999; SOTO BALLESTERO, 2008). A bananeira caracteriza-se por ser uma
planta herbacea com pseudocaule aéreo que se origina de talos carnosos,
rizoma, de onde se desenvolvem numerosos calos que posteriormente dao
origem aos filhos. Estes se apresentam em torno do talo ou rizoma em funcéo
da filotaxia da planta e inicia o processo de independéncia da planta-mae a
partir do aparecimento da folha F10, primeira folha com 10cm de largura de
limbo, e termina com o aparecimento da folha FM, primeira folha com as
dimensdes foliares caracteristicas da cultivar, na fase de diferenciacao floral
(SOTO BALLESTERO, 2008).

3.2. A doenca Sigatoka Negra

Além dos problemas tecnoldgicos, nos ultimos anos, varios fatores de
ordem fitossanitaria tém afetado diretamente o cultivo da banana no Brasil.
Dentre eles se destacam as doencas conhecidas como mal-do-panama,
sigatoka amarela, moko e a sigatoka negra. Esta ultima, muito importante para
o homem por causar danos as plantas e seus produtos, bem como por
influenciarem direta ou indiretamente na rentabilidade do empreendimento
agricola. A sigatoka negra, causada pelo fungo Mycosphaerella fijiensis é a
doenga mais importante da bananicultura mundial (MARIN et al., 2003). E
considerada a doenca mais destrutiva da bananeira no mundo porque impede
a producéo de frutos e pode causar perdas totais na producéo.

A sigatoka Negra foi descrita pela primeira vez nas llhas Fiji, vale de
Sigatoka, em 1963, com o nome de estria negra (“black leaf streak”).
Atualmente esta disseminada por toda a America Central, algumas regides da
Africa, da Asia e, na America do Sul, ja foi encontrada na Coldémbia, Equador e
Venezuela. As regifes atingidas tiveram como consequéncia imediata o
aumento do custo de controle, e passaram a sofrer perdas que variam de 50 a
100% na producéo (KIMATI, H. & CORDEIRO, Z.J. M, 1995).

Em 1998 a doenca foi registrada oficialmente no Brasil, nos municipios
de Tabatinga e Benjamin Constant, no estado da Amazonas. A partir desta
data a doenca vem se disseminando por varios estados brasileiros, na regiao
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Norte, com excecao do estado do Tocantins, Mato Grosso e Mato Grosso do
Sul (Regido centro Oeste), S&do Paulo e Minas Gerais (Regido Sudeste), e
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Regido Sul), sdo outras
localidades por onde a doenca se disseminou (MALBURG, 2004).

O dano atribuido a doenca é a destruicdo 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 razdo da maturacao precoce (HINZ, 2000).
Os principais sintomas da doencga, segundo Gasparotto et al. (2006), séo:
descoloracdo ou pontos despigmentados na face abaxial das folhas , estrias
marrom-claras, de 2 a 3 mm de comprimento; expansao radial e longitudinal
das estrias que se tornam visiveis nas duas faces da folha; a estria adquire
coloracdo marrom-escura e aspecto de manchas de formato irregular; as
manchas adquirem coloragdo marrom-escura a negra e as manchas coalescem
induzindo a morte prematura do limbo.

A germinacdo dos ascésporos e conidios e desenvolvimento da doenca
sao fortemente influenciados por fatores ambientais, como chuva, temperatura,
umidade relativa e vento. Pereira et al. (1999) afirmam que o esporo germina,
quando depositado sobre folhas suscetiveis (vela, 1, 2 e 3), se um filme de
agua estiver presente sobre elas. Entretanto, Jacome & Schuh (1992)
comprovaram que 0s ascosporos requerem umidade na superficie da folha
para germinar e que a infeccdo por conidios ocorreu independentemente da
presenca de agua, exigindo-se, apenas, elevada umidade relativa do ar. Nesse
caso, os sintomas da doenca apareceram mesmo com a reducao do tempo de
permanéncia da agua na folha de 18 para 9 e 10 horas, embora com atraso de
7 e 14 dias, respectivamente. Esse atraso, segundo os autores, pode estar
associado ao maior periodo de tempo que os conidios levaram para absorver a
agua necesséria para a germinacao.

Sao fatores chaves para a inoculacdo e rapido desenvolvimento do
patdgeno, a temperatura, bem como a frequéncia de chuva (principalmente, a
duracdo da chuva), Mobambo et al. (1996) afirmaram que o0s sintomas das

doencas costumam variar de acordo com a estacdo do ano, seca ou chuva,
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sendo que o desenvolvimento da sigatoka-negra € menor na estacdo de seca
do que na de chuvosa.

Em 2011 no municipio de Humaitd- AM foi realizado um levantamento
das propriedades produtoras de banana, onde observou-se plantas com
sintomas da doenca, sintomas esses que evoluem seguindo umas etapas de
desenvolvimento de lesdes:

1. Descoloracéo ou pontos despigmentados na face interior da folha;

2. Pequenas estrias marrons-claras;

3. Expanséo radial e longitudinal das estrias, que sao visualizadas em ambas
faces da folha;

4. A estria adquire coloragdo marrom- escura e formato de mancha;

5. A mancha apresenta um halo de cor escura proeminente, circundado por um
pequeno halo amarelo;

6. A mancha adquire formato proximo a elipse, com o centro deprimido de
coloracéo cinza-palha e com pontuacdes escuras.

Folhas na forma de pontuac¢@es claras ou pequenas areas descoloridas.
Essas pontuacBes evoluem para estrias, e adquirem uma coloracdo marrom-
claro. Na face adaxial, com o progresso da doenca, as estrias ampliam-se
radial e longitudinalmente, e apresentar coloragdo marrom-claro (Figura 1A).
Plantas com sintomas em um estagio mais avancado as manchas apresentam
coloracdo marrom-escura a negra centro deprimido e adquirem uma coloracéo
branco-palha (Figura 1B), (PEREIRA et al., 1998).

A
‘hﬁA- i

FIGURA 1A: Sintomas iniciais da doenca sigatoka negra. B: Grau de sintomatologia mais
avancado. Foto: Nislene Molina. Humaita, AM. 2011
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3.3. O agente causal Mycosphaerella fijiensis

O fungo pertence a classe ascomiceto, conhecido como Mycosphaerella
fijiensis Morelet (estadio anamorfico Paracercospora fijiensis (Morelet)
Deighton. Sinonimia: Mycosphaerella fijiensis var. difformis Mulder & Stover;
Cercospora fijiensis Morelet; Pseudocercospora fijiensis (Morelet) Deighton),
(KIMATI, H. & CORDEIRO, Z.J.M, 1995). Ambas as fases sao importantes no
desenvolvimento da doenca. A fase ascospérica ou sexuada, que constitui o
in6culo primario, permite a sobrevivéncia do patdégeno principalmente quando
as condicGes ambientais sdo desfavoraveis (periodos frios e de baixa umidade
relativa do ar). Por outro lado, a fase conidial ou assexual, que constitui o
in6culo secundario, garante a rapida multiplicacdo do patégeno em menor
espaco de tempo e em maior quantidade. Isso resulta em uma maior
velocidade de desenvolvimento da doenca que, de um modo geral, ocorre nos
periodos mais quentes e com umidade relativa mais elevada (PEREIRA et al.,
1999).

M. fijiensis, caracteriza-se pela grande velocidade e intensidade de
ataque, dificuldade de controle e pelo amplo espectro de cultivares de bananas
qgue infecta. O fungo destréi grandes areas de tecido foliar fotossintetizante,
comprometendo o rendimento da cultura e a qualidade dos frutos. A
germinagcdo dos ascosporos e conidios, bem como o desenvolvimento da
doenca, tem influéncia pelos fatores ambientais, especialmente temperatura e
umidade (FIORAVANCO et al 2005).

A duracéo do ciclo de vida do fungo (Figura 2) € um grande problema, é
influenciado principalmente pelas condi¢gdes climaticas (umidade relativa do ar-
UR, temperatura-T e precipitacbes-P), o tipo de hospedeiro e manejo da
cultura. Em virtude do seu polimorfismo, o patégeno esta bem adaptado para
explorar uma extensa gama de climas tropicais, estacdo seca como Umidas
agindo de forma complementar ou adicional, onde tém preocupado produtores,
pesquisadores e instituicbes de pesquisa envolvidos com a cultura (MENDES
et al 2007). Hanada et al. (2002), estudando a sobrevivéncia de conidios de M.
fijiensis em diferentes materiais, constataram que os esporos sobrevivem por

até 60 dias aderidos as folhas de bananeira e nos tecidos das roupas dos
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operarios; até 30 dias em pedacos de madeira, plasticos e papeldo, usados na
confeccdo de caixas para embalagens dos frutos; e na casca dos frutos, até o
seu apodrecimento. Vale ressaltar que, na casca de frutos verdes da cultivar
Prata Ana, colhidos em um bananal com alta severidade de sigatoka negra,

foram encontrados até 11 mil conidios aderidos em cada fruto.

CICLO DE VIDA espermogdnios fertilizam hifas ascosporos
(A ) receplivas vizinhas K
o< TN/ eproduzem pseudotécios ;
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FIGURA 2: Ciclo de vida de M. fijiensis. Fonte: Drawing courtesy Vickie Brewster.

3.4 Correlagéo pH e meio com o desenvolvimento de M. fijiensis.

Correlacdo é quando duas variaveis estdo ligadas por uma relagao
estatistica, falamos que existe uma correlacdo entre elas. Sendo entdo, a
comprovacdo da existéncia e do grau de relacdo entre duas (ou mais)
variaveis. Variaveis essas onde podemos avaliar e medir as relacfes entre elas
(COSTA NETO, 1992).

Montarroyos et al. (2007) revendo a literatura afirmaram que na

composi¢cdo do meio de cultura, as fontes de carbono e nitrogénio, o pH do
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meio e os regimes de luminosidade séo os principais fatores para a aquisicédo
de culturas in vitro de diversos fungos fitopatogénicos. Isto foi confirmado por
Dhingra & Sinclair (1995) quando relataram que a composicdo do meio de
cultura determina a quantidade e qualidade do crescimento micelial e
esporulacéo dos fitopatdgenos.

Veiga & Kimati (1974) referiram em seus estudos que o meio (FAA) foi o
melhor para a esporulacdo de Cercospora sojina. Hanada et al. (2002a)
confirmaram a eficiéncia do meio (BDA) na esporulacdo de M. fijiensis, mas
Veiga & Kimati (1974) defenderam que o meio FAA pode substituir outros
meios sem prejuizos e explicaram ainda que, por esse ser um meio importado
torna-se de dificil a obtencdo em algumas regides.

Romero & Sutton (1997) conseguiram resultados favoraveis na
inoculacdo de M. fijiensis com temperatura de 26°C em 21,1 dias e 22°C em
25,2 dias, enquanto Mello et al. (2004) relataram que em meio BDA o periodo
de inoculacdo de Cercospora carisis varia entre 14 e 21 dias com temperatura
de 28°C.

Estudos para se obter informacfGes sobre doencas que acometem as
diferentes culturas vém tornado-se extremamente necessarios, sendo que o
controle de muitas dessas € realizado, especialmente, pelo uso de hibridos
resistentes, sendo assim € importante a determinacdo de condi¢cdes Otimas

para o desenvolvimento de fungos fitopatogénicos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coletas das amostras

Os isolados foram obtidos de folhas de bananeira ‘Terra’, ‘Prata’ e °
Macéd’, exibindo sintomas tipicos da doenca Sigatoka negra e coletada em
areas produtoras localizadas na comunidade Paraizinho e vicinal Alto Crato, no
municipio de Humait4-AM (Figura 3A). O isolamento do patdgeno foi realizado
no Laboratorio de Fitossanidade do Instituto de Agricultura e Ambiente (IEAA)
da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) localizado no municipio de
Humaita/AM. O método utilizado foi o indireto. Pequenos fragmentos, retirados
da area de transicdo da leséo, foram tratados com alcool 70%, durante 30s e
desinfestados com uma solucéo de hipoclorito de sédio, numa concentracdo de
1,5%, por 1 a 2 min. Em seguida, os fragmentos foram lavados em duas
por¢cdes consecutivas de agua destilada esterilizada, sendo logo depois
colocados sobre papel de filtro estéril (Figura 3B) e transferidos para placas de
Petri, contendo meio de batata-dextrose-agar (BDA) (Figura 3C). Ap6s o
crescimento do fungo, foi realizada a transferéncia, em condi¢cdes assépticas,
para placas de Petri contendo BDA, onde se obteve a cultura pura do isolado,
estes foram repicados para placas Petri contendo BDA mantidos em B.O.D a

25°C para realizacéo de estudos subsequentes (Figura 3D).

FIGURA 3 A: Folha da bananeira. B: Fragmentos da folha. C: Crescimento fungico. D: Cultura
pura para estudos subsequentes. Foto: Nislene Molina. Humaita, AM. 2011.
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4.2. Testes de patogenicidade

Para a inoculacdo dos isolados de M. fijiensis, foram utilizados
segmentos de folhas de bananeiras cortadas em tiras de 6,5 cm de largura
onde se procedeu a inoculacdo do isolado de M. fijiensis, através do método
com ferimento na folha, discos de BDA, contendo estruturas do patogeno,
foram retirados de colonias puras, e depositados sobre a folha de bananeira
cultivar Terra, previamente desinfestada e ferida com estilete flambado (Figura
4A). Para as testemunhas foi utilizado o mesmo procedimento, utilizando
apenas discos de meio AA sem o inoculo, depositados na superficie foliar
ferida. As folhas inoculadas e testemunhas foram mantidas em camara Umida,
em condi¢Bes de laboratorio, por (15) quinze dias consecutivos (Figura 4B). O
mesmo procedimento foi realizado com os frutos (Figura 5A). As bandejas
foram cobertas com sacos plasticos (Figura 5B), e internamente umedecidos
com agua destilada esterilizada, sendo mantidos por (5) cinco dias
consecutivos em condi¢cdes de laboratério (Figura 5C). Durante os dias do
experimento foram feitas manutencdo da umidade na camera Umida duas
vezes ao dia. O material foi reisolado e observado em microscopico para
confirmacédo do patégeno.

A avaliacdo foi efetuada levando-se em consideracdo a presenca ou
auséncia de sintomas necréticos nas folhas inoculadas com os isolados de M.
fijiensis. Foi escolhido para os testes subsequentes o isolado que apresentou

maior agressividade ao hospedeiro e crescimento rapido em meio de cultivo.
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FIGURA 4 A: Inoculagdo dos isolados de M. fijiensis em folhas de bananeiras sadias. C:
Camara umida em condicdes de laboratério, por 15 dias consecutivos. Foto: Nislene Molina.
Humaita, AM. 2011.

FIGURA 5 A: Inoculacdo dos isolados de M. fijiensis em frutos sadios. B: Frutos inoculados. C:
Céamara tmida em condi¢6es de laboratério, durante 5 dias consecutivos. Foto: Nislene Molina.
Humait4, AM. 2011.

4.3. Caracterizacao fisioldgica e morfolégica

Para os estudos fisiologicos, o isolado de M. fijiensis foi cultivado em
diferentes meios de cultura, em trés niveis de pH (4,5; 5,5 e 6,5), em um
regime de alternancia luminosa (12 h claro/ 12 h escuro), temperatura de 25 °C
e umidade relativa de 60%. Foram utilizados os seguintes meios de cultura:
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BDA (batata, 200 g; dextrose, 20 g; agar, 17 g); FBA (extrato de 300 g de
folhas de banana triturada com auxilio de mix, decocto por 2 h e filtrada, 20 g
de agar e agua destilada, quantidade suficiente para 1.000 mL) e AA (Agar-
agar). Apos o preparo, todos os meios foram autoclavados por 20 minutos a
120°C, 1 atm.

Apéds a obtencado de cultura pura do isolado, foram removidos discos de
micélio (4 mm de diametro) contento estruturas de M. fijiensis e transferidos,
individualmente, para o centro de placas de Petri, contendo os diferentes
meios, sendo o pH ajustado para 4,5, 5,5 e 6,5 pela adicdo de base e acidos.

A avaliagdo do crescimento micelial consistiu de medidas do diametro
das colbnias, em dois sentidos diametralmente opostos, a cada 24h. As
medicdes foram executadas com auxilio de uma régua milimetrada definindo
uma meédia de cinco leituras. As leituras foram concluidas quando o
crescimento da colbnia cobriu completamente o didmetro da placa em um dos
tratamentos no quinto dia de avaliacdo. As analises estatisticas foram
realizadas com auxilio do programa estatistico SISVAR v. 4.0 (FERREIRA,
2000).

A caracterizacao fisiologica foi efetuada utilizando-se as culturas de M.
fijiensis que produziram conidios, sendo a avaliacdo feita com base nha
contagem dos mesmos pelo método da gota (MENEZES, et al 1997). Apés a
avaliacdo do crescimento do fungo, procedeu-se a quantificacdo da
esporulacéo a partir do preparo da suspensdo de conidios. Esta consistiu na
remocado e transferéncia da colénia das placas contendo 3 mL de agua
destilada esterilizada para um becker ,onde foram removidos os esporos com
uma escova de cerdas macias, em seguida o material foi filtrado através de
duas camadas de gaze estéril, onde obteve uma suspenséo e contou-se trés
gotas por placas, sendo quantificada a esporulacdo de conidios por meio de
trés leituras em lamina .

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), com 3 repeticbes para cada tratamento. Em arranjo fatorial 3 x 3,
representado pelos diferentes meios e niveis de pH, perfazendo um total de 9
tratamentos. Cada repeticéo foi representada por uma placa de Petri de 90 mm

de diametro.
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Os dados foram tabulados e analisados estatisticamente e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, utilizou-se o
programa estatistico SISVAR v. 4.0 (FERREIRA, 2000).

25



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Reacdo das cultivares de banana quanto a inoculagao ao isolado
de M. fijiensis.

Os trés isolados identificados e inoculados através do método de
deposicdo com ferimento nas folhas de bananeira sadias foram patogénicos,
nao ocorrendo sintomas nas folhas testemunhas. Dentre os trés isolados
inoculados, apenas um isolado mostrou-se mais agressivo, apresentando um
grau de sintomatologia avancado nas trés cultivares de banana inoculadas
(Figura 6). Apos o periodo de 15 dias a inoculacéo, os tecidos foliares exibiram
0s sintomas tipicos da doenca sigatoka negra (Figura 7). A colonizacdo do
patégeno estendeu-se além do ponto de inoculacdo, em sentido paralelo as
nervuras secundarias. Os sintomas exibidos nas cultivares Terra, Prata e Maca
foram semelhantes aos obtidos por PEREIRA et al., (1998) e (CORDEIRO et
al., 2003). Os postulados de Koch foram seguidos, e os sintomas observados
foram semelhantes aos descritos na literatura com descoloracdo ou pontos
despigmentados; estrias marrom-claras, expansao radial e longitudinal das
estrias que se tornam visiveis nas duas faces da folha; a estria adquire
coloracdo marrom-escura e aspecto de manchas de formato irregular; as
manchas adquirem coloragcdo marrom-escura a negra e as manchas coalescem
induzindo a morte prematura do limbo (GASPAROTTO et al., 2006). Apos o0s
procedimentos descritos acima, as folhas de bananeira inoculadas
apresentaram sintomas caracteristicos da doenca sigatoka negra, realizou-se o
reisolamento do fungo M. fijiensis confirmando assim o postulado de Koch. Os
resultados obtidos pela realizagcdo dos postulados de Koch confirmam a
espécie e a patogenicidade de M. fijiensis.

26



FIGURA 6: Trés cultivares de bananas inoculadas. A: Prata. B: Magé e C: Terra. Foto: Nislene
Molina. Humaita, AM. 2011.

FIGURA 7A: Sintomas caracteristicos da doenca sigatoka negra em folha sadia inoculada em
laboratérios. B: Folhas de bananeira inoculada apenas com o meio BDA (testemunha). Foto:
Nislene Molina. Humaita, AM. 2011.

5.2 Caracterizacao fisiologica e morfolégica do isolado de M. fijiensis

Considerando-se o efeito dos fatores independentes (alternancia de luz,
temperatura, meio de cultura e pH), observou-se que a média do crescimento
micelial no meio BDA e FBA foi significativamente superior aquelas obtidas
para o meio AA. Por outro lado, no meio AA, o isolado apresentou um
crescimento muito lento. Quanto ao fator meio de cultura, de um modo geral,
BDA, seguido de FBA, induziram maior média de crescimento micelial de M.
fijiensis, ndo diferindo entre si, enquanto que no meio AA nao houve

crescimento significativo, pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Isto também foi confirmado por Dhingra e Sinclair (1995) quando relataram que
a composicao do meio de cultura, temperatura e luminosidade determina a
quantidade e qualidade do crescimento micelial e esporulagdo dos
microrganismos fitopatogénicos. Uma das caracteristicas do género
Cercospora é o crescimento lento e a insuficiéncia de esporulagdo em meios
artificiais (BRUNELLI et al., 2006). Esses autores verificaram que agentes
fisicos sdo capazes de induzir ou inibir os desenvolvimentos vegetativos e
reprodutivos da maioria dos fungos, sendo os mais importantes a temperatura
e a luminosidade.

Embora na maioria dos casos, as diferencas nao tenham sido
significativas, observou-se maior crescimento micelial, quando o isolado foi
cultivado em substratos com pH 5,5 e 6,5. Na interacdo dos quatros fatores,
alternancia de luz, temperatura, meios e pH, os dados obtidos mostraram uma
variacdo de comportamento de acordo com o substrato e nivel de pH utilizados.
Montarroyos et al. (2007) revendo a literatura afirmaram que na composicado do
meio de cultura, as fontes de carbono e nitrogénio, o pH do meio e 0s regimes
de luminosidade sdo os principais fatores para a obtencdo de culturas in vitro
de diversos fungos fitopatogénicos. Em nossos estudos, as combinagfes que
mais favoreceram o crescimento micelial do isolado de M. fijiensis, foram assim
especificadas: a) BDA, melhor crescimento nos trés niveis de pH, sendo o pH
6,5 possivelmente o mais favoravel; b) FBA, apresentou maior crescimento
nos trés niveis de pH, principalmente, 5,5; ¢) AA mostrou crescimento minimo
nos niveis de pH, sendo 6,5 o mais favoravel (Figura 8). Os resultados
mostraram uma diferenciacdo no processo de crescimento, em fung¢ao do efeito

das condic¢des de cultivo (Figura 9).
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FIGURA 8 Respectivos meios AA, FBA, BDA, e pHs 4,5; 5,5 e 6,5. Foto: Nislene Molina.
Humaita, AM. 2011.

5,5
6,5 AA = Agar-agua )
BDA = Batata-dextrose-Agar
=AA EBDA ®EBA FBA = Folhas de banana-Agar.

FIGURA 9: Correlacdo de meios de cultura e pH sobre crescimento micelial em mm, de
isolados de Mycosphaerella fijiensis, aos sete dias de incubacao.
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5.3 Esporulacao

Do isolado estudado M. fijiensis, observou-se que a meédia da
esporulacdo de FBA foi significativamente superior aquelas obtidas para nos
demais meios. Por outro lado BDA e AA apresentaram uma menor producao de
conidios, nao diferindo estatisticamente entre si (Figura 10). A esporulacdo nos
diferentes meios de cultura estudados revelou que os meios BDA e FBA
proporcionaram maior condi¢cdo de esporulacdo de M. fijiensis, nesse processo
fisiolégico. Foi constatada a producdo minima de esporos no meio AA, nos trés
niveis de pH estudados. Com relacdo a influéncia dos niveis pH na
esporulacdo, observou-se que no pH 4,5 ocorreu maior producdo com 41, 814
x 10° conidios, diferindo estatisticamente daquela obtida nos demais pH, sendo
o FBA o meio que mais induziu a esporulagéo M. fijiensis.

Os resultados da esporulacdo mostraram uma diferenciacdo de
comportamento entre os meios e pH empregados, de conformidade com as
condi¢bes nutricionais a que foram submetidos. Assim, a maior producdo de
conidios foi constatada quando cultivado no meio de FBA, em pH 4,5, seguido
pelos pH 6,5 e 5,5 do mesmo meio. Geralmente, a producdo de conidios ocorre
quando ha uma exaustdo do meio, resultante da utilizacdo dos nutrientes pelo
fungo, durante a fase de crescimento vegetativo. Associadas a este processo,
alteracdes na composicdo do meio podem ocorrer devido a metabdlitos
secundarios liberados pelo fungo. A juncdo de material vegetal no meio de
cultura € uma técnica usada para estimular a producdo de esporos para alguns
fungos (NOZAKI et al., 2004). Segundo Nozaki et al., (2004), nem sempre as
condicbes que favorecem o crescimento do fungo sdo as mesmas para
esporulagcdo. Tuite (1969) e Satyanarayana Sadasiva Reddy (1986)
recomendam gque meios preparados a partir de partes de plantas suscetiveis
podem aumentar as chances de esporulacdo. No presente trabalho mostrou
que o substrato preparado a partir da inclusdo do decocto da folha de

bananeira estimulou a esporulacédo de M. fijiensis.
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FIGURA 10: Correlacdo da producdo de conidios (103 conidios. ml-') de Mycosphaerella
fijiensis em diferentes meios de cultura, em trés niveis de pH (4,5; 5,5 e 6,5).

5.4 Correlagédo pH e meio com o desenvolvimento de M. fijiensis.

No crescimento micelial foi possivel observar uma correlacdo nos pHs
4,5; 5,5 e 6,5, entretanto para a esporulagdo néo foi possivel essa correlagédo
devido a baixa variacdo dos pHs. Entdo, precisa ser estudado uma maior
variacdo de pHs para se ter uma correlacao.

Estudos dessa natureza servem de base para futuras pesquisas que
apontem a necessidade da produc¢édo de conidios em grandes quantidades para

trabalhos de inoculacéo de plantas tendo como objetivo identificar de fontes de
resisténcia ao patégeno.
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Entdo, é fundamental que se tenha informacdes sobre o crescimento
micelial e/ou esporulacdo desses patdgenos proporcionando a identificacdo de
genaotipos resistentes. Pesquisas in vitro visando a obtencdo de colbnias séo
importantes, pois assim se obtém as caracteristicas sobre viruléncia e
severidade da doenca. Podendo-se determinar condi¢cdes oOtimas para o

crescimento micelial e producgéo de esporos desses fungos fitopatogénicos.
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6. CONCLUSOES

Os resultados mostraram que as condicdes mais promissoras para crescimento
e producéo de conidios de M. fijiensis envolveram o meio de FBA seguido de
BDA,

No crescimento micelial a melhor condi¢cdo para o desenvolvimento M. fijiensis
foram nos meios BDA seguido de FBA nos respectivos pHs 4,5; 5,5 e 6,5;

Na esporulacdo a melhor condicdo para a producdo de conidios ocorreu
quando o fungo foi cultivado em meio FBA com pH ajustado a 4,5. Para se
obter alguma correlacéo, precisa ser estudado uma maior variacdo dos niveis

de pHs, para assim se ter uma correlacdo mais precisa.
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