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RESUMO

Avaliou-se a esporulacdo de conidios de Mycosphaerella
fijiensis (isolado LPM472) em sete meios de cultura (batata
dextrose agar, V8 égar, V8 CaCO, agar, agua de coco agar, batata
cenoura &gar, folha de banana &gar e micophil) sob quatro regi-
mes de luminosidade (escuro continuo, fotoperiodo de 12 h, luz
continua e seqliencial - dez dias no escuro e cinco dias sob luz
continua). O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeticBes. A esporulacdo foi determinada
em erlenmeyer de 125 ml, contendo 20 ml de seu respectivo meio
de cultura e 0,5 ml de suspensdo com 5 x 10* conidios de M.

fijiensis/ml, mantidos a 25 °C + 2 °C, durante 15 dias. N&o ocor-
reu esporulagdo em todos 0s meios de cultura sob regime de escu-
ro continuo, assim como no meio de folha de banana &gar, sob
todos os regimes de luminosidade. No regime de fotoperiodo, ocor-
reu esporulaggo apenas nos meios V8 CaCO, agar e michophil, e
no regime de luz continua, apenas no micophil. No regime
sequencial, os meios de batata dextrose dgar e V8 CaCO, agar
propiciaram as maiores produgdes de conidios.

Palavras-chave adicionais: Sigatoka negra, banana, re-
gime de luminosidade, Musa spp.

ABSTRACT
Sporulation of Mycosphaerella fijiensis in different culture media

The conidia production of Mycosphaerelia fijiensis (isolate
LPM472) was evaluated on seven culture media (potato dextrose
agar, V8 agar, V8 CaCQO, agar, coconut water agar, potato carrot
agar, banana leaf extract agar and mycophil) under four different
light exposure regimes (continuous darkness, 12-hour
photoperiod, continuous light and ten days under continuous
darkness followed by five days of continuous light). The
experiment was arranged using a completely random factorial
design with five replications with factor A being the four light
regimes and factor B being the seven types of media. An
erlenmeyer flask (125 ml) containing 20 ml of culture media and

0,5 ml of conidial suspension (5 x 10* conidia/ml) was considered
as an experimental unit incubated at 25 °C + 2 °C for 15 days.
Sporulation was quantified by counting the number of conidiain
a Neubaeur chamber. No sporulation was observed under
continuous darkness or for the banana leaf extract agar. Under
the 12-hour- photoperiod regime, only mycophil and V8 CaCO,
agar provided sporulation while under continuous light, leave in
mycophil resulted in sporulation. The best conidial production
was obtained on PDA and V8 CaCO, agar under the ten days of
continuous darkness followed by five days of continuous light
regime.

INTRODUCAO

A Sigatoka negra da bananeira (Musa spp.), causada
pelo fungo Mycosphaerella fijiensis Morelet, estadio
anamorfico Paracercospora fijiensis (Morelet) Deighton, é
considerada a doenca mais destrutiva da bananeira (Pons,
1987; Stover & Simmonds, 1987). No Brasil, foi constatada
em 1998 (Pereira et al., 1998) e atualmente encontra-se
disseminada nos estados de Roraima, Rondonia, Acre,
Amazonas, Mato Grosso, Amapa e Pard. Nas regides onde a
doenca ocorre, os danos atingem 100% da producéo (Pereira
et al., 1998).

Apesar da importancia do patdgeno, existem poucas
publicacdes sobre a epidemiologia e biologia de M. fijiensis,
sendo a maioria derivada principalmente de observagGes de
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campo (Jacome & Schuh, 1993a). Assim, pouco se conhece
dos efeitos das condicfes climéticas, variagdes genéticas do
patégeno etipo deresisténciado hospedeiro. Paradesenvolver
estudos dessa natureza, h& necessidade de sefazer inocul agdes
artificiais em ambientes controlados, o que requer a producdo
massal de esporos do patdgeno.

A composic¢&o do meio de cultura determina a quanti-
dade e qualidade do crescimento micelia e esporulacdo dos
fitopatdgenos (Dhingra& Sinclair, 1995). Entretanto, espécies
de Cercospora, geralmente apresentam baixa esporulagdo ou
ndo esporulam em meio de cultura artificial (Nagel, 1934).
Mourichon et al. (1987) conseguiram esporulacdo de M.

fijiensis em meio V8 CaCO, agar, e Jacome et al. (1991),
Jacome & Schuh (1993b) e Romero & Sutton (1997) em meio
micophil agar (MA). Além desses, Gonzdles (1999) cita os
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meios batata dextrose &gar (BDA) e V8 agar como propicios
a esporulagdo do patégeno.

Além do meio de cultura, a temperatura e a lumino-
sidade sdo fatores essenciais para estimular aesporulacdo dos
fitopatégenos (Dhingra & Sinclair, 1995). Jacome & Schuh
(1993b) verificaram que M. fijiensis cresce numafaixa de 20
a 30 °C, esporulando apés 14 a 18 dias, em meio de MA, sob
luz continua.

Neste trabalho, avaliaram-se os efeitos de meios de
culturae regimes de luminosi dade na esporulagdo de conidios
de M. fijiensis.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nos laboratérios de
Fitopatologia da Embrapa Amazénia Ocidental e Patologia
de Madeira (LPM) do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazbnia, em Manaus, AM.

Utilizou-se o isolado LPM472 de M. fijiensis obtido
de folhas de bananeiras da cultivar Prata And, apresentado
sintomas da doenca, proveniente da &rea experimental da
Embrapa Amazonia Ocidental. Pelo método direto, trans-
feriram-se estruturas reprodutivas do patdgeno para placas
de Petri contendo meio de BDA e cloranfenicol 250 ppm.

Culturas de M. fijiensis, crescidas em placa de Petri
contendo meio de BDA, com 15 dias de incubagdo a 25 °C +
2 °C no escuro, foram utilizadas paramultiplicacdo deinéculo.
Em um béquer de 50 ml, triturou-se o micélio de M. fijiensis
em 5 ml de &gua destilada esterilizada e distribuiu-se
proporciona mente em quatro erlenmeyers de 250 ml contendo
meio V8 CaCO, é&gar e antibidtico cloranfenicol 250 ppm,
os quais foram mantidos em incubadora, por 15 dias, a 25°C
+ 2 °C sob regime de luz seguiencial. Em seguida, preparou-
se uma suspensao de 5.000 conidios/ml. Da suspensdo, uma
aliquota de 0,5 ml foi colocada em cada erlenmeyer de 125
ml contendo 20 ml de seusrespectivos meiosde cultura. Todos
erlenmeyers foram mantidos em incubadora, durante 15 dias,
a25°C + 2 °C sob seus respectivos regimes de luminosidade.

Os meios de cultura testados foram: V8 agar [100 ml
de V8 (Campbell Soup Company), 20 g de agar e 900 ml de
aguadestilada), V8 CaCO, égar (100 ml deV8, 2 g de CaCO,,
20 g de &gar e 900 ml de &gua destilada], BCA (extrato de 20
g de batata e 20 g de cenoura, 20 g de &gar e agua destilada,
guantidade suficiente para1.000 ml), ACA (1.000 ml de agua
de coco e 20 g de &gar), BDA (extrato de 200 g de batata, 20
g de dextrose, 20 g de agar e dgua destilada, quantidade
suficiente para 1.000 ml), FBA (extrato de 300 g de folhas de
bananatriturada com auxilio de mix, decocto por 2 h efiltrada,
20 g de &gar e aguadestilada, quanti dade suficiente para1.000
ml) e micophil &gar (10 g de farinha de soja, 10 g de dextrose,
20 g de agar e 1.000 ml de &guadestilada). Os quatro regimes
de luminosidade empregados foram: escuro continuo, luz
continua, fotoperiodo de 12 h de luz e sequiencia (dez
primeiros dias no escuro e cinco dias subsequentes sob luz
continua). As unidades experimentais do regime escuro
continuo foram col ocadas em uma caixade papel & com tampa
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e as de luz continua foram dispostas em prateleiras sob duas
l&mpadas fluorescentes de 40 W posicionadasaumadistancia
aproximada de 40 cm. O ensaio foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado com cinco repeticdes
por tratamento.

Determinou-se o nimero de conidios, adicionando-se
3 ml de &gua destilada em cada erlenmeyer, removendo-se 0s
esporos com um pincel. Da suspensdo obtida, quantificou-se
a esporulacdo de conidios por meio de quatro leituras em
c@mara de Neubaeur. Os dados obtidos foram transformados
para In (esporulagdo +1) e analisados o SAS System.

Apos definir os meios de cultura e o regime de luz
mais adequado para esporulacdo do isolado LPM472 de M.
fijiensis, avaliou-se a€efetividade do meio de BDA sob oregime
de luz sequiencial na esporulagdo de conidios de outros
isolados. Testaram-se 11 isolados de diferentes procedéncias
geogréficas: LPM475 cv. Maga - Cérceres, MT; LPM479 cv.
Nanicdo - Manaus, AM; LPM480 cv. Pioneira - Manaus,
AM; LPM501 cv. Mysore - S80 Gabriel da Cachoeira, AM;
LPM 502 cv. Magé - S8o Gabriel daCachoeira, AM; LPM503
cv. Prata - S8o0 Gabriel da Cachoeira, AM; LPM504 cv.
Nanicdo - S8o Gabriel da Cachoeira, AM; LPM526 cv.
PAO322 - Iranduba, AM; LPM 527 cv. Nanicdo - Iranduba
LAM; LPM 529 cv. Prata Ana - Rio Preto da Eva, AM; LPM
531 cv. SH3640 - Rio Preto da Eva, AM. O isolado LPM472
cv. Prata And - Manaus, AM, utilizado no ensaio anterior,
serviu como padrdo para este ensaio. Os procedimentos
empregados foram semelhantes aos utilizados no ensaio
anterior. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com cinco repeticfes por tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados do efeito dos meios de
cultura, submetidos a quatro regimes de luminosidade, M.
fijiensis (Tabela 1) apresentou maior esporulagdo nos meios
de BDA e V8 CaCO, agar quando submetido ao regime de
luz seqliencial; sob regime de fotoperiodo de 12 h, ocorreu
esporulagéo somente no V8 CaCO, agar eMA, sendo superior
no V8 CaCO, agar (Tabela 1). Sob luz continua, esporulou
apenas em meio de MA e sob escuro continuo, ndo esporulou
em nenhum dos meios de cultura testados (Tabela 1).

O meio de FBA ndo estimulou a esporulagéo de M.
fijiensis nosregimes de luminosi dade testados. Por outro lado,
0S meios mais ricos propiciaram maior esporulacéo,
contrapondo-seaDhingra& Sinclair (1995) que recomendam
meios mais pobres para estimular a esporulacéo de fungos.
Tuite (1969) e Satyanarayana & Sadasiva Reddy (1986)
recomendam gue meios preparados a partir de partes de
plantas suscetiveis podem aumentar as chances de esporu-
lagdo, porém, o decocto de folha de bananeira ndo estimulou
aesporulagdo de M. fijiensis.

Umadeas caracteristicas de M. fijiensis € 0 crescimento
micelial lento. Somente a partir do quinto dia de incubagéo
observou-se o inicio do desenvolvimento das col6nias, e com
noveadez diastodaasuperficie do meio de culturafoi tomada
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TABELA 1 - Producio de conidios de Mycosphaerella fijiensis em meios de cultura sob quatro regimes
de luminosidade: escuro continuo (EC); fotoperiodo 12 h (FP); seqiiencial - dez dias no
escuro e cinco dias subseqiiente sob luz continua (SEQ); luz continua (LC)

Regimes de Luminosidade 2

?:l't“u‘ri:l EC FP SEQ LC
A B A B A B A B

V8 0,00Ab 0,00Ch 000 1436Ba 1754  0,00Bb 0,00
V8CaCO, 0,00Ac 000  13,28Ab 597 1496Aa 3151  0,00Bc 0,00
BCA 0,00Ab 000  0,00Cb 000 10,63Da 043  0,00Bb 0,00
ACA 0,00Ab 000  0,00Ch 000 14,53Ba 078  0,00Bb 0,00
BDA 0,00Ab 000  0,00Ch 0,00 1509Aa 617  0,00Bb 0,00
FBA 0,00Aa 000  000Ca 000  000Ea 000  0,00Ba 0,00
MA 0,00Ac 000  1035Bb 032 11,01Ca 061  10,60Ab 0,41
CV = 2,64%

1 V8=V8agar;, V8 CaCO,=V8CaCO, &gar; BCA = batatacenouraagar; ACA = aguade coco &gar; BDA = batatadextrose gar;

FBA =folhade bananeiraagar; MA = micophil agar.

2 A - Dadostransformados paraln (x+1), onde x € aesporulagdo de M. fijiensis. B - Dados originais, producéo de conidios de M.
fijiensislerlenmeyer x 10°. M édias seguidas pelamesmaletramai Giscula nacolunae mindsculanalinhando diferem entre si pelo

teste Tukey (P =0,05).

por pequenas colbnias. O crescimento micelial de M. fijiensis
ocorreu em todos 0s meios quando submetidos aos regimes
de escuro continuo e de luz seqiiencial. Quando submetido
ao regime de luz continua, o crescimento micelial ocorreu
apenas no meio de MA. Sob fotoperiodo de 12 h o micélio
cresceu gpenas nos meios V8 CaCO, agar e MA. Portanto, a
luz inibiu o desenvolvimento micelial de M. fijiensis em quase
todos os meios de cultura, enquanto que o escuro favoreceu o
crescimento micelial do fungo.

A luminosidade foi um fator fundamental na
esporulacdo de M. fijiensis, umavez que no regime de escuro
continuo o fungo ndo esporulou (Tabela 1). Resultados
semel hantes foram obtidos por Jacome & Schuh (1993b). No
entanto, nos regimes de fotoperiodo de 12 h, luz segiiencia e
luz continua, alguns meios propiciaram a esporulacdo de M.
fijiensis, sendo o regime sequencial o mais eficiente. Com
fotoperiodo de 12 h o fungo apresentou baixa esporulacdo
nos meios de MA e V8 CaCO, agar, corroborando com os
relatos de Jacome & Schuh (1993b). Em luz continua ocorreu
esporulacéo apenas em meio de MA, confirmando, também,
os resultados de Jacome & Schuh (1993b). No mesmo regime
de luminosidade, Mourichon et al. (1987) conseguiram
esporulacdo de M. fijiensis em meio de V8 CaCO3 é&gar,
resultado ndo observado neste trabalho. Quando se submeteu
ao regime de luz sequiencial, com exce¢éo do meio de FBA,
nos demais meios ocorreram esporulacdo. Todavia, €
importante ressaltar que a sequiencial esté sendo adotada pela
primeira vez para estimular a esporulacdo de M. fijiensis.
Portanto, M. fijiensis independentemente do meio de cultura,
necessitade luminosidade paraesporular. Segundo Del Peloso
et al. (1989), é provavel que a luz possibilite a sintese de
compostos essenciais a esporulagdo, ausentes no meio de
cultura.

Os resultados referentes a esporulagdo dos diferentes
isolados, cultivados em meio de BDA e submetidos ao regime
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de luz seqiiencial (Tabela 2) mostraram que apesar da
diferenca na quantidade de conidios produzidos pelos
diferentes isolados, a esporulacdo de todos isolados foi
estatisticamente semelhante a esporulacéo do isolado
LPM472, considerado como padréo, destacando-se LPM502
com a maior esporulacdo. Estes resultados reforcam a
eficiéncia do meio BDA sob regime de luz seguiencial na
esporulacdo de M. fijiensis.

Diversos trabalhos indicam que isolados de outras
espécies de Cercospora podem variar quanto a sua
esporulacdo, quando submetidos a diversas condi¢cbes de
cultivo. Calpouzoz & Stallknecht (1965) observaram que a
esporulagdo de trésisolados de Cercospora beticola Sacc. foi
diferente, quando submetidos a diferentes regimes de
luminosidade e temperatura. Resultados semelhantes foram

TABELA 2 - Producio de conidios de diferentes isolados
de Mycosphaerella fijiensis, em meio de BDA
sub o regime de luz seqiiencial

Esporulacio/erlenmeyer de

Isolado 125 ml (x 10° conidios)”
LPM502 380,7 a
LPM527 3782a
LPM480 3550 ab
LPM503 3429ab
LPM475 3401 ab
LPM501 313,1 abed
LPM479 294,0 abed
LPM472 287,9 abed
LPM526 248,3 bed
LPM529 216,5 cd
LPM504 2121 cd
LPM531 196,7d
CV = 17,67%

VM édias seguidas pelamesmaletrango diferem entres pelo
teste de Tukey (P=0,05).
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obtidospor Veiga& Kimati (1974), estudando vériosisolados
de C. sojina Haraem diferentes meios de cultura. El Gholl et
al. (1982) observaram que dos 40 isolados monoconidiais de
C. kikuchii (Matsumoto & Tomayasu) Gardner avaliados, 83%
produziram coléniasradiaisenrugadas e 17% colbniasradiais
lisas. A esporulag@o média por colbnias lisas e enrugadas,
apos oito dias em meio de V8 &gar foi de 35.000 e 96.000
conidios/ml, respectivamente, demonstrando a variabilidade
do patégeno quanto aforma da col 6nia e esporulagdo. Asmus
& Dhingra (1983) produziram grande quantidade de conidios
de C. vanderysti P. Henn. em meios de BDA e suco de folha
de cenoura, sob regime de fotoperiodo de 12 h. Fernandes
(1989) obteve razoavel esporulacéo de C. coffeicola Berkeley
& Cooke em meio de sucos vegetais Yakult-&gar, apos sete
dias de incubacdo. Cordeiro et al. (1999) utilizaram o meio
de V8 CaCO, agar, sob regime de luz continua, para
esporulacdo de Pseudocercospora musae (Zimmerman)
Deighton. Para se obter esporulacdo de M. fijiensis, utilizando
os meios V8 CaCO, agar e BDA como demonstrado neste
trabalho, é necessario que se forneca um periodo de pelo
menos dez dias de escuro continuo, seguido de cinco dias de
luz continua
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