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Avaliacado da sensibilidade de Mycosphaerella
fijfiensis oriundos de platanos aos fungicidas
propiconazole e azoxystrobina

Sensitivity of Mycosphaerella fijiensis from plantains
to fungicides propiconazol and azoxystrobin

RESUMO: A aplicagdo indiscriminada de fungicidas em platanos e bananeiras favorece a
selecdo de populacdes do fungo Mycosphaerella fijiensis resistentes aos defensivos aplicados.
Dentro desse contexto, avaliou-se a resisténcia de isolados de M. fijiensis aos fungicidas
propiconazole e azoxystrobina, provenientes de platanos dos estados da Amazonia Legal.
Amostras de folhas com sintomas da sigatoka negra foram coletadas nos municipios de Rio
Preto da Eva (AM), Tabatinga (AM), Nobres (MT), Caroebe (RR), Ariquemes (RO) e Rio
Branco (AC). Os ascosporos foram obtidos por meio de liberagdo direta dos pseudotécios
em placa de Petri contendo agar-agua 2%, incorporado com fungicidas e suas respectivas
concentragdes. As placas foram mantidas a 26 °C por 48 h, no escuro. Foram avaliados a
germinagao e o comprimento do tubo germinativo de 150 ascosporos do M. fijiensis, de cada
tratamento, submetidos aos fungicidas propiconazole, nas concentragdes 104, 1073, 1072,
10" ¢ 1 mL L' e ao azoxystrobina, nas concentragdes 107!, 1, 5 e 10 mL L', juntamente
com o controle sem fungicida. Avaliou-se ainda, o crescimento micelial de 20 colonias
monoascosporicas de cada municipio, obtido a partir do tratamento controle do experimento
anterior, apds serem submetidas aos mesmos fungicidas e concentragdes por cinco dias a
26 °C. Quanto a inibigdo da germinag@o dos ascosporos e comprimento do tubo germinativo,
as populagdes provenientes de Nobres e Caroebe foram as menos sensiveis a propiconazole
e a azoxystrobina, respectivamente. Em relagdo ao crescimento micelial, a populagdo de
M. fijiensis de Nobres apresentou maior CE,  (Concentragdo efetiva de inibi¢do) e a de
Tabatinga (AM) a menor sensibilidade.

ABSTRACT: Intensive chemical control of black sigatoka in plantains and banana trees
favors the emergence of populations of Mycosphaerella fijiensis resistant to fungicides. Within

this context, the sensitivity of M. fijiensis from the Amazon to fungicides propiconazol and
azoxystrobin was evaluated. Leaf samples of plantains with black sigatoka were collected
in the municipalities of Rio Preto da Eva, Amazonas state (AM); Tabatinga, Amazonas state
(AM); Nobres, Mato Grosso state (MT), Caroebe, Roraima state (RR); Ariquemes, Rondonia

state (RO); and Rio Branco, Acre state (AC). Ascospores were obtained by direct liberation

from pseudothecium in Petri dishes containing agar-water 2%, and fungicides propiconazol
at concentrations of 107, 107, 107, 10" and 1 mL L™ and azoxystrobin at concentrations of
107, 1, 5and 10 mL L™, and a control group without fungicide. Germination and germ-tube
length from 150 ascospores of each locality submitted to fungicides at the concentrations
previously mentioned were evaluated after 48 h of incubation at 26 °C, in dark. In addition,

mycelial growth of 20 monoascospores of each population obtained by the previous control
experiment were evaluated with the same fungicides at the same concentrations for five days
at 26 °C. As for the inhibition of ascospores germination and germ tube length, the population
from Nobres (MT) showed lower sensitivity to propiconazol and the one from Caroebe (RR)

to azoxystrobin, while the Tabatinga (AM) population showed the highest sensitivity to both
fungicides. In relation to mycelial growth, the population from Nobres (MT) presented higher
EC,, while the Tabatinga (AM) population showed lower sensitivity. Overall, the populations
of M. fijiensis showed high sensitivity to propiconazol and azoxystrobin.
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1 Introducao

A sigatoka negra, causada pelo fungo Mycosphaerella
fijiensis Morelet, em platanos e bananeiras foi relatada pela
primeira vez no Brasil no Estado do Amazonas no municipio
de Tabatinga (Pereira et al., 1998). Em dois anos, a doenca
constituiu-se no principal problema dos bananais e dos
platanos dos estados da Amazonia, dizimando a maioria dos
plantios, com redugdo acentuada da produgao na regido. No
Estado do Acre, a sigatoka negra, em trés anos, reduziu em
42% a producdo total de bananas (Cavalcante et al., 2004).
O mesmo ocorreu em Caroebe, principal municipio produtor
de bananas do Estado de Roraima, no qual houve redugio
em 75% no peso dos cachos devido a incidéncia da doenca
(Gasparotto et al., 2006).

Nos platanos, a partir do segundo ciclo produtivo, a sigatoka
negra causa 70% de perdas da produgao (Gasparotto & Pereira,
2010). Tal situagdo ¢ um problema grave, visto os platanos
serem a base alimentar para as populagdes carentes da regido
norte do Brasil (Gasparotto & Pereira, 2010). A América Latina
e o Caribe estdo entre os maiores produtores de platanos, com
8,9 milhdes de toneladas/ano, superados apenas pelos paises
do leste africano, que produzem 13,5 milhdes de toneladas
(FAOSTAT, 2012).

A aplicacao de fungicidas tem sido a medida mais utilizada no
controle da sigatoka negra em bananais e em platanos (Gasparotto
& Pereira, 2010), pois ndo ha cultivares de platanos resistentes
ao M. fijiensis. Diferentes fungicidas tém sido utilizados no
controle da doenca. Na América Central e Colémbia, o uso
intensivo de fungicidas tem favorecido a selegdo de populagdes
do patogeno resistentes, levando a redugdo na eficiéncia dos
produtos utilizados (Churchill, 2011).

Com o surgimento da doenga, o fungicida benomil, pertencente
ao grupo dos benzimidazois, foi o mais usado para o controle
da sigatoka negra. Este grupo exerce sua atividade antifungica
na ligacao B tubulina, afetando a divisdo mitética do patdgeno.
Este modo de atuagdo favoreceu a selegdo de populagdes
de M. fijiensis resistentes ao principio ativo, situagdo que
levou a proibicdo em varios paises do seu uso devido a baixa
eficiéncia ocasionada pelo uso intensivo do produto (Cafas-
Gutiérrez et al., 2006, 2009).

O propiconazole foi intensamente utilizado na América
Central no controle da sigatoka negra (Romero & Sutton, 1997).
Inicialmente, devido a sua boa eficiéncia, foi aplicado em intervalos
longos, algumas vezes maiores que 20 dias (Marin et al., 2003).
No entanto, notou-se diminuicao significativa em sua eficdcia, o
que foi verificado por Castro et al. (1995), Guzman & Romero
(1997), Romero & Sutton (1997), Martinez-Bolafios et al.
(2012), que encontraram isolados de M. fijiensis resistentes a
esse fungicida, enquanto Machado (2003), avaliando populagdes
de M. fijiensis coletadas em diversas regides da Costa Rica,
também constatou a presenga de individuos resistentes aos
fungicidas azoxystrobina e propiconazole.

Apesar de os estados da Amazodnia brasileira praticamente nao
empregarem o controle quimico nos bananais, principalmente
nos platanos, esses estados fazem fronteira com varios paises
produtores de banana que convivem com a sigatoka negra
e utilizam rotineiramente fungicidas para o controle da
doenga. Essas condigdes aumentam as chances de selecdo de
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populagdes resistentes do patdogeno aos fungicidas, devido a
sua alta variabilidade fisioldgica (Orozco-Santos et al., 2013).
Dentro desse contexto, o objetivo foi avaliar a sensibilidade de
populagdes de M. fijiensis provenientes de platanos de diversas
localidades da regido Amazonica aos fungicidas propiconazole
e azoxystrobin.

2 Material e Métodos

Amostras de folhas de platanos com sintomas necroticos
causados por M. fijiensis, foram denominadas AM-1, AM-2,
MT, RR, RO e AC, apds serem coletadas nos municipios de
Rio Preto da Eva (2°41°56” LS e 59°42°00” LW) e Tabatinga
(4°15°09” LS ¢ 69°56°17” LW), Estado do Amazonas; Nobres
(14°43°12” LS e 56°19°40” LW), Estado do Mato Grosso;
Caroebe (0°53°02” LN ¢ 59°41°45” LW), Estado de Roraima;
Ariquemes (9°54°48” LS ¢ 63°02°27” LW), Estado de Rondoénia;
¢ Rio Branco (9°59°30” LS e 67°48’36” LW), Estado do
Acre, respectivamente. As areas de coletas historicamente
ndo possuiam registros de aplicagcdes de fungicidas. Foram
coletadas 150 amostras, sendo 25 por municipio. Estas amostras
foram acondicionadas em sacos de papel e transportadas
para os laboratdrios de Fitopatologia da Embrapa Amazonia
Ocidental e de Patologia de Madeira do Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazonia, ambos em Manaus (AM), para a
condugio dos ensaios.

Para a obtengdo dos ascoésporos do patdgeno, o material
coletado foi mantido em camara imida por 48 h em temperatura
ambiente. Com auxilio de um microscopio estereoscopico, foram
selecionadas areas de tecido foliar necrosado com presenca
abundante de pseudotécios, das quais se retiraram discos de
1,8 cm de didmetro com o auxilio de um vazador de rolha.
Em papel de filtro de 10 x 10 cm, fixaram-se, com grampo
metalico, equidistantes, cinco discos com a superficie abaxial
exposta. Visando promover a hidratagdo dos pseudotécios e
manter o papel de filtro timido, os discos foram imersos em
agua destilada esterilizada por 5 min. Com o auxilio de papel
toalha esterilizado, retirou-se o excesso de agua das lesoes
e, na sequéncia, o papel de filtro foi aderido a tampa de uma
placa de Petri de 90 mm de diametro, de tal forma que os
pseudotécios liberassem os ascosporos sobre agar-agua 2%
mais os fungicidas. A resisténcia dos ascosporos de M. fijiensis
ao fungicida propiconazole foi avaliada nas concentragoes de
104,103,102, 10 e I mLL ! (v:v) e, para o azoxystrobina, nas
de 107,1,5 ¢ 10 mL L' (v:v), juntamente com o controle sem
fungicida. Para cada tratamento, foram preparadas trés placas
¢ mantidas por 48 h a 26 °C no escuro, tempo suficiente para
liberacao e germinagao dos ascosporos. Posteriormente, com
o auxilio de microscopio Optico, foi medida, aleatoriamente, a
germinacao de 50 ascosporos de cada placa de Petri, totalizando
150 ascosporos por tratamento.

Foram considerados como germinados, nos tratamentos com
os fungicidas azoxystrobina e propiconazole, os ascosporos
que apresentavam o comprimento dos tubos maior que 50 um e
10 um, respectivamente. As analises dos dados da germinagdo
dos ascosporos submetidos aos fungicidas propiconazole e
azoxistrobina foram determinadas pela relagdo entre o crescimento
do tubo germinativo (TG) dos ascosporos ejetados no meio com
e sem fungicida. Foram calculadas as percentagens médias de
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inibi¢do do TG dos ascosporos para cada tratamento. O valor
CE,, (concentragao efetiva de inibigdo) foi calculado por meio
de regressao linear do logaritmo natural da concentragdo de
fungicida versus a porcentagem de inibi¢ao de TG.

Para determinar a CE, , foram utilizados, de cada municipio,
20 isolados monosporicos, obtidos a partir dos ascosporos
ejetados nas placas de Petri com meio contendo agar-agua
2% sem fungicida, testemunhas do ensaio anterior. Os
monoascosporicos coletados, aleatoriamente, de cada local
amostrado foram cultivados em placas de Petri contendo
meio de batata-dextrose-agar (BDA, DIFCO). Depois de sete
dias de incubacdo no escuro a 26 °C, pequenas colonias do
fungo se desenvolveram e cada uma foi transferida para placas
contendo o meio de cultivo Mycophil Agar (BBL, Mycophil
Agar) (Jacome & Schuh, 1993), as quais foram mantidas, no
escuro, a 26 °C, por 15 dias, para estimular o crescimento
micelial. Depois do periodo de incubagdo, cada colonia foi
transferida para um tubo de ensaio contendo 3 mL de agua
destilada esterilizada e 0,05% de Tween 20. Em seguida, a
suspensao de micélio foi agitada por um minuto, em Vortex,
para desprender partes do micélio. Com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, foram transferidas 10 gotas da suspensao de
fragmentos de hifa para placas de Petri contendo meio de suco
de V8 e espalhadas com auxilio de uma alga de Drigalsky. As
placas foram mantidas a 24 °C por sete dias sob luz continua,
visando estimular a esporulac¢do conidial. Depois do periodo
de incubagdo, foi preparada uma suspensido de esporos com
agua destilada esterilizada contendo 0,05% de Tween 20 e
duas gotas dessa suspensdo foram transferidas, com auxilio
de pipeta de Pasteur, para placas de Petri contendo BDA e
fungicida propiconazole ou azoxystrobina nas concentragdes
utilizadas no ensaio anterior e o controle, meio sem fungicida
As placas foram incubadas por cinco dias a 26 °C, no escuro.
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com
10 repetigdes, sendo cada repeti¢ao constituida por um isolado
monoascosporico.

A avaliagdo foi feita medindo-se o didmetro de 10 col6nias
de M. fijiensis por tratamento. A percentagem da inibi¢do de
crescimento da coldnia foi calculada entre os valores do diametro
das colonias de M. fijiensis cultivadas no meio controle e das
colonias cultivadas em meio contendo fungicida.

Os dados foram submetidos a analise estatistica (ANOVA)
e teste F e as médias, comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

3 Resultados e Discussao

Os resultados das analises de sensibilidade dos ascosporos
de M. fijiensis aos fungicidas mostram que os valores de CE,
para propiconazole e azoxystrobina foram extremamente baixos,
indicando alta sensibilidade dessas populagdes. Esses resultados
nao puderam ser observados para os isolados de Nobre/MT
¢ de Caroebe/RR que apresentaram menor sensibilidade aos
fungicidas propiconazole e azoxystrobina, respectivamente
(Figuras 1 e 2).

Houve grande variabilidade do CE_ entre os locais. Observou-se
que as populagdes AM-1, AM-2, RO, RR e AC, quando em contato
com o propiconazole, tiveram valores muito baixos (inferior a
0,01 mL L), sendo que o isolado de Nobres/MT apresentou
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Figura 1. Valores da CE, do propiconazole para ascosporos de populagdes
de Mycosphaerella fijiensis, coletadas em Rio Branco (AC), Rio Preto
da Eva (AM 1), Tabatinga (AM 2), Nobres (MT), Ariquemes (RO) e
Caroebe (RR). Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Figure 1. EC, values of propiconazole to ascospores of Mycosphaerella
fijiensis populations, collected in Rio Branco (AC), Rio Preto da Eva
(AM 1), Tabatinga (AM 2), Nobres (MT), Porto Velho (RO), and Caroebe
(RR). Means followed by different letters differ by Tukey test (p <0.05).
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Figura 2. Valores da CE, do azoxystrobina para ascosporos de populagdes
de Mycosphaerella fijiensis, coletadas em Rio Branco (AC), Rio Preto
da Eva (AM 1), Tabatinga (AM 2), Nobres (MT), Ariquemes (RO) e
Caroebe (RR). Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Figure 2. EC, values of azoxystrobin to ascospores of Mycosphaerella
fijiensis populations, collected in Rio Branco (AC), Rio Preto da Eva
(AM 1), Tabatinga (AM 2), Nobres (MT), Porto Velho (RO), and Caroebe
(RR). Means followed by different letters differ by Tukey test (p <0.05).
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maior valor de CE, (66,7 x 10*mL L"), seguido dos isolados
de Rio Branco/AC (24,6 x 10*mL L), Ariquemes/RO (15,6 x
104 mL L), Caroebe/RR (12,7 x 10* mL L), Rio Preto da
Eva/AM-1 (6,5 x 10* mL L") e AM- 2 (5,1 x 10* mL L")
(Figura 1).

Com relagdo ao azoxystrobina, o isolado de Caroebe/RR
apresentou o maior valor de CE, (1691,4x 10*mL L"), seguido
dos isolados de Rio Branco/AC (670,8 x 10 mL L"), Nobres/
MT (309,5x 10*mL L"), Ariquemes/RO (67,1 x 10*mg L"),
Rio Preto da Eva/AM-2 (9,6 x 10* mL L!) e Tabatinga/ AM-1
(6,5 x 10* mL L") (Figura 2). Os isolados de Caroebe/RR e
Rio Branco/AC foram 176 vezes e 69 vezes menos sensiveis
que o isolado de Rio Preto da Eva/AM e 260 vezes e 103 vezes
menos sensiveis que o de Tabatinga/AM-2, respectivamente.

Embora os fungicidas propiconazole e azoxystrobina venham
sendo utilizados ha mais de 20 anos pelos paises vizinhos do
Brasil e, em muitos casos, tenha sido registrada resisténcia de
M. fijiensis a esses fungicidas (Canias-Gutiérrez et al., 2009;
Churchill, 2011), o presente trabalho, como também outro
semelhante a este, desenvolvido por Gomes et al. (2014), ndo
confirmaram esse fato. E importante salientar que os isolados
de M. fijiensis testados foram oriundos de areas de platanos nas
quais nunca se utilizaram fungicidas para o seu controle ¢ que

ndo existem, nas adjacéncias, cultivos que utilizem qualquer
outro produto quimico. Por outro lado, o M. fijiensis se encontra
estabelecido por mais de dez anos na area.

Os resultados das analises de inibigdo do crescimento
das colbnias de M. fijiensis aos fungicidas propiconazole e
azoxystrobina encontram-se nas Figuras 3 e 4. Houve variagao
entre os locais de coleta, onde a populagdo de Nobres apresentou
maior numero de coldnias na maior faixa de CE,, para o
propiconazole (0,032-0,064) e para azoxystrobina (0,10-0,50).

A existéncia de colonias menos sensiveis ao propiconazole
indica que uma pequena fragdo de inoculo de M. fijiensis que
ingressou no Brasil ja apresentava algum grau de resisténcia ao
propiconazole, mas nao ao azoxystrobina, provavelmente pela
presséo de selegdo em paises vizinhos que utilizam aplica¢des
continuas no controle da doenga (Martinez-Bolafios et al., 2012).

Existe grande preocupagao entre os profissionais com relagdo
ao controle de M. fijiensis utilizando fungicidas sistémicos,
pois se trata de um patdogeno que apresenta elevada capacidade
de reprodugdo sexual, propiciando alta variabilidade genética
que facilita a sua adaptagdo aos mais diversos ecossistemas
em que se cultivam bananeiras. Devido a alta capacidade de
destrui¢ao do patdgeno, a aplicacdo de fungicidas para o seu
controle ¢ intensa (Gasparotto et al., 2006). Associando esses
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Figura 3. Distribui¢do do nimero de isolados monoascospdricos das populagdes de Mycosphaerella fijiensis quanto a sensibilidade por faixa de CE,

do propiconazole.

Figure 3. Breakdown of monoascospores isolated populations of Mycosphaerella fijiensis for sensitivity by EC, range of propiconazole.
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Figura 4. Distribuigdo do namero de isolados monoascospéricos de populagdes de Mycosphaerella fijiensis quanto a sensibilidade por faixa de CE,

do azoxystrobina.

Figure 4. Breakdown of monoascospores isolated populations of Mycosphaerella fijiensis for sensitivity by EC,  range of azoxystrobin.

fatos, ou seja, a alta variabilidade genética do patogeno com a
presenga constante de fungicidas nos bananais, ha forte pressao
de selegdo favorecendo a selegdo de individuos de M. fijiensis
resistentes ao fungicida aplicado rotineiramente (Sierotzki et al.,
2000). Nas populacdes de M. fijiensis, existem individuos com
maior ou menor capacidade de tolerar os efeitos toxicos de um
fungicida; consequentemente, quando se aplica um produto de
modo continuo, os individuos sensiveis sdo eliminados, mas
os tolerantes ou resistentes sobrevivem.

Com a aplicagao continua do mesmo produto e a constante
multiplicagdo do patogeno, a proporg¢do de individuos sensiveis
diminui e a de resistentes aumenta, resultando na selegao de
individuos resistentes que passam a prevalecer na populagao,
levando a uma perda da eficiéncia de controle pelo fungicida
(Castro etal., 1995). Recomenda-se a alternancia de produtos
de grupos quimicos diferentes, pois o uso continuo de um inico
principio ativo ou do mesmo grupo quimico facilita a selecao
de linhagens do patdgeno resistentes aos fungicidas aplicados.
A utilizacdo de dosagens abaixo das recomendadas também
favorece a pressdo de selegdo de linhagens resistentes, com
a quebra da efetividade dos fungicidas (Castro et al., 1995;
Guzmén & Romero, 1997; Romero & Sutton, 1997).

As condigdes climaticas da Amazonia com altas temperaturas
¢ umidade elevada (Vieira & Santos, 1987), favorecem o
desenvolvimento do fungo causador da sigatoka negra durante
o ano todo, exigindo um niimero elevado de pulverizagdes
para obter controle satisfatorio da doenga. Entre as inimeras
desvantagens dessa pratica, cita-se a pressao de selecdo de
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isolados do patdgeno resistentes aos fungicidas, principalmente
quando ha o uso continuo de fungicidas sistémicos, conforme
constatado por Guzman & Romero (1997). Uma das formas de
reduzir a pressdo de seleg¢@o ¢ diminuir o niimero de aplicagdes
durante o ciclo da cultura e aplicacao alternada entre fungicidas
sistémicos e protetores (Hermanto et al., 2010).

4 Conclusoes

As populagdes de M. fijiensis do Rio Preto da Eva e de
Tabatinga, no Amazonas, apresentaram maior sensibilidade
ao propiconazole, enquanto que a de Nobre, no Mato Grosso,
apresentou menor sensibilidade ao fungicida. Todas as populagdes
avaliadas apresentaram alta sensibilidade ao azoxystrobina.
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