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RESUMO

MALIMPENSA, Julia Rossi. Caracterizacao da resisténcia a fungicidas em populacées de
fungos associados a lesdes de Sigatokas em bananais do Vale do Ribeira (SP). 2018. 79f.
Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegécio) —
Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios, Secretaria de
Agricultura e Abastecimento do Estado de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2018,

O Vale do Ribeira representa 67% da area cultivada de bananas do estado de S&o Paulo.
A regido tem periodo chuvoso e temperatura elevada (nov-abr) e periodo menos chuvoso com
baixas temperaturas (mai-out), favorecendo a Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis) e a
Sigatoka Amarela (Mycosphaerella musicola), que provocam desfolha na planta e
comprometem a producdo. Em variedades suscetiveis (Prata e Nanica), a utilizacdo de
fungicidas para controle dessas doencas é inevitavel. O Comité de Acéo contra a Resisténcia a
Fungicidas (FRAC) relatou em 2013, populacdes de M. fijiensis com baixa sensibilidade aos
fungicidas Benzimidazo6is na Costa Rica, Equador, Colémbia, Guatemala e Honduras; aos
Triazobis, na Costa Rica e Panam@; e as Estrobilurinas, na Costa Rica, Coldmbia, Guatemala e
Panama. O presente estudo avaliou a resisténcia de fungos isolados de lesdes foliares de
bananeiras com sintomas de Sigatoka aos fungicidas usados em bananais comerciais do Vale
do Ribeira, estado de Sdo Paulo, e propde acdes anti-resisténcia. Realizou-se um
levantamento com agrénomos consultores, identificando propriedades, razdes da dificuldade
de controle e historico de fungicidas usados. Em cada propriedade, fragmentos de folhas secas
contendo peritécios foram coletados aleatoriamente e submetidas ao isolamento pela descarga
de ascésporos em meio agar-dgua e BDA. Os isolados foram identificados por
sequenciamento da regido ITS, de parte do gene da actina e por PCR com primers especificos.
Além de M. fijiensis e M. musicola, foram encontradas as espécies Mycosphaerella musae e
Mycosphaerella thailandica, além de espécies dos géneros Zasmidium sp. e Ochroconis sp.
Em isolados de M. thailandica, M. musicola, Zasmidium sp. e Ochroconis sp. foram
encontradas mutacBes nos genes da beta tubulina e do citocromo b mitocondrial associadas a
perda de sensibilidade aos fungicidas do grupo quimico dos Benzimidazdis e do grupo
quimico das Estrobilurinas, respectivamente. A perda de sensibilidade em parte desses

isolados foi confirmada através de testes de sensibilidade in vitro.

PALAVRAS-CHAVE: Musa sp. Benzimidazol. Propiconazol. Estrobilurina. Beta-tubulina.
CYP51. Citocromo b mitochondrial.



ABSTRACT

MALIMPENSA, Julia Rossi. Characterization of fungicide resistance in populations of
fungi associated with Sigatokas lesions in the Ribeira Valley (SP). 2018. 79f. Dissertacéo
(Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegocio) — Instituto
Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios, Secretaria de Agricultura e

Abastecimento do Estado de Sao Paulo, Sao Paulo, 2018.

The Ribeira Valley represents 67% of the planted area of bananas in the state of Sdo
Paulo. The region has a rainy season and high temperature (Nov-Apr) and a less rainy
season with low temperatures (May-Oct), favoring black Sigatoka (Mycosphaerella fijiensis)
and yellow Sigatoka (Mycosphaerella. musicola), which cause defoliation in the plant and
compromise production. In susceptible varieties (Prata and Nanica), use of fungicides to
control these diseases is inevitable. The Fungicide Resistance Action Committee (FRAC)
reported in 2013, populations of M. fijiensis with low sensitivity to Benzimidazoles in Costa
Rica, Ecuador, Colombia, Guatemala and Honduras; to Triazoles, in Costa Rica and
Panama; and to Strobilurins in Costa Rica, Colombia, Guatemala and Panama. In the present
study resistance of fungi isolated from leaves of banana trees with symptoms of Sigatoka
disease to the fungicides used in commercial banana plantations in the Ribeira Valley, Sao
Paulo state, and anti-resistance actions are proposed. A survey was carried out with
agronomists, identifying properties, reasons for the difficulty of control, and history of
fungicides employed. In each property, fragments of dry leaves containing perithecia were
randomly sampled and subjected to monosporic isolation by discharge of ascospores in agar-
water medium and BDA. Isolates were identified by sequencing the ITS region, part of the
actin gene and by PCR with specific primers. In addition to M. fijiensis and M. musicola, the
species Mycosphaerella musae and Mycosphaerella thailandica, as well as species of the
genera Zasmidium sp. and Ochroconis sp. In isolates of M. thailandica, M. musicola,
Zasmidium sp. and Ochroconis sp. mutations were found in the beta tubulin and
mitochondrial cytochrome b genes associated with the loss of sensitivity to the benzimidazole
chemical group and the strobilurin chemical group, respectively. Loss of sensitivity in some

of these isolates was confirmed by in vitro sensitivity tests.

KEY WORDS: Musa sp. Benzimidazole. Propiconazole. Strobilurin. Beta-tubulin. CYP51.

Mitochondrial cytochrome b.
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1 INTRODUCAO

A banana tem um importante papel socio econdmico, sendo uma fruta de preco
acessivel para a maior parte da populacdo, sua producdo gera empregos de forma diretae
indireta e o comércio dessa fruta tem posicao de destaque no mercado brasileiro. Sdo Paulo e
Bahia sdo os maiores estados produtores da fruta no pais. Apesar da baixa produtividade
(14,35 ton.ha-1) quando comparada aos demais paises produtores (Costa Rica 46,6
ton.ha-1), o Brasil ainda consegue disputar o terceiro lugar na producdo mundial devido a

maior area plantada com a cultura com 480,8 mil hectares (IBGE/LSPA, fevereiro de 2014).

O Vale do Ribeira é a principal regido produtora de banana dentro do estado de Séo
Paulo, representando 67% da area cultivada. A regido tem clima favoravel para o cultivo da
banana, com periodo chuvoso e temperatura elevada (nov-abr) e periodo menos chuvoso com
baixas temperaturas (mai-out), o que também favorece o desenvolvimento de doencas
fangicas, como a Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) e a Sigatoka Amarela
(Mycosphaerella musicola Leach). Essas doengas provocam manchas foliares,
comprometendo a area fotossintética da planta, resultando em desfolha e reducdo da
producdo.

Existem variedades de banana resistentes as Sigatokas, porém essas ndo sdo
plenamente aceitas no mercado pelos consumidores. Assim, no Vale do Ribeira as
principais variedades cultivadas sdo suscetiveis, como as do tipo Prata e Cavendish (Nanica),

exigindo a utilizagéo de fungicidas para seu controle.

Quando um novo fungicida é desenvolvido, os individuos resistentes devem ser
raros, caso contrério a eficiéncia ndo seria suficiente para a obtencdo do registro. Dentro de
uma populacdo de fungos, mutacdes em genes codificadores dos alvos dos principios ativos
podem conferir diferentes niveis de resisténcia. Quando os fungicidas séo utilizados de forma
incorreta, sem alternancia de grupos quimicos, ocorre a chamada pressdo de selecao,

favorecendo a selecédo de individuos com a mutacdes para resisténcia.

O Comité de Acdo contra a Resistencia a Fungicida (FRAC) relatou em 2013,
populacbes de M. fijiensis com baixa sensibilidade aos fungicidas do grupo quimico dos
Benzimidazdis na Costa Rica, Equador, Colémbia, Guatemala e Honduras; aos Triazoéis, na
Costa Rica e Panamé; e as Estrobilurinas, na Costa Rica, Coldmbia, Guatemala e Panama. No
Brasil, um estudo realizado por Gomes et al. (2014), sobre a sensibilidade de M. fijiensis aos

fungicidas triazois, benzimidazdis, cloronitrilas e ditiocarbamatos foi realizado entre 2008 e
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2009, encontrou resisténcia a ditiocarbamato. Entretanto, esses resultados ndo correspondiam

as observagOes de campo.

2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia de popula¢es de M.
musicola, M. fijiensis e outros fungos encontrados em lesdes foliares de bananeiras com
sintomas de Sigatoka Amarela ou Negra aos fungicidas dos principais grupos quimicos usados

no controle destas doencas na regido do Vale do Ribeira, S&o Paulo.

2.1 Objetivos especificos

a) Avaliar o comportamento de populagdes de M. fijiensis, M. musicola e outros
fungos encontrados em lesGes foliares de bananeiras com sintomas de Sigatoka Amarela ou
Negra em relacdo a fungicidas dos grupos dos Benzimidazdis, Estrobilurinas e Triaz6is em

bananais comerciais do Vale do Ribeira, SP, através de testes de sensibilidade in vitro;

b) Caracterizar os isolados fungicos quanto a ocorréncia de mutacdes potencialmente
associadas a resisténcia a fungicidas nos genes codificadores de beta-tubulina, citocromo b
mitocondrial e CYP51.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Importancia da Banana

O cultivo da banana tem um papel social muito importante por se tratar de uma fonte
de alimento barata e rica em nutrientes. A banana é constantemente associada a uma
alimentacao saudavel com possivel associacdo a felicidade devido a presenga da vitamina B6,
que previne a depressdo, ansiedade e irritacdo, atuando no sistema cognitivo, com a protecao
de neurdnios e a sintese de neurotransmissores (SOUSA, 2013). E uma fruta que conquistou
papel econémico relevante pois, além da qualidade nutricional, é acessivel a populacfes

pobres de muitos paises em desenvolvimento (ARAUJO et al., 2014).

A banana ¢é a segunda fruta mais consumida no planeta, com 11,4 kg/hab/ano. Na
América do Sul o consumo € ainda maior com 20 kg/hab/ano (FAO, 2013). Com esse
potencial de consumo, a banana é a Unica fruta dentre as tropicais e subtropicais com presenca
significativa no comércio internacional. Segundo a FAO, os trés maiores produtores sao
China, India e Brasil. Juntos correspondem a 45,9% do total mundial, sendo suas producdes
destinadas principalmente aos seus mercados internos. Entre as frutas, a banana apresenta a
maior dispersdo geografica do Brasil. A safra de 2016/17 chegou a 6,985 milhdes de
toneladas, sendo Sao Paulo o maior produtor com 1,087 milhdes toneladas (15,6%), seguido
pela Bahia com 1,070 milhdes de toneladas (15,3%), Minas Gerais com 809 mil toneladas
(11,6%), Santa Catarina com 720 mil toneladas (10,3%), Para com 532 mil toneladas (7,6%),
Ceard com 348 mil toneladas (5%) e Pernambuco com 325 mil toneladas (4,7%) (IBGE
LSPA, 2017).

A banana representa 22% do valor total da producdo fruticola nacional, ficando em
terceiro lugar quanto a area cultivada com 490.628 hectares, perdendo apenas para cultura da
laranja (719.360 ha) e castanha de caju (708.808 ha) (IBGE, 2013). A produtividade média
brasileira ainda é baixa, apenas 14,35 ton/ha, diante do desempenho dos outros paises que
lideram o mercado global, como a Costa Rica, com uma produtividade de 46,6 ton/ha
(FAOStat, 2002).

3.2 Bananicultura no Vale do Ribeira

O estado de S&o Paulo é o maior produtor brasileiro, com destaque para o litoral sul
onde se cultivam 35.301 hectares ha, produzindo em 2013, 828.593 toneladas e
geraram 24,7 mil empregos diretos e 70,6 mil indiretos. O rendimento médio brasileiro foi de
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14,35 ton/ha sendo os valores por estado de 22,64 ton/ha para Sdo Paulo; 23,34
ton/hapara Santa Catarina; 23,97 ton/ha para o Parand; 26,80 ton/ha para o Distrito
Federal; e 27,73 ton/ha para o Rio Grande do Norte (IBGE, 2013).

Na regido do Vale do Ribeira, estado de Sdo Paulo, a importancia da bananicultura
pode ser constatada pelas estimativas do Instituto de Economia Agricola (APTA, SAA-SP)
que registraram na safra 2003/2004, 3.924 produtores de banana, numa area aproximada de
41.924 hectares e 75 milhdes de plantas, o equivalente a 67% das areas de cultivo de banana
do estado de S&o Paulo. Assim, a cultura representou 1,7% do PIB estadual e 80% da receita
do Vale do Ribeira, gerando mais de 30 mil empregos diretos e 45 mil indiretos (GELMINI,
2004).

3.3 Problemas fitossanitarios

A cultura da banana é acometida por diversas doencas, as quais constituem fator
limitante da producédo se ndo forem devidamente tratadas. Dentre esses problemas os fungos
causam as maiores perdas de producdo, principalmente as espécies M. fijiensis e M. musicola
responsaveis pelas doencas conhecidas como Sigatoka Negra e Sigatoka Amarela,
respectivamente. Esses fungos pertencem ao filo Ascomycota, familia Mycosphaerellaceae,
que formam corpos de frutificagdo, como os peritécios que produzem os ascésporos, durante
sua fase sexuada de reproducdo e formacdo de conidios em conidioforos, na sua fase
assexuada da reproducdo (CROUS et al., 2009).

A Sigatoka negra foi identificada pela primeira vez em 1963, no Vale de Sigatoka,
nas ilhas Fiji, continente asiatico. No hemisfério ocidental, ela apareceu pela primeira vez em
1972, em Honduras e em 1979 ja estava na Costa Rica, disseminando-se a partir dai para
outros paises da América Latina e do Caribe. (CORDEIRO, 2001; CAVALCANTE, 2004).
No Brasil, a doenga foi constatada em fevereiro de 1998, nos municipios de Tabatinga e
Benjamin Constant no estado do Amazonas (PEREIRA et al., 1998), seguindo para o Acre,
Rondbnia, Para, Mato Grosso em 1999. Em 2004, foi constatada pelo Instituto Bioldgico, SP,
nos bananais comerciais do Vale do Ribeira, Estado de Sdo Paulo(FERRARI et al., 2005).
Atualmente, a doenca foi constatada em praticamente todos os estados da regido Norte,
Sudeste e Sul, e em parte das regides Centro-Oeste (Mato Gossso, Mato Grasso do Sul e
Tocantins) e Nordeste (Maranhdo e Bahia). A doenca ainda nao foi constatada no Norte do

estado de Minas Gerais, onde predomina o clima semiarido quente (BSh) (SENHOR, 2009).
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A Sigatoka amarela encontra-se disseminada praticamente em todas as regides
produtoras de banana do Brasil e do mundo, provocando consideraveis prejuizos na
producdo de frutos (FOURE, 1994).

Os sintomas da Sigatoka amarela podem ser classificados em cinco estadios, nos
quais inicialmente sdo observadas pequenos tracos amarelados (com dimensdo de
aproximadamente 1 mm) na superficie superior das folhas mais novas, que evoluem para
estrias de coloracdo amarelada, se tornando mais largas e compridas, com margens ndo bem
definidas, que se misturam com a colora¢do normal das folhas. Ao final, as estrias se tornam
manchas de coloracdo marrom-clara que escurecem formando manchas de coloracédo
marrom-escura, agora com contorno bem definido, centro marrom e exibindo halo amarelado
ao redor da lesdo. As manchas se desenvolvem completamente, passando a exibir o centro de

coloragdo cinza com bordas de coloragéo escura a preta (STOVER, 1972).

O ciclo da Sigatoka negra inicia-se pela infeccdo das folhas mais novas da
bananeira, pelos tubos germinativos dos ascosporos do fungo, causando sintomas, na folha,
de pequenos pontos, que evoluem para tragos e estrias de coloracdo marrom-café, observados
na face inferior das folhas. Durante o desenvolvimento dessas folhas, as estrias marrons
evoluem para manchas negras e, destas, para manchas necréticas, que passam a Sser

observadas na superficie superior das folhas mais velhas (MORAES et al., 2006).

Durante o processo de coloniza¢do dos tecidos da folha pelo fungo, surgem os
sintomas tipicos da doenga devido ao colalescimento das estrias marrons e das manchas
negras que passam a exibir grandes manchas negras e necréticas na superficie superior do
limbo foliar a partir da ponta das folhas afetadas. Assim, é possivel diferenciar os sintomas
tipicos de cada doenca, pela sua coloracdo e localizacdo, sendo que a Sigatoka amarela
apresenta as estrias amareladas e manchas marrons na face superior da folha, enquanto a
Sigatoka negra apresenta as estrias marrons na face inferior e as manchas negras e necroticas
na face superior. A presenca de manchas negras nas folhas mais velhas da planta indica o
extravasamento, oxidacdo do conteudo celular e a morte das células do tecido foliar,
provocando a escassez de nutrientes e consequente inducdo da fase sexuada do fungo, tanto
para M. fijiensis quanto M. musicola. A partir dai, o fungo passa a formar os corpos de
frutificacdo, denominados peritécios, que produzem e abrigam 0s esporos sexuais
(ascosporos).

M. fijiensis e M. musicola se propagam por meio de dois tipos de esporos, 0S

conidios e os ascosporos. Os ascosporos atingem a superficie adaxial da folha mais nova da
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planta (folha vela ou charuto), germinam emitindo um tubo germinativo que penetra no
tecido foliar, pelos estobmatos, e atinge as células em seu entorno, dando origem as
primeiras infeccdes. De cada ponto de infeccdo, os tubos germinativos se transformam em
estruturas vegetativas, denominadas de hifas, que crescem internamente atingindo novas
células onde passam a absorver os nutrientes. As hifas se reproduzem assexuadamente
formando estruturas reprodutivas denominadas de conidi6foros, a partir dos quais sao

produzidos os esporos assexuados ou conidios.

Os conidios se formam no apice dos conidioforos a partir do primeiro estadio de
desenvolvimento dos sintomas, na superficie inferior das folhas mais novas. Os ascOsporos
sdo produzidos dentro de corpos de frutificacdo ou peritécios, que se formam nos estadios
mais avancados do desenvolvimento dos sintomas, na superificie superior das folhas mais
velhas. Os conidios de M. fijiensis sdo cilindricos a partir da base, eretos ou ligeiramente
curvos, com septos variando de um a dez, exibindo uma cicatriz na base dos conidios e dos
conidioforos, enquanto os conidios de M. musicola sdo normalmente retos com um a seis

septos, com auséncia da cicatriz na base do conidio (FERRARI et. al., 2008).

A Sigatoka negra apresenta maior frequéncia de lesdes que a Sigatoka amarela, sendo
a primeira muito mais agressiva e responsavel pelos maiores prejuizos na producéo de frutos
devido a sua rapida disseminacdo. Com a chegada da Sigatoka negra nos bananais do Vale do
Ribeira tem-se verificado a presenga dos sintomas causados pelas duas doencas, inclusive
com aumento de frequéncia e mudancas na forma das lesdes da Sigatoka amarela (MORAES,
2005). Em grande parte das areas onde ocorria a Sigatoka amarela, a Sigatoka negra passou
a ser a doenca predominante (PEREIRA et al.,1998). Pereira et al. (1999), afirmam ainda
que o desaparecimento da Sigatoka amarela apds o surgimento da Sigatoka negra, deve-se a
maior e mais precoce producdo de esporos e, consequentemente, a maior intensidade de
infeccdo e taxa de progresso da doenca, ndo dando oportunidade para a Sigatoka amarela

desenvolver, ratificando Stover (1983).

A diminuicdo da area fotossintetizante da planta, causada pelas manchas foliares
decorrentes da acdo do fungo, podem provocar severo desfolhamento (ROMERO; SUTTON,
1998). Com isso, € drasticamente prejudicado o tamanho dos frutos, das pencas e dos cachos e
0 nimero de pencas por cacho e, consequentemente, o rendimento por unidade de area
(MANICA, 1997). Perdas superiores a 50% da producdo foram observadas por Stover;
Simonds (1987), chegando a 100% (PEREIRA et al., 1998).
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A répida disseminacdo da Sigatoka Negra pelo mundo e seu poder de destrui¢do vem
preocupando todas as entidades envolvidas com a cultura da banana, que vem se esforcando

para desenvolver técnicas para diminuir 0s prejuizos causados pela doenca.

3.4 Controle das Sigatokas

No Estado de S&o Paulo, a Sigatoka negra chegou em 2004 e, ja em 2005, ocorreu 0
primeiro registro da sua presencga exclusiva em alguns bananais do Vale do Ribeira, conforme
levantamentos realizados por Moraes et al. (2005b). Estes fatos serviram de alerta para que
bananicultores, autoridades do setor produtivo e 0s pesquisadores implantassem medidas
urgentes para a reducdo do inéculo do fungo, sob pena de num curto prazo as aplicacdes
mensais de fungicidas passassem a ser quinzenais ou, talvez, semanais (MORAES et al.,
2005b), tal como em paises da América Central onde a agressividade da doenca provocou
asubstituicdo da Sigatoka amarela num periodo de quatro anos e quadruplicou o numero de
pulverizagdes de fungicidas (OROZCO-SANTOS, 1998; PEREZ, 1996, 2000; MARIN,
1992).

O Brasil, que oscila entre terceiro a quinto maior produtor mundial de banana, vem
pesquisando diversas formas de manejo dessa doenca. Apesar de existirem variedades
resistentes, que seria a forma mais econémica e sustentavel para se conviver com a doenga,
estas ndo sdo tdo apreciadas e conhecidas pelos consumidores como as variedades

suscetiveis do subgrupo Prata (Musa, AAB) e Nanica (Musa, AAA).

O uso criterioso dos métodos de controle preventivos e culturais é fundamental antes
da chegada do fungo na area. Porém, o uso de fungicidas ainda é a melhor solucdo depois que
a doenca se instala no bananal constituido de variedades suscetiveis, aliado aos métodos
culturais. O controle quimico convencional da Sigatoka negra exige mais aplicacdes do que
as usadas no controle da Sigatoka amarela, encarecendo muito o custo de produgéo.

Atualmente, estdo em andamento pesquisas de formas de aplicacdo de determinados
fungicidas, visando diminuir o namero de aplica¢es, mas no modo convencional, a aplicagdo
dos fungicidas encarece a producdo em aproximadamente 25% (PLOETZ, 1999). O aumento
no custo de producdo ocasiona um problema social, pois uma boa parte dos produtores nao
tém o capital e nem a tecnologia para efetuar um controle eficiente da doenca, em particular

0S pequenos produtores.

O controle quimico tem sido realizado por meio de aplicacdo aérea e terrestre de

fungicidas sisttmicos que pertencem a trés principais grupos quimicos: os inibidores da divisao
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celular (metil carbamato, benzimidazol ou BCMs), inibidores da desmetilagcdo do esterol ou
inibidores da biossintese do ergosterol (triaz6is ou DMIs) e os inibidores de quinonas ou

inibidores da respiracéo celular (estrobilurinas ou Qols).

Os triazois agem como inibidores da esterol 14a-desmetilase, uma enzima da
superfamilia das CYP51 envolvida na catalise da desmetilagdo 140 do eburicol (24-metileno-
24,25-dihidrolanosterol), um precursor na biossintese do ergosterol. O ergosterol regula a
fluidez da membrana celular e a permeabilidade das células fungicas, essencial para a
sobrevivéncia. Estes fungicidas comegaram a ser utilizados no controle de Sigatoka negra em
1987, mas foi s6 em 1991 que o propiconazole (triazol) tornou-se mais amplamente utilizado
para 0 controle dessa doenca, como resultado da resisténcia generalizada ao Benomyl
(benzimidazol). O uso intensivo do Benomyl impds uma pressdo seletiva favorecendo o
surgimento de cepas resistentes, um fendmeno que tem sido observado em outras espécies
fangicas.

Atualmente, quase todos 0s paises reconhecem a necessidade de politicas publicas
com base no desenvolvimento sustentivel e de praticas de producdo denominadas “verdes”,
que resultem em menos residuos ou evitem o desperdicio. Na Europa, cresce a altas taxas a
demanda por produtos organicos (IFOAM, 2007). Segundo Santos (2014), em 2004 a Europa
ja apresentava a segunda maior area (24%) sob manejo da agricultura organica no mundo,
perdendo apenas para a Oceania (43%). Porém ainda € o maior mercado para comercializacdo
de produtos organicos no mundo. Diferente de outros paises, 0 registro de agrotdxicos no
Brasil ndo tem prazo de validade, enquanto na Unido Europeia o registro é valido por 10 anos,

nos Estados Unidos por 15 anos e no Japéo por 3 anos (ICICT, 2016).

3.5 Resisténcia

Quando um novo fungicida é desenvolvido, os individuos resistentes a ele devem ser
raros, caso contrario, sua eficiéncia ndo seria suficiente para a obtencdo do registro. Como as
populacBes de fungos sdo extremamente grandes, muitos tipos de mutagdes podem ocorrer na
presencga de determinado fungicida. Muitas serdo letais, mas algumas conferiréo resisténcia e
aumentardo em frequéncia, devido a selecdo darwiniana ou pressdo de selecdo. Caso as
mutacOes ndo confiram maior adaptabilidade relativa, sua frequéncia novamente declinarg,
quando a selecdo ceder e a competicdo com individuos ndo mutantes se restabelecer.

Raramente isso ocorre, mas se da quando a resisténcia se torna um problema préatico e a



20

populacdo ndo mutante original pode precisar de anos para se restabelecer (HOLLOMON,
1997).

Os agentes causais das Sigatokas apresentam varias geracGes em periodos curtos
e sua esporulacdo € extensiva, exigindo aplicagdes frequentes de fungicidas.
Consequentemente, maior é o risco de surgimento de resisténcia do que em espécies que
apresentam apenas uma geragdo por ano (HOLLOMON, 1997). Dessa forma, 0 uso excessivo
de fungicidas tem levado ao aparecimento de estirpes resistentes aos compostos usados no
controle das Sigatokas. Evidéncias sdo apresentadas na Costa Rica, onde sdo necessarias 52 a
77 aplicacOes anuais de fungicidas sistémicos e protetores e 28 a 40 aplicagdes no Equador
enquanto no Brasil, especialmente na regido do Vale do Ribeira, sdo realizadas, entre 8 a 12
aplicacdes anuais. Ao longo dos ultimos anos, os esforcos tém sido para reduzir o impacto

ambiental causado pelo uso dos fungicidas tradicionais na banana.

Segundo o0 FRAC, a resisténcia a agrotdxicos € possivel, porém em alguns casos so €
obtida e estudada em situacdes laboratoriais, pois no campo os fatores climaticos e a
competicdo com outras espécies torna inviavel a sobrevivéncia dos individuos mutantes.
Alteracdes que ocorrem nas espécies mutantes sdo conhecidas no caso dos fungicidas do
grupo quimico dos benzimidazoéis, DMI (triazdis) e estrobilurinas (DAVIDSE; ISHII, 1995;
DELYE et al., 1998; KOELLER, 1999; GISI et al.,2000; SIEROTSKI et al., 2000).

Resisténcia a Benomyl foi descrita em isolados de M. fijiensis na Colombia
(CANAS- GUTIERREZ et al., 2006). Foi constatada a existéncia de isolados resistentes a
até 50 ug de ingrediente ativo/mL, nos quais foi encontrada mutacdo no codon 198 do gene
da beta-tubulina, com alteracdo do aminoacido de &cido glutdmico (E) para alanina (A)
(mutacdo E198A).

Trés principais mecanismos moleculares tém sido descritos como responsaveis pelo
surgimento de resisténcia aos fungicidas triazéis em diferentes fungos: a) mutacdes pontuais
no gene da 14a-desmetilase do esterol (CYP51), b) super expressdo dessa enzima e c) super
expressao de transportadores do tipo ABC (ATP-binding cassette) codificadores de bombas
de efluxo (CANAS-GUTIERREZ et al., 2009). Foi observado que estirpes de M. fijiensis com
maior tolerdncia ao fungicida propiconazole apresentavam uma ou duas das seguintes
mutagBes no gene da CYP51: Y136F, A313G, Y461D, Y463D, Y463H e Y463N (CANAS-
GUTIERREZ et al., 2009).

Na Costa Rica, mutacdo G143A, no gene da citocromo b mitocondrial, foi constatada

em isolados de M. fijiensis resistentes a fungicidas do grupo quimico das estrobilurinas
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(SIEROTZKI et al., 2000). Misturas de mitocondrias (heteroplasmia) contendo ou nédo a
mutacdo que confere resisténcia a estrobilurinas foram descritas em algumas espécies de
fungos fitopatogénicos tais como Blumeria graminis f. sp. tritici (FRAAIJE et al., 2002),
Podosphaera leucotricha (LESEMANN et al., 2006) e Venturia inaequalis (ZHENG et al.,
2000). Em isolados de P. leucotricha, foi observada correlacdo entre a quantidade de

mitocOndrias portando a mutacéo e a resisténcia a estrobilurina (LESEMANN et al., 2006).

E possivel gerenciar eficientemente a presenca da resisténcia dentro de uma
populagdo, bastando para isso conhecer 0s mecanismos de resisténcia, realizar o
monitoramento dessa resisténcia e utilizar as recomendacgdes necessarias, a fim de evitar a
disseminacdo dos individuos resistentes e 0 aumento da pressao de selecdo. A sensibilidade de
populacBes de M. fijiensis submetidas a diferentes fungicidas pode ser alterada em funcgéo da
sequéncia de grupos quimicos utilizados no seu controle. Uma vez detectado o surgimento de
populacdes resistentes a um determinado fungicida, 0 mesmo deverd ser excluido da
sequéncia ou aplicado em condicdes especiais, principalmente em misturas com produtos que
apresentam acdo multisitio na célula fangica. A perda ou reducdo da sensibilidade de
populacbes de M. fijiensis ja foram identificadas, no campo, para fungicidas do grupo

quimico dos benzimidazdis, triazdis e estrobilurinas (MORAES et al., 2005b).

Estudos realizados por Gomes et al. (2014), entre 2008 e 2009 em bananais de
diversas regides do Brasil, demonstraram sensibilidade de populagbes de M. fijiensis aos
fungicidas tebuconazol e tiofanato metilico; sensibilidades medianas em alguns isolados
fungicos ao clorotalonil; e baixa sensibilidade ao mancozebe, em cerca de 50% dos
isolados. Segundo os autores, a resisténcia ao mancozebe, detectada in vitro, ndo reflete a
observagdo de campo, que constata efetividade do fungicida. Nesse mesmo estudo, mutacoes
no gene codificador da CYP51 que pudessem indicar resisténcia a estrobilurinas, ndo foram

encontradas.

3.6 Complexo Sigatoka

No isolamento e identificacdo por analise morfologica e molecular, de fungos
associados aos sintomas mais avangados da Sigatoka negra ou Sigatoka amarela em folhas de
bananeira, obtém-se uma variedade de espécies do género Mycosphaerella. Arzanlou et al.
(2008) por exemplo, mostraram que a Sigatoka estd associada a um complexo de espécies de
Mycosphaerella, porém nao se estabeleceu ainda a contribuicdo de cada uma dessas espécies

nos sintomas da doenga.
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Peixouto et al. (2015), analisando isolados de M. musicola provenientes de
diferentes regides do Brasil, observaram alta variabilidade genética entre os isolados, por
meio de andlise de inter-simple sequence repeats (ISSR). Resultados semelhantes foram
obtidos por Gomes et al. (2017) empregando marcadores do tipo microssatélite para isolados
de M. musicola do estado de Minas Gerais. Gomes et al. (2013) reportaram somente a espécie
M. musicola, em levantamentos da ocorréncia de Sigatoka no estado de Minas Gerais. Em
nenhum estudo realizado no Brasil, se reportou a ocorréncia de outras espécies, além de M.
musicola e ou M. fijiensis associados aos sintomas da Sigatoka negra ou Sigaroka amarela em

bananeiras.
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4 MATERIAL E METODOS

Para atingir os objetivos propostos, os estudos foram desenvolvidos em nivel de
campo e de laboratério. Em nivel de campo, os estudos foram realizados em bananais
comerciais do Vale do Ribeira/SP, com o apoio da Associacdo dos Bananicultores do Vale do
Ribeira (ABAVAR). Os estudos de laboratério foram conduzidos no Laboratdrio de Sanidade
Vegetal da APTA Vale do Ribeira, na cidade de Registro/SP, e no Laboratdrio de Bioquimica

Fitopatoldgica do Instituto Bioldgico, na cidade de Sdo Paulo/SP.

4.1 Identificacdo e georreferenciamento das propriedades

A selecdo das propriedades foi realizada com base em questionarios (ANEXO A)
para obtencdo de informacbes em cada setor da cadeia de producdo da banana:
Bananicultores, Aviacdo agricola, Revendas/Distribuidoras Agricolas e consultores técnicos,
publicos e privados. As entrevistas foram realizadas com agrénomos extensionistas das Casas
da Agricultura do Vale do Ribeira - CATI (Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral),
agrénomos responsaveis e técnicos das empresas de aviacao agricola da regido, agrénomos,
técnicos e balconistas das principais revendas de defensivos agricolas da regido e agronomos

consultores.

As informagdes obtidas com base nos questionarios constituiram um banco de dados
que possibilitaram a selecdo e a identificacdo das propriedades-problema quanto a dificuldade
no controle da Sigatoka negra e da Sigatoka amarela. Além de fornecer informagdes sobre o

historico das pulverizacdes e das possiveis causas do controle ineficiente dessas doencas.

Dezenove propriedades foram selecionadas com base na dificuldade de controle das
Sigatokas e de possiveis casos de resisténcia a fungicida. O levantamento de informacGes em
questionarios foi realizado nas cidades de Registro, Miracatu, Sete Barras, Jacupiranga,

Eldorado e Pariquera-Acu (Tabela 1 e Figura 1).



Tabela 1 — Identificacio das propriedades e variedades amostradas na regido do Vale do Ribeira.

Cidade Identificacdo Variedade
Registro RGT1 Nan?ca
RGT2 Nanicéo
SB1 Nanica
SB2 Nanica
Sete Barras SB3 Nanica
SB4 Nanica
SB5 Prata
SB6 Nanica
M1 Nanica
M2 Prata
Miracatu M3 Nanica/Prata
M4 Nanica
M5 Prata
EL1 Nanicéo
Eldorado EL2 Nanicéo
Jacupiranga 1 Nanica
J2 Prata
. P1 Nanica
Pariquera-Acu Py Prata

Vale do Ribeira Leganda

Georreferencismento das coleias ‘ 7 *  Munciios
1 Poatos de Doieta

442
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Figura 1 — Imagem de satélite da regido do Vale do Ribeira com as propriedades estudadas georreferenciadas.
(Google Earth).
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4.2 Coletas de amostras

4.2.1 Sigatoka negra

As coletas de folhas foram realizadas em dois periodos, sendo um em Julho/2016,
quando se fez 11 coletas e outro em Fevereiro a Margo/2017, quando se fez 8 coletas.

Em cada propriedade pré-selecionada caminhou-se pela area a procura de plantas
com folhas exibindo os estadios mais avancados do desenvolvimento dos sintomas, ou seja,
em estadio 6, que corresponde as manchas necroéticas com abundante producdo de peritécios.
Estes sintomas foram encontrados mais facilmente em folhas secas penduradas na planta
(Figura 2).

Nessas folhas foram encontradas grandes A&reas necrosadas, devido ao
coalescimento das lesdes em estadio 6, onde foi possivel encontrar abundante producdo de
peritécios do fungo (Figura 3), identificados com auxilio de lupa de bolso com aumento de
20 vezes. De cada propriedade, coletou-se material de 5 a 10 plantas ao acaso, de acordo
com a disponibilidade de folhas secas presentes na area, sendo cada ponto de coleta
georreferenciado com auxilio de GPS.

secas penduradas, de onde foram retiradas as amostras para o isolamento direto de Mycosphaerella fijiensis e
Mycosphaerella musicola.
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Figura 3 — Les0es de estadio 6 com abundante producao de peritécios em folhas secas de bananeira, visualizados
com auxilio de lupa de bolso (20X).

As folhas amostradas foram armazenadas em sacos de papel pardo e transportadas
até o Laboratdrio de Sanidade Vegetal da APTA Vale do Ribeira, em Registro/SP, para dar

prosseguimento ao isolamento dos fungos associados aos sintomas.

4.2.2 Sigatoka amarela

A literatura recomenda o isolamento de M. musicola a partir dos conidios formados
na fase assexual da fungo (Pseudocercospora musicola). Os conidios sdo formados nas folhas
ainda verdes em lesdes em estadio 4 e 5 (Figura 4) (FOURE, 1988). Porém, durante as
coletas e tentativas de isolamento a partir de conidios, constatou-se a escassez de producao
desses esporos, provavelmente associada as frequentes aplicacbes de fungicidas por

pulverizacdo aérea nos bananais comerciais estudados.

Figura 4 — Folha com lesdo no estddio 5 (mancha negra) com formacdo de esporoddéquio do fungo
Mycosphaerella musicola.
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Em funcdo disso, o isolamento de M. musicola foi realizado a partir dos ascosporos
produzidos em peritécios, localizados em lesdes no estadio 6, selecionando-se folhas secas e
necrosadas em plantas severamente atacadas, exibindo sintomas tipicos da Sigatoka amarela

tal como realizado para Sigatoka negra.

4.3 Isolamento direto dos fungos

Das folhas de bananeira Prata (Musa AAB) ou Nanica (Musa AAA) amostradas,
fragmentos de 4,0 x 8,0 cm foram retirados e submetidos & cdmara umida sob condices
controladas. Para tanto, os fragmentos foram colocados em sacos plasticos transparentes,
contendo algoddo embebido em &gua destilada esterilizada, inflados com ar do ambiente,
devidamente selados ou fechados e mantidos em B.O.D. a 25°C por 48 horas, a fim de

estimular a producéao de ascosporos dentro dos peritécios (Figura 5).

Apos 48 horas, os fragmentos foram grampeados em papel filtro (@ = 9 cm) e
imersos em &gua destilada esterilizada, por cinco minutos, para induzir a liberacdo dos
ascosporos. Em capela de fluxo laminar, sob condicdes assépticas, os papéis de filtro foram
colocados na tampa de placas de Petri com os peritécios voltados para baixo, sendo
posteriormente cada uma colocada em sua respectiva base da placa de Petri, previamente
preparada com meio de cultura pobre (&gar-dgua 2%), e mantidas fechadas por 30 minutos
para que ocorresse a descarga de ascosporos (Figura 6). Apos esse periodo, os papeis de filtro
com fragmentos de folha foram retirados das placas e estas foram levadas ao microscépio
Optico, sob as condicBes assépticas da capela de fluxo laminar, para localizagdo dos
ascosporos no meio agar e sua posterior transferéncia para placas de Petri contendo meio de
cultura nutritivo (BDA).

Figura 5 — Camara Umida para indu¢do da produgdo de ascésporos
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Figura 6 — Tampa da placa de Petri com fragmento de folha preso em papel de filtro.

Em seguida, as placas contendo os ascosporos foram seladas com filme plastico tipo
parafilme e mantidas a 26°C e umidade relativa acima de 80%, em cdmara de incubacéo tipo
B.O.D., para que ocorresse a germinacao dos ascdsporos, crescimento micelial e a formacédo
das coldnias do fungo. As colbdnias formadas foram avaliadas diariamente e somente aquelas
que apresentaram caracteristicas tipicas de fungos do género Mycosphaerella foram repicadas
para tubo de ensaio contendo meio de cultura BDA. Os tubos contendo as colbnias fungicas

foram mantidos em geladeira, para preservagéo (Figura 7).

Figura 7 — Col6nias de Mycosphaerella fijiensis e Mycosphaerella musicola em tubo de ensaio.

4.4 Testes de sensibilidade in vitro a fungicidas

O isolamento gerou a formac&o de col6nias ndo puras, ou seja, formadas pela mistura
de uma ou mais espécies de Mycosphaerella e, em alguns casos, com espécies de outros
géneros, assim optou-se neste estudo pela a realizacdo do teste de sensibilidade antes da

identificacdo. A constatacdo de mistura de espéecies em alguns isolamentos foi detectada apos
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0 sequenciamento da regido ITS ou do gene da beta-tubulina que mostrou sobreposicédo de

picos no eletroferograma (Figura 8).

260
G
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Figura 8 — Eletroferograma do sequenciamento do gene da beta-tubulina realizado a partir de DNA extraido de
colbnias ndo puras, mostrando a sobreposigdo de picos.

O teste de sensibilidade foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Gasparotto et al. (2006). Previamente ao teste de sensibilidade, as colonias de cada isolado
fangico mantidas em geladeira foram reativadas por meio de repicagem para meio de cultura
BDA e incubadas a 25°C em B.O.D, por cinco dias, a fim de retomarem seu desenvolvimento
e producdo de conidios. Decorrido esse tempo, as col6nias de cada isolado foram retiradas
e homogeneizadas em 2 mL de agua destilada esterilizada, sendo a suspensdo de micélio
filtrada em gaze e uma aliquota de 1 mL transferida para placas de Petri contendo meio de
cultura BDA. As placas foram seladas com parafilme e mantidas no escuro por 15 dias, em
B.O.D. a temperatura de 25°C., e transferidas para fotoperiodo de 12/12 h por 5 dias. Apos
esses procedimentos, as colonias se encontravam aptas a serem submetidas aos testes de

sensibilidade in vitro (Figura 9).

st
Figura 9 — Colbnias dos isolados de Mycosphaerella spp. aptas a serem submetidas aos testes de sensibilidade

in vitro.
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Para a realizacdo dos testes de sensibilidade in vitro, dez colonias de cada isolado
foram colocadas em um tubo de ensaio contendo agua destilada esterilizada (3 mL) e Tween
20 (1 gota), a fim de quebrar a tensdo superficial entre a agua e o micélio do fungo e, em
seguida, submetidas a agitacdo manual por 40 segundos. Dez gotas dessa suspensdo foram
transferidas e distribuidas em meio de cultura solido (&gar-4gua, 2%), contendo 1.000, 100,
10, 1, 0,1 e 0 mg.L™ do fungicida tiofanato metilico, que pertence ao grupo quimico dos
benzimidazois. Para o preparo dessas diluigdes, o fungicida foi adicionado ao meio ainda
liquido e depois vertido em placa de Petri para a solidificacdo, adotando-se duas placas ou

duas repeti¢bes para cada concentracao.

ApoOs essa etapa, as placas de Petri foram mantidas no escuro, por 5 dias, para que
ocorresse 0 crescimento micelial e formagdo das colbnias fungicas, quando se calculou a
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial (% ICM), medindo-se o diametro médio das
colonias em cada concentragdo em comparagdo ao tratamento testemunha (sem fungicida).
Para isso, as placas de Petri foram levadas ao microscépio Optico, onde 10 coldnias foram
selecionadas em cada concentragdo do fungicida, para medicdo do seu didmetro com auxilio
de ocular micrométrica (Figura 10). A partir desses valores, determinou-se a DLsg, ou

seja, a dose letal para matar 50% da populagéo.

Os testes de sensibilidades aos fungicidas triazol e estrobirulina foram realizados
com colbnias selecionadas ap0s o teste de sensibilidade ao tiofanato metilico.

Figura 10 — Coldnias do fungo formadas ap6s o teste de sensibilidade in vitro. O inserto mostra imagem da
coldnia vista com aumento de 20x com lente ocular micrométrica do microscdpio Gptico.
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4.5 Extracéo de DNA dos fungos

As colbnias selecionadas apés o teste de sensibilidade in vitro, foram transferidas
para 0 Laboratorio de Bioguimica do Instituto Bioldgico em S&o Paulo/SP para a realizacao
das analises moleculares. A extracdo do DNA foi realizada pelo método que emprega CTAB
descrito por Ausubel et al. (1997), que consistiu em retirar pequenos fragmentos das coldnias
que foram trituradas em microtubos com 100 pL de tampéo de extragdo CTAB com auxilio
de pistilo de plastico. Apds acrescentar mais 500 pL de tampédo de extracdo, os microtubos
foram incubados em agitagdo constante a 65°C por 1 hora. Acrescentou-se 600 pL de
cloroférmio- alcool isoamilico (24:1) e agitou-se os tubos por alguns segundos utilizando
vortex. Estes foram entdo centrifugados a 15.300 G por 10 minutos e 500 uL do sobrenadante
foram transferidos para um novo microtubo. Apos adicdo de 300 pL de isopropanol, o
microtubo foi misturado por inversdao e novamente centrifugado a 15.300 G por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado, o pellet lavado com 500 pL de etanol 70% e novamente
centrifugado a 15.300 G por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e os tubos secos em
centrifuga a vacuo por 10 minutos. O DNA obtido foi ressuspendido em 50 puL de agua

MilliQ autoclavada.

4.6 ldentificacdo molecular dos isolados

A identificacdo molecular dos isolados foi realizada através da amplificacdo e
sequenciamento da regido ITS (Internal Transcribed Spacer). Foram empregados 0s
iniciadores ITS1 e ITS4 descritos por White et al. (1990) (Tabela 2). A reacdo de PCR
consistiu de 1 uL de DNA (concentracdo entre 10 a 100 ng), 5 uL de tampéo 5x, 0,5 puL de
dNTPS 10 mM, 0,5 pL de cada um dos iniciadores na concentragdo de 10 uM, 0,1 pL de
GoTaqg DNA polimerase (Promega) (5U/uL) e 17,4 pL de H,O MilliQ autoclavada,
obtendo-se um volume total de 25 pL. Foi utilizado o seguinte programa no termociclador
modelo T100 (BioRad): desnaturacéo inicial a 94°C/2 min, 40 ciclos de 94°C/10 s — 54°C/30
s — 72°C/40 s e extensdo final a 72°C/4 min. Apos a amplificagdo, os produtos obtidos foram
analisados através de eletroforese em gel de agarose 0,8%, corados com brometo de etideo a
10 pg/mL.

O sequenciamento da regido ITS ndo foi suficiente para distinguir as espécies
Mycosphaerella thailandica e Mycosphaerella colombiensis e, para tal, foi sequenciado
fragmento do gene codificador da actina. Os iniciadores utilizados foram ACT-512F e ACT-
783R (CARBONE; KOHN, 1999). As condigdes empregadas para a PCR foram as mesmas
utilizadas para a regido ITS.
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Os produtos amplificados foram purificados por precipitagdo com
polietilenoglicol (PEG) 6.000 (SCHMITZ, RIESNER, 2006). Para 20 pL de produto de PCR
em microtubo de 0,2 mL foram adicionados 8,4 pL de solugcdo de PEG 6.000 a 50%, 0,64 L
de EDTA 0,5 M e 3,24 uL de NaCl 5 M. Apos agitacdo em vortex e incubacdo a temperatura
ambiente por 10 min, os microtubos foram centrifugados a 15.300 G por 10 min, também a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido com auxilio de pipeta e adicionou-se
125 uL de etanol 70% para lavagem do precipitado. Apds nova centrifugacao a 15.300 G por
10 min, o sobrenadante foi removido com pipeta e o precipitado foi submetido a secagem em
centrifuga a vacuo por 10 min. O precipitado, correspondente ao produto de PCR purificado,

foi ressuspendido em 20 pL de H,O MilliQ autoclavada.

Os produtos de PCR purificados foram submetidos a reacdo de sequenciamento pelo
método de terminacdo de cadeia (SANGER et al., 1977). As reagdes foram realizadas em
placas de 96 pocos de 0,2 mL. A reacdo de sequenciamento constituiu de 5 pL do produto de
PCR purificado, 1 pL de reagente BigDye 3.1 (Applied Biosystems), 1,5 pL de tampdo de
diluicdo, 0,3 pL de iniciador na concentracdao de 10 uM, 2,2 pL de H,O MilliQ autoclavada.
O programa do termociclador constituiu de desnaturagéo inicial a 95°C/1 min e 25 ciclos de
95°C/5 s — 50°C/30 s — 60°C/4 min. Os produtos da reagdo de sequenciamento foram
precipitados pela adi¢do de 40 pL de isopropanol 75% e centrifugacdo a 3.220 G/30 min em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado por inversdo e a placa foi centrifugada
invertida sobre papel absorvente a 200 G/1 min. Foram adicionados mais 100 pL de
isopropanol 75% e logo em seguida descartados por inversdo. A placa foi novamente
centrifugada invertida sobre papel absorvente a 200 G/1 min. Secagem final foi realizada em
estufa a 37°C/1 h. As amostras foram ressuspendidas em 10 pL de formamida deionizada
e desnaturadas a 95°C/2 min. O sequenciamento foi realizado em sequenciador capilar

automatico modelo 3500xL (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas no GenBank
através da ferramenta BLASTN. Foram consideradas na comparagdo somente sequéncias
submetidas por pesquisadores com reputacdo reconhecida e com artigos publicados sobre 0s
fungos sequenciados em periddicos qualificados. Alinhamentos das sequéncias de
nucleotideos obtidas com as sequéncias selecionadas do GenBank foram realizados
utilizando-se os programas ClustalWw (THOMPSON et al., 1994) e BioEdit (HALL, 1999).
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Tabela 2 — Iniciadores utilizados para a identificacdo molecular dos isolados fangicos.

Iniciador Sequéncia (5” — 3°) Gene amplificado
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG .
Regiao ITS
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC .
Actina
ACT-783R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT

4.7 Ocorréncia de mutacdes associadas a resisténcia a fungicidas

Apobs a identificacdo dos isolados, utilizou-se iniciadores para amplificacdo de
regides de genes nos quais mutacGes podem ocorrer e reduzir a sensibilidade aos principais
grupos quimicos de fungicidas empregados no controle das Sigatokas (Tabela 3), a fim de
estabelecer uma correlagdo entre os resultados obtidos no teste de sensibilidade in vitro e a
presenca ou auséncia de mutacdo nos referidos genes. Para os benzimidazoéis, sequenciou-se
fragmento do gene da beta-tubulina (CANAS-GUTIERREZ et al., 2006); para os triazdiis,
sequenciou-se fragmento do gene da CYP51 (CANAS-GUTIERREZ et al., 2009) e, para as
estrobilurinas, sequenciou-se fragmento do gene da citocromo b mitocondrial (SIEROTZKI et
al, 2000). Os iniciadores utilizados foram desenvolvidos no presente estudo com base em

sequéncias disponiveis no GenBank.

Tabela 3 — Iniciadores empregados para a amplificacdo de genes potencialmente envolvidos na resisténcia de
fungos a fungicidas.

o . Gene Grupo quimico
Iniciador Sequéncia (5° —37) .
amplificado afetado

Btubl-F AAGGGHCAYTAYACYGARGG
Beta-tubulina Benzimidazol
Btub-R2 CARTGCAAGAAAGCCTTGCG

CYP51-F2 CTTGAAATCGCGAATCACTT
CYP51 Triazol
CYP51-R2 ATGGAAAGCTCAAGGACGT

CytB-F2 GAAGCATTTAATTCAGTAGAAC  (Citocromo b

) ) Estrobirulina
CytB-R2 CAACTATATCTTGTCCTACTC mitocondrial
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ldentificacdo, georreferenciamento e caracteristicas das propriedades estudadas

As informacdes obtidas por meio dos questionarios e entrevistas permitiram a
identificacdo de dois tipos de propriedades: aquelas que apresentam dificuldade de controle
das Sigatokas, em funcdo do custo elevado de protecdo, e aquelas que fazem o uso
inadequado das ferramentas de controle, como a falta de monitoramento da severidade da
doenca, para aplicacdo do fungicida apropriado no momento adequado; falta de desfolha
sanitaria e erradicacdo dos bananais abandonados, que aumentam o inéculo do fungo e o
namero de pulverizacGes; falta de alternancia de grupos quimicos de fungicidas, que podem
induzir o aparecimento de populagbes de fungos resistentes; e a adubacdo inadequada dos
bananais, que poderia melhorar as respostas de defesas das plantas contra as doengas.

Durante o levantamento de dados das propriedades pdde-se observar a recorréncia de
algumas informag6es, como a dificuldade de controle da Sigatoka amarela, supostamente
considerada como uma doenga menos agressiva que a Sigatoka negra. Esses relatos foram
predominantes na regido de Sete Barras principalmente no periodo menos chuvoso e com
baixas temperaturas, compreendidos entre os meses de Abril a Setembro (Figura 11).

Conforme observado na Figura 12, as propriesdades localizadas neste municipio
encontram-se situadas ao longo e as margens do rio Ribeira de Iguape, onde predomina um
microclima com alta umidade, aliado as baixas temperaturas, que favorecem o
desenvolvimento da Sigatoka amarela. A Sigatoka amarela é normalmente observada em
condi¢des de temperaturas mais baixas, uma vez que a 17°C se verificou crescimento mais
rapido do tubo germinativo de conidios em M. musicola do que em M. fijiensis, que prefere
temperaturas mais elevadas (MARIN et al., 2003; JONES, 2002).

Uma hipotese provavel é a possivel adaptacdo do fungo M. musicola, agente causal
da Sigatoka amarela, que se encontra presente ha muito mais tempo na regido. O primeiro
relato da Sigatoka amarela no estado de Sdo Paulo ocorreu em 1953 (ISSA, 1953),
possibilitando sua melhor adaptacdo ao clima da regido, diferentemente de M. fijiensis, agente
causal da Sigatoka negra, que esta presente nos bananais comerciais do Vale do Ribeira desde
junho de 2004.

Porém, essa hipotese foi levantada pelos questionarios e entrevistas, com base nas
informacdes prestadas pelos profissionais que atuam na regido, sendo necessario um estudo

mais refinado, utilizando-se de técnicas moleculares, para caracterizar as populagdes de
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fungos presentes nos bananais comercias da regido e a possivel ocorréncia de populacdes

resitentes a fungicidas.

Altitude: 426m Climate: Aw G 2.2 mn: 1174 Aad
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Figura 11 — Precipitacdo pluviométrica mensal acumulada e temperatura media mensal, durante o ano 2017, em
Sete Barras, SP, Vale do Ribeira (https://pt.climate- data.org/location/287005/)

Sete Barras ] s SN Legenda
Rl Fbeka oe lguaps o ' < Coetas

Figura 12 — Bananais comerciais localizados ao longo e as margens do rio Ribeira de Iguape, no municipio de Sete
Barras, SP, Vale do Ribeira.

Em algumas entrevistas, notou-se que alguns profissionais relataram ndo terem
problemas para o controle de Sigatoka amarela, porém estes mesmos profissionais nao
trabalnam com propriedades a beira do rio no municipio de Sete Barras, ratificando a
presenca de um microclima que favorece o desenvolvimento de M. musicola nestes

bananais.


https://pt.climate-/
https://pt.climate-data.org/location/287005/
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Os entrevistados confirmaram que a Sigatoka negra corresponde ao mais importante
problema dos bananais comerciais da regido, principalmente no periodo chuvoso com
elevadas temperaturas. A regido apresenta alta pluviosidade, variando de 1.000 a 2.500 mm
anuais, com média de 1.600 mm, que muitas vezes impossibilita as aplicacdes de fungicidas,
tanto por via aérea como terrestre, provocando atrasos na pulverizacdo e o insuficiente
controle da doenca. Aliado a isso, os bananicultores encontram dificuldades em contratar os
servicos de pulverizacdo aérea, uma vez que existem apenas quatro empresas que atuam na
regido, obrigando-os a entrarem em filas, enquanto os estadios precoces do desenvolvimento
dos sintomas da doencga evoluem rapidamente para os estadios mais avancados, reduzindo
significativamente a eficiéncia de controle.

No periodo chuvoso com elevadas temperaturas (Outubro a Marco), as bananeiras
apresentam desenvolvimento mais rapido, emitindo aproximadamente uma nova folha a cada
semana. No entanto, a técnica de monitoramento da severidade da doencga, descrito por Fouré
(1988) e modificado por Moraes et al. (2006), recomenda a aplicacdo de fungicida quando a
pontuacdo atingir determinado nivel de dano econémico. Um atraso de aproximadamente 15
dias permite a emissdo de duas novas folhas e o desenvolvimento da doenga nas demais folhas,
perdendo-se a oportunidade de atingir estas folhas alvos no momento correto, onde e quando
predominam os estadios precoces do desenvolvimento dos sintomas. Atrasos na pulverizacao
reduzem a eficiéncia de controle, favorecendo a epidemia da doenca e 0 desenvolvimento de
resisténcia (ZAMBOLIM, 2010; HOLLOMON, 1997).

De acordo com o levantamento, nos bananais comerciais da regido utilizavam-se 4 a
6 aplicacBes anuais de fungicida para o controle da Sigatoka amarela, porém, com o advento
da Sigatoka negra, em 2004, os bananais comerciais, que ndo adotaram adequadamente a
técnica de monitoramento semanal da severidade da doenca, passaram a fazer 8 a 12
aplicacdes e apresentam menores produtividades, enquanto aqueles que a praticaram, realizam
15 a 20 aplicacOes e apresentam maiores produtividades. Como visto, 0s bananais da regido
ainda apresentam menor numero de aplicacdes em relacdo a paises exportadores, como a
Costa Rica, que faz 52 a 77 e o0 Equador que faz 28 a 40 aplicacGes, porém vem apresentando

significativo aumento do nimero de pulverizagdes.

5.2 Coletas de amostras

A tarefa de coletar as folhas com peritécios apresentou dificuldades em alguns
bananais comerciais devido, principalmente, a realizagdo das desfolhas de limpeza ou
sanitaria e a aplicagdo foliar de fungicidas para controle das Sigatokas. Porem, as folhas que
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concentram as maiores quantidades de ascOsporos Vvidveis, dentro dos peritécios,
correspondem aquelas totalmende necrosadas e secas, que permanecem penduradas nas
plantas severamente atacadas pela doenca (PEREIRA et al., 2010).

As folhas necrosadas e secas, quando encontradas, muitas vezes apresentavam
peritécios, porém sem producdo de ascOsporos viaveis, devido a acao de fungicidas aplicados
via foliar. Da mesma forma, folhas necrosadas apenas na sua extremidade ou totalmente
necrosadas mas ainda ereta na planta apresentaram nenhum ou poucos ascOsporos Viaveis.
Isto evidencia a importancia da desfolha sanitaria, principalmente das folhas penduradas na
planta, e da erradicacdo dos bananais abandonados como medida preventiva para a reducao
destas que correspondem as principais fontes de inoculo do fungo, reponsaveis pela

epidemia.

5.3 Isolamento e identificagdo molecular dos fungos.

O isolamento monoascospdrico por meio da descarga de ascdsporos se mostrou mais
eficiente para obtengéo de isolados de forma rapida quando comparada ao isolamento a partir
de conidios. Sabe-se que o isolamento atraves de conidios é indicado para M. musicola
devido ao tamanho, que varia de 25 a 90 um de comprimento e 1,5 a 12,5 um de largura, e
por seus conidiéforos se formarem em fasciculos em ambas as faces da folha, facilitando sua
identificacdo com uso de lupa e sua retirada com uso de estilete, obtendo-se assim um
isolamento livre de contaminagdes. J& os conidios de M. fijiensis sdo menores, com
comprimento de 6,25 a 16,5 pum e largura de 4 a 7 pum, e se formam isoladamente ou em
pequenos grupos que emergem do estdmato, dificultando o isolamento (UCHOA, 2010).

O isolamento e a purificacdo das colbnias de fungos provenientes de duas
propriedades do municipio de Sete Barras e duas do municipio de Jacupiranga ndo foi
possivel, devido a aplicacdo recente de emulsdo de fungicida em 6leo mineral. Nestes casos, a
identificacdo dos isolados foi realizada com base na extragdo do DNA dos fungos presentes
no tecido vegetal infectado, separando-se, assim, as propriedades com presenca exclusiva da
Sigatoka negra (Figura 14) e propriedades com a coexisténcia de ambas as doencas (Figura
13).
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Figura 13 — Coexisténcia de Mycosphaerella fijiensis e Mycosphaerella musicola evidenciada por meio de PCR
com primers especificos a partir de DNA extraido de lesdo foliar em propriedade no municipio de Sete Barras. A
esquerda produtos obtidos com primers para M. musicola, a direita produtos obtidos com primers para M.
fijiensis. CA = controle positivo para Sigatoka amarela, CN = controle positivo para Sigatoka negra.

Figura 14 — Presenca exclusiva de Mycosphaerella fijiensis evidenciada por meio de PCR com primers
especificos a partir de DNA extraido de lesdo foliar em propriedade no municipio de Sete Barras. A esquerda
produtos obtidos com primers para M. musicola, a direita produtos obtidos com primers para M. fijiensis. CA =
controle positivo para Sigatoka amarela, CN = controle positivo para Sigatoka negra.

O isolamento direto por meio da descarga de ascosporos e a identificacdo molecular
por meio do sequenciamento da regido ITS resultaram na obtencdo de diversas espécies do
género Mycosphaerella, além de fungos de outros géneros (Tabela 4). Na mesma folha seca,
de onde se obteve ascosporos de M. musicola e M. fijiensis, observou-se a presenca de outras
espécies, que podem ou ndo estar associadas as doengas. A reidentificacdo dos isolados apds o
teste de sensibilidade ao fungicida benzimidazol resultou em reclassificagdo da espécie em

Varios casos, revelando que o isolado inicial ndo se encontrava puro. Suspeitava-se que muitos
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dos isolados ndo estavam puros pela anélise dos eletroferogramas dos sequenciamentos da

regido ITS que apresentavam picos menores abaixo dos picos principais (Figura 15).

Tabela 4 — Identificagdo molecular dos isolados fangicos obtidos a partir de folhas de bananeiras com sintomas
de Sigatoka. Identificacfes baseadas no sequenciamento da regido ITS ou do gene da actina. Isolados em
vermelho foram submetidos aos testes de sensibilidade in vitro a fungicidas. Ap6s o teste de sensibilidade ao
benzimidazol, os isolados foram identificados novamente e a espécie encontrada esta indicada na Gltima coluna,
apos a barra.

Municipio Isolado Regido ou gene Identificacdo (antes do teste de
utilizado sensibilidade/ap6s o teste)
M1-1 ITS M. fijiensis
M1-3 ITS M. fijiensis
M1-4 ITS M. fijiensis
M1-5 ITS M. fijiensis
M1-6 ITS M. musae
M1-7 ITS M. fijiensis
M1-8 ITS M. fijiensis
M1-9 actina M. thailandica
M1-10 ITS M. fijiensis
M2-1 actina/ITS M. thailandica/M. musae
M2-2 actina M. thailandica
M3-1 actina M. thailandica
Miracatu M3-2 ITS M. musae
M3-3 ITS M. fijiensis
M3-4 ITS Ochroconis sp.1
M3-5 actina M. thailandica
M3-6 actina/actina M. thailandica/M. thailandica
M3-7 actina M. thailandica
M3-8 actina M. thailandica
M3-9 actina M. thailandica
M3-10 actina M. thailandica
M4-1 ITS/actina Ochroconis spl./M. thailandica
M5-2 ITS Ochroconis sp.2
M5-3 ITS/actina Ochroconis sp.2/M. thailandica
M5-4 actina M. thailandica
M5-5 ITS M. fijiensis
SB1-1 actina M. thailandica
SB1-2 actina M. thailandica
SB1-3 actina M. thailandica
SB1-4 actina M. thailandica
SB1-5 actina M. thailandica
SB1-6 actina/actina M. thailandica/M. thailandica
Sete Barras SB1-9 act!na _ M. thailandica _ _
SB2-1 actina/actina M. thailandica/M. thailandica
SB5-1 actina M. thailandica
SB5-2 ITS M. fijiensis
SB5-3 ITS M. fijiensis
SB6-2 actina/actina M. thailandica/M. thailandica
SB6-3 actina/actina M. thailandica/M. thailandica
SB6-5 actina M. thailandica
RG1-1 ITS M. musicola
RG1-3 ITS M. musicola
Registro RG1-4 ITS/ITS M. mus!cola/M. musicola
RG1-5 ITS M. musicola
RG1-7 ITS M. musicola
RG1-9 ITS M. musicola
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Regido ou gene

Identificacdo (antes do teste de

Municipio Isolado utilizado sensibilidade/ap6s o teste)
RG1-10 ITS M. musicola
RG2-1 actina M. thailandica

Registro RG2-2 ITS_ M. mugicole}

RG2-4 actina M. thailandica
RG2-5 actina M. thailandica
RG2-8 ITS/ITS M. musicola/Zasmidium sp.1
EL1-2 ITS M. musicola
EL1-3 ITS Zasmidium sp.1
EL1-4 ITS M. musicola
EL1-5 actina/ITS M. thailandica/Zasmidium sp.1
EL1-6 ITS M. musicola

Eldorado EL1-8 ITS/actina M. musicola/M. thailandica
EL2-1 ITS M. fijiensis
EL2-2 ITS M. fijiensis
EL2-3 actina/actina M. thailandica/M. thailandica
EL2-4 ITS M. fijiensis
EL2-5 actina M. thailandica
P1-1 ITS/actina M. musicola/M. thailandica
P1-2 ITS M. fijiensis
P1-3 ITS M. fijiensis
P1-4 ITS/ITS M. musae/Ochroconis sp.2
P1-5 ITS Ochroconis sp.4
P1-6 actina M. thailandica

Pariquera-Acu P1-7 ITS/actina M. musae/M. thailandica

P2-1 ITS Ochroconis sp.4
pP2-2 ITS/actina M. musicola/M. thailandica
P2-3 ITS/ITS Ochroconis sp.4/Ochroconis sp.3.
P2-4 ITS Ochroconis sp.4
P2-5 ITS/ITS Ochroconis sp.4/Zasmidium sp.1
P2-6 ITS/ITS Zasmidium sp.2/Zasmidium sp.2

Jacupiranga J2-4 ITS M. fijiensis

150 160 170 180 190
¢ TTCG GCG G AAG AG GTAGOGOCGTGG ACCTGTCCCCGCCG CCG GCCCG TACATTCAA

.

160

180 190

130
C’LCIG{I’LIIICGGCGG{{G{GGT{GTCIGIG{GCIGCCCGCCGCCGGCC

Figura 15 — Exemplos de eletroferogramas do sequenuamento da reglao ITS (A) |solad0 com smal de presenca
de mais de uma espécie fungica, (B) isolado sem sinal de presenga de mais de uma espécie.
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Diferentes espécies de fungos causando manchas foliares em bananeiras foram
relatadas por Stahel (1937), Pont (1960), Stover (1963), Stover (1969) e Pérez (1980).
Levanta-se neste estudo a possibilidade de que as Sigatokas ndo sejam causadas por um Unico
patdgeno, mas sim por um complexo de espécies do género Mycosphaerella. Para confirmar
essa hipotese sugere-se testes de patogenicidade dos isolados obtidos neste estudo em folhas
de bananeira.

As analises de sequéncias da regido ITS ndo permitiu a distincdo entre M.
thailandica e M. colombiensis, por se tratarem de espécies irmas que sao morfologicamente
semelhantes (CROUS et al., 2004). Essas espécies podem ser separadas apenas pela
morfologia dos ascdsporos, que sdo constrito em M. thailandica e ndo-constrito em M.
colombiensis, e por padrdes na germinacao. M. colombiensis so6 foi relatada como patégeno de
folhas de eucalipto na Colémbia (CROUS, 1998), enquanto M. thailandica foi relatada
infectando Acacia sp. e Musa sp. (CROUS et al., 2004). O sequenciamento de fragmento do
gene da actina permitiu confirmar a identificacdo dos isolados do presente estudo como M.
thailandica (Figura 16).

EL2-5
M1-9
P1-6
RGT2-1
SB1-1
Mycosphaerella thailandica CBS 120723 (KF903524)
Mycosphaerella thailandica CPC 10621 (AY752220)
Mycosphaerella thailandica CPC 10548 (GU320539)
Mycosphaerella heimioides CBS 111364 (DQ147632)
Mycosphaerella acaciigena CBS 112516 (GU320356)
Mycosphaerella crystallina CMW3033 (DQ147636)
Mycosphaerella colombiensis CBS 110967 (AY752209)
t Mycosphaerella colombiensis CMW4944 (DQ147639)
Mycosphaerella colombiensis CBS 110967 (KF903413)
Mycosphaerella fijiensis CIRAD 355 (EU514317)
Mycosphaerella fijiensis CIRAD 11 (EU514315)
Mycosphaerella fijiensis CBS 121362 (EU514316)
| Mycosphaerella musicola CBS 121374 (EU514332)

100 t/lycosphaerella musicola CBS 121372 (EU514331)

Mycosphaerella musicola CBS 121371 (EU514330)

96

60

100

7

49
98

44

0.02
Figura 16 — Arvore filogenética construida com sequéncias do gene da actina pelo método de Neighbor Joining.
Sequéncias de isolados do presente estudo foram comparadas com sequéncias de espécimes de colecdes
depositadas no Genbank. O nimero de acesso no Genbank encontra-se entre parénteses.
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Estudo desenvolvido por Bolfarini et al. (2012), no Vale do Ribeira, SP, concluiu
pela predominancia de M. fijiensis na regido, porém a identificacdo dos isolados foi realizada
por PCR, utilizando-se os mesmos primers especificos utilizados no presente estudo,
ratificando a necessidade do sequenciamento genético para a identificagdo das espécies
associadas aos sintomas e a necessidade de confeccdo de primers especificos para essas
espécies.

Mycosphaerella musae foi uma das espécies detectadas no presente estudo
coinfectando folhas de bananeira com outros fungos. Stover (1994) demonstrou que M.
musae isolado de fases iniciais de lesdes de Sigatoka e uma espécie ndo virulenta de
Cercospora sp. sao 0 mesmo fungo. Constatou também, que M. musae apresenta maior
producdo de ascosporos quando associado a lesdes de Sigatoka amarela do que a lesdes de
Sigatoka negra.

Outros isolados detectados pertencem aos géneros Ochroconis (quatro espécies) e
Zasmidium (duas espécies). O sequenciamento da regido ITS ndo permitiu que se chegasse a
identificagdo ao nivel de espécie (Figuras 17 e 18). Existem espécies destes dois géneros que
ocorrem em bananeira (Ochroconis musae, Zasmidium musae, Zasmidium musicola,
Zasmidium musae-banksii e Zasmidium musigenum), porém, a analise filogenética indicou
que os isolados do presente estudo sdo distintos a essas espécies (Figuras 17 e 18). Um fungo
identificado como Ochroconis sp. isolado L1265, com sequéncia ITS depositada no Genbank
(KC288114) quase idéntica a do isolado P2-3, foi isolado de paciente no Brasil recipiente de
transplante de rim e sob terapia imunossupressiva, apresentando infec¢do subcutanea fungica
(SANTOS et al., 2013).
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93 | Ochroconis musae CBS 729.95 (KF156029)
93 | | Ochroconis musae CBS 729.95 (NR 132052)
60 Ochroconis musae CBS 312.96 (KT272078)
Ochroconis constricta M19 (KX610329)
Ochroconis musae CBS 119790 (KT272077)
Ochroconis musae CBS 135930 (KT272082)
96 —— Ochroconis musae HLHKBJ22 (JQ364738)
Ochroconis sexualis PPRI 12991 (NR 132049)
M5-2
M5-3
100
P1-4-ATS
M4-1

99

wn

99

94 100

100 ' M3-4

671 P2-3-ATS
100 r{ Ochroconis sp. L1265 (KC288114)
|— Ochroconis capsici CPC 28782 (KY173427)
N [ pP2-3
100 | P21
56| P1-5
58 pP2-5

0.05

Figura 17 — Arvore filogenética construida com sequéncias da regido ITS de isolados do género Ochroconis pelo
método de Neighbor Joining. Sequéncias de isolados do presente estudo foram comparadas com sequéncias de
espécimes de colecbes depositadas no Genbank. O nimero de acesso no Genbank encontra-se entre parénteses.
Os isolados do presente estudo seguidos da sigla ATS correspondem aqueles obtidos apds o teste de
sensibilidade ao benzimidazol.
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EL1-5-ATS

RG2-8-ATS

P2-5-ATS

EL1-3

Zasmidium sp. CATASR1 (JQ768795)

Zasmidium syzygii CPC 19792 (NR 111826)
Zasmidium sp. ZWY137 (KT203781)

Zasmidium eucalypticola CBS 142186 (MF951400)
98 | Zasmidium eucalypticola CBS 142186 (MF951400)(2)
— Zasmidium nocoxi CBS 125009 (GQ852842)

99

39 100 Mycosphaerella aleuritidis CBS 282.62 (EU167594)
T' Mycosphaerella aleuritidis CBS 282.62 (EU167594)(2)

50 | P2-6-ATS

100 p2-6

I Zasmidium musicola CBS 122479 (EU514294)
40 Zasmidium rothmanniae CBS 137983 (KJ869135)
Zasmidium musae MFLUCC 11-0132 (KP744472)

| Zasmidium musae-banksii CBS 121710 (EU041795)
92 Zasmidium musigenum CBS 190.63 (EU041800)

0.02

Figura 18 — Arvore filogenética construida com sequéncias da regi&o ITS de isolados do género Zasmidium pelo
método de Neighbor Joining. Sequéncias de isolados do presente estudo foram comparadas com sequéncias de
espécimes de colecbes depositadas no Genbank. O nimero de acesso no Genbank encontra-se entre parénteses.
Os isolados do presente estudo seguidos da sigla ATS correspondem aqueles obtidos apds o teste de
sensibilidade ao benzimidazol.

Arzanlou et al. (2008) também relataram a ocorréncia de diversas espécies de
Mycosphaerella e de outros géneros, associados a lesdes de Sigatoka em bananeiras, muitos
dos quais também foram constatados no presente estudo. Estes autores afirmaram que a
contribuicdo de cada uma dessas espécies para o estabelecimento da doenca ainda precisaria
ser melhor estudada. Os ascdsporos das diversas espécies do género Mycosphaerella podem
facilmente ser confundidos, mesmo em microscépio, conforme constatado no presente
estudo. Dessa forma, a avaliacdo da resisténcia a fungicidas utilizando o método de descarga
de ascosporos, preconizado pelo FRAC, pode nédo ser adequado devido a dificuldade de se
identificar o ascGsporo que apresentou resisténcia.

No presente estudo, constatou-se a imensa diversidade de espécies de fungos cujos
ascosporos podem ser obtidos de uma mesma lesdo. De acordo com Ngando et al. (2015), o
método de avaliacdo da resisténcia de M. fijiensis deve ser feito com o uso de conidios pela
menor diversidade genética que estes apresentam. Porém, a identificacdo tanto de conidios

como de ascosporos do complexo da mancha foliar de Mycosphaerella exige um olho
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treinado para reconhecer as pequenas diferengas (CROUS et al., 2004). Assim, baseado nas
observacdes do presente estudo, recomenda-se adaptacao do teste de sensibilidade do FRAC,
tanto para o uso de conidios como de ascosporos. Realizando identificacdo da espécie apds a
finalizacdo do teste, através de isolamento das colbnias que germinarem nas maiores
concentracdes do fungicida em andlise e identificando-a através de sequenciamento do DNA
ou com uso de primers especificos quando disponiveis. Desta forma, garante-se para qual

espécie de fungo foi avaliada a sensibilidade ao fungicida.

5.4 Testes de sensibilidade in vitro a fungicidas dos grupos dos benzimidazéis, triazois e
estrobilurinas e deteccdo de mutagdes nos genes da B-tubulina, citocromo b mitocondrial
e CYP51

5.4.1 Sensibilidade ao tiofanato metilico e sequenciamento do gene da f -tubulina

O teste de sensibilidade ao benzimidazol mostrou predominio de resisténcia entre as
espécies e isolados fangicos obtidos no presente estudo (Tabela 5).

A mutacdo GAG para GCG, que altera o aminoacido &cido glutamico (E) para
alanina (A), mutacdo E198A, estd relacionada a menor sensibilidade de M. fijiensis a
fungicidas do grupo dos benzimidazois (CANAS-GUTIERREZ et al., 2006). A analise do
teste de sensibilidade ao fungicida tiofanato metilico permitiu correlacionar a presenca da
mutacdo com a menor sensibilidade ao fungicida para a maioria dos isolados do presente
estudo (Tabela 5). As excecBes serdo discutidas caso a caso.

O sequenciamento do gene da beta-tubulina de dois isolados de M. fijiensis de
propriedade do municipio de Sete Barras ndo indicou a presenga da mutacdo para
resisténcia a benzimidazdis e o teste in vitro confirmou a sensibilidade desses isolados (Tabela
5, Figura 19). Embora ndo tenham sido obtidos isolados de M. musicola em propriedades
deste municipio, o isolado RG1-4 desta espécie obtido em propriedade de Registro foi
resistente a benzimidazol e apresentou mutacdo E198A, sugerindo que a dificuldade no
controle de Sigatoka amarela na regido esteja relacionada & presenca de cepas resistentes
desta espécie de fungo (Tabela 5, Figura 19). Além disso, quatro isolados de M. thailandica
obtidos em Sete Barras apresentaram resisténcia a benzimidazol e mutacdo E198A, embora

o0 papel desta espécie na doenca Sigatoka ainda necessite esclarecimento.
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Tabela 5 — Ocorréncia de mutacdo no gene da beta-tubulina e sensibilidade ao tiofanato metilico de fungos
isolados de bananeira com sintomas de Sigatoka. GAG = acido glutamico (E), GCG = alanina (A), CAG =
glutamina (Q), GCC = alanina (A), GGG = glicina (G), TTC = fenilalanina (F), TAC = tirosina (Y).

Gene B—tubulina

Isolado Identificacdo (Cddons 198, 200* ou Classificacao
240**)
RG1-4 M. musicola GCG Resistente
SB5-2 M. fijiensis GAG Sensivel a 10 mg/L
SB5-3 M. fijiensis GAG Sensivel a 10 mg/L
M2-1 M. musae GAG Sensivel
M3-6 M. thailandica GCG Resistente
P1-7 M. thailandica GCC Resistente
p2-2 M. thailandica GCG Resistente
EL2-3 M. thailandica GCG Resistente
EL1-8 M. thailandica GCG Resistente
P1-1 M. thailandica GCG Resistente
SB6-2 M. thailandica TTC** Resistente
SB1-6 M. thailandica GGG Resistente
SB6-3 M. thailandica TAC* Resistente
SB2-1 M. thailandica n/d Resistente
M4-1 M. thailandica GAG Sensivel
M5-3 M. thailandica GAG Sensivel
EL1-5 Zasmidium sp.1 GCG Resistente
P2-5 Zasmidium sp.1 GAG Resistente a 100 mg/L
P2-6 Zasmidium sp.2 GAG Resistente a 100 mg/L
RG2-8 Zasmidium sp.1 GC(A)Ge TT(AC* Resistente
P1-4 Ochroconi. sp.2 CAG Resistente
P2-3 Ochroconis sp.3 GAG Resistente a 100 mg/L
M. fijiensis SB5-3 M. musicola RG1-4
. 100 . 100
S 80 T 80
E 60 E 60
£ £
5 40 5 40 -
g 20 j I I g 20 I l
: | P lm W i
01 1 10 100 1000 0,1 1 10 100 1000
Concentragdo tiofanato metilico (mg/L) Concentragdo tiofanato metilico (mg/L)

Figura 19 — Inibicdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com tiofanato metilico para M.

fijiensis S

B5-3 e M. musicola RG1-4.
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No trabalho de Cafas-Guitiérrez et al. (2006), considerou-se resistente todo o isolado
que apresentou crescimento na concentragdo de 10 pg/mL, sendo esta a concentracdo mais
alta avaliada no estudo. Os demais isolados foram classificados como medianamente
tolerantes ou sensiveis, ou seja, ndo foi considerada a porcentagem de inibicdo dos isolados
em comparagdo com a testemunha e sim a presenca ou auséncia de crescimento fangico.

A correlacdo entre a muta¢do no codon 198 do gene da B—tubulina e a resisténcia
apresentada no teste de sensibilidade ficou evidente nos isolados de Mycosphaerella
thailandica. A maior parte dos isolados que apresentou a mutagdo neste cddon, também
apresentou crescimento em altas concentra¢6es do fungicida (P1-1, P1-7, P2-2, SB1-6, SB2-1,
EL1-8, EL2-3, e M3-6). J& os isolados que ndo apresentaram a mutacdo (M4-1 e M5-3) foram
sensiveis ao teste, com valores de DLsy entre as concentracdes de 1 e 10 mg/L. Entretanto,
dois isolados de M. thailandica (SB6-2 e SB6-3) que foram resistentes no teste de
sensibilidade ndo apresentaram mutacao no cdédon 198. O isolado SB6-3, apresentou mutacao
no cédon 200, alterando o aminoacido de fenilalanina (TTC) para tirosina (TAC) (F200Y).
Essa mutacéo ja foi relatada em isolados resistentes ou medianamente resistentes de diversas
espécies fungicas como Venturia inaequalis, Venturia pirina, Penicillium italicum,
Penicillium aurantiogriseum, Tapesia acuformis e Tapesia yallundae (ALBERTINI et al.,
1999; KOENRAADT et al., 1992). O isolado de SB6-2 de M. thailandica, apresentou
mutacdo no codon 240, TTG (leucina — L) para TTC (fenilalanina — F) (L240F). Esta mutacao
conferiu resisténcia moderada a carbendazim e baixa para tiabendazol em Tapesia yallundae
(ALBERTINI et al., 1999). Em Monilinia laxa, a mutacdo L240F esta associada a baixa
resisténcia a benomyl e tiofanato metilico (MA et al., 2005). O grau de resisténcia do isolado

SB6-2 foi menor se comparado ao SB6-3, concordando com os dados da literatura.
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M. thailandica P1-1

M. thailandica P1-7
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Figura 20 — Inibigdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com tiofanato metilico para os

isolados de Mycosphaerella thailandica. Isolados P1-1 e P1-7 (resistentes, mutagdo E198A), M4-1 e M5-3
(sensiveis sem mutagdo), SB6-2 (resistente, mutacdo L240F) e SB6-3 (resistente, mutagdo F200Y).

Os quatro isolados do género Zasmidium avaliados quanto a

by

sensibilidade ao

benzimidazol (RG2-8, P2-5, P2-6 e EL1-5), apresentaram diferentes niveis de resisténcia ao

tiofanato metilico (Figura 22). A avaliacéo da resisténcia para estes fungos foi dificultada por
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ndo terem sido obtidas colbnias isoladas nas placas contendo o fungicida, observando-se a
formacédo de uma camada homogénea de micélio que diferiu quanto a espessura nas diferentes
concentracfes do fungicida. Para estes fungos a sensibilidade foi avaliada comparando-se o
grau de desenvolvimento da camada de micélio formada nas placas com o fungicida em
relagdo ao controle sem fungicida. O isolado de Zasmidium sp.1 EL1-5 mostrou resisténcia até
a concentragdo de 1.000 mg/L e apresentou a mutacdo E198A (Figura 21). Interessantemente,
o isolado RG2-8, que também apresentou insensibilidade até a concentracdo mais elevada do
benzimidazol, apresentou polimorfismos nos cédons 198, com a alteracio GCG
predominando sobre GAG, e 200, com a sequéncia TTC (fenilalanina) predominando sobre a
mutante TAC (tirosina) (Figura 21). Nos demais isolados de Zasmidium em que a

insensibilidade foi menos acentuada, ndo foram observados tais polimorfismos. (Figura 21).

I ¢ ¢ 6 ACGOCOGACCTTOCTOGTATT CTGATCAACH

EL1-5

T ¢ C G ACG AG ACCTTOCT GGTATOCG ACAACTC

Figura 21 — Eletroferogramas dos sequenciamentos do gene da B-tubulina dos isolados de Zasmidium spl.
Isolado EL1-5 (resistente, mutacdo E198A), isolado RG2-8 (resistente, polimérfico nos cédons 198 e 200) e
isolado P2-5 (resistente, sem mutacdes). As setas indicam os polimorfismos nos cédons 198 e 200 do isolado
RG2-8
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Figura 22 — Inibigdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com tiofanato metilico para os
isolados de Zasmidium spp. Zasmidium sp.1 P2-5 e Zasmidium sp.2 P2-6 (resistentes, sem mutacdo),
Zasmidium sp.1 RG2-8 (resistente, polimorfico para mutacdes E198A e F200Y), Zasmidium sp.1 EL1-5
(resistente, mutagdo E198A)

Os isolados P1-4 e P2-3 identificados como Ochroconis sp.2 e Ochroconis sp.3,
mostraram alta tolerancia no teste de sensibilidade, ambos com DLsg entre 100 e 1000 mg/L.
O isolado P1-4, que mostrou sensibilidade relativamente menor que o P2-3, apresentou
mutacdo GAG (&cido glutamico - E) para CAG (glutamina - Q) no codon 198. Em Tapesia
yallundae, esta mutagcdo conferiu resisténcia elevada a tiabendazole e moderada a
carbendazim (ALBERTINI et al., 1999).
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Figura 23 — Inibicdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com tiofanato metilico para os
isolados Ochroconis sp.2 P1-4 e Ochroconis sp.3 P2-3.

O isolado de Mycosphaerella musae (M2-1) mostrou-se sensivel no teste de
sensibilidade ao tiofanato metilico, apresentando DLs, entre os valores de 1 mg/L e 10
mg/L (Figura 24), porém no sequenciamento ndo foi identificada mutacdo no gene

B—tubulina, apresentando o codon 198 GAG.
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Figura 24 — Inibicdo do crecimento micelial em teste de sensibilidade in vitro com tiofanato metilico para o
isolado de Mycosphaerella musae M2-1.

5.4.2 Sensibilidade a azoxistrobina e sequenciamento do gene da citocromo b
mitocondrial

Os isolados fangicos submetidos aos testes de sensibilidade a estrobilurina foram
aqueles que cresceram nas concentracfes mais elevadas dos testes com tiofanato metilico e
cujas identificacdes ja haviam sido confirmadas. Observou-se predominancia de isolados

resistentes a azoxistrobina (Tabela 6). Os isolados da espécie M. fijiensis mostraram-se
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sensiveis e ndo apresentaram mutacdo no codon 143 (alanina no lugar de glicina, G143A),
enguanto que o isolado de M. musicola (RG1-4), apesar de apresentar essa mutacdo, mostrou
pequena diminuicdo na sensibilidade a estrobilurina (sensivel a partir de 1 mg/L do fungicida)
(Figura 25).

Tabela 6 — Ocorréncia de mutacdo no gene do citocromo b mitocondrial e sensibilidade a azoxistrobina de
fungos isolados de bananeira com sintomas de Sigatoka. GCA = alanina (A), GGT = glicina (G), GCG = alanina
(A), GCT = alanina (A), GGA = glicina (G), GGG = glicina (G).

Citocromo b
Isolado Identificacao mitocondrial Classificacao
(codon 143)
RG1-4 M. musicola GCA Sensivel a 0,1 mg/L
SB5-2 M. fijiensis GGA Sensivel
SB5-3 M. fijiensis GGA Sensivel
P1-1 M. thailandica GCG Resistente
P1-7 M. thailandica GCG Resistente
M3-6 M. thailandica GCG Resistente
SB1-6 M. thailandica GCG Resistente
SB2-1 M. thailandica GCG Resistente
EL1-8 M. thailandica GCG Resistente
SB6-2 M. thailandica GCG Resistente
p2-2 M. thailandica GCG Sensivel a 1 mg/L
M4-1 M. thailandica GCA Sensivel a 1 mg/L
M5-3 M. thailandica GCG Sensivel a 1 mg/L
SB6-3 M. thailandica GCG Sensivel a 1 mg/L
EL2-3 M. thailandica GGG Sensivel a 0,1
M2-1 M. musae GGG Sensivel
EL1-5 Zasmidium sp.1 GCT Resistente
RG2-8 Zasmidium sp.1 GGT Resistente
P2-5 Zasmidium sp.1 GGT Sensivel a 1 mg/L
P2-6 Zasmidium sp.2 GGG Sensivel a 1 mg/L
P1-4 Ochroconis sp.2 GCT Resistente
P2-3 Ochroconis sp.3 GGA Sensivel a 1 mg/L

SIEROTZKI et al. (2000) estudou a resisténcia de M. fijiensis a fungicidas do grupo
quimico das estrobilurinas e constatou que a mutagcdo G143A € suficiente para uma resisténcia
completa, devido aos altos fatores obtidos em testes de sensibilidade aos principios ativos
trifloxistrobina, azoxistrobina e famoxadona. Esses autores observaram que os isolados
resistentes de M. fijiensis portadores da mutacdo foram capazes de crescer em meio contendo
acima de 10 mg/L de azoxistrobina.

Possivelmente, diferengas nos métodos de avaliacdo da resisténcia expliquem a

menor sensibilidade observada em relacéo ao presente estudo.
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AMIL et al. (2002) observaram que o fungicida azoxistrobina, em concentragéo de
10 ppm (10 mg/L), conseguiu inibir 55% da infeccdo inicial de ascosporos de M fijiensis,
mesmo para isolados resistentes do fungo.

Gomes et al. (2014) n&o encontraram a mutacdo G143A em nenhum dos 46 isolados
de M. fijiensis obtidos de diferentes regides produtoras de banana no Brasil, entre os anos de
2008 e 2009, incluindo o Vale do Ribeira em SP. Entretanto, esses isolados ndo foram

avaliados quanto a sensibilidade in vitro a fungicidas do grupo das estrobilurinas.
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Figura 25 — Inibicdo do crecimento micelial em teste de sensibilidade in vitro com azoxistrobina para 0s
isolados de Mycosphaerella fijiensis SB5-2 e Mycosphaerella musicola RG1-4.

O isolado de M. musae apresentou alta sensibilidade, assim como os isolados de M.
fijiensis, ndo apresentando crescimento micelial na concentracdo mais baixa de 0,1 mg/L
(Figuras 25 e 26).

M. musae M2-1
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Figura 26 — Inibicdo do crecimento micelial em teste de sensibilidade in vitro com azoxistrobina para o isolado
de Mycosphaerella musae M2-1.
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Os isolados de M. thailandica apresentaram diferentes niveis de tolerancia a
azoxistrobina, sendo divididos em grupos para melhor classificacdo. Assim temos os isolados
altamente resistentes P1-7 e SB6-2, que mesmo na concentracdo de 1.000 mg/L ainda
apresentaram inibigdo menor que 50% (Figura 27).

Os isolados de M. thailandica e M3-6, P1-1, SB1-6 e SB2-1 foram capazes de
crescer em concentragfes de até 1.000 mg/L, porém, com inibicBes de crescimento
ligeiramente acima de 50% (Figura 27).

O isolado M4-1 também foi capaz de crescer em concentra¢@es de até 1.000 mg/L
mas apresentou inibicdo de crescimento superior a 50% desde a concentracdo de 1 mg/L
(Figura 28).

O isolado EL1-8 foi totalmente inibido na concentracdo de 1.000 mg/L porém
apresentou comportamento incomum na concentracdo de 100 mg/L, na qual a inibicdo de
crescimento foi menor que nas concentragdes imediatamente superior e inferior (Figura 28).

Os isolados mais sensiveis foram P2-2 (inibi¢&o total a partir de 100 mg/L), SB6-3 e
M5-3 (inibicéo total a partir de 10 mg/L), e EL2-3 (inibicdo total a partir de 1 mg/L) (Figura
28).
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Figura 27 — Inibicdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com azoxistrobina para os
isolados de Mycosphaerella thailandica:SB6-2, P1-7, SB1-6, SB2-1, M3-6 e P1-1.
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Figura 28 — Inibicdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com azoxistrobina para 0s
isolados de Mycosphaerella thailandica EL1-8, M4-1, P2-2, SB6-3, M5-3 e EL2-3.
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Assim como no ensaio de sensibilidade para benzimidazol, os isolados de Zasmidium
spp. ndo formaram coldnias isoladas nas placas onde a azoxistrobina foi adicionada. Desta
forma, a avaliacdo da sensibilidade também foi realizada com base na quantidade de micélio
formado sobre o meio de cultura. Os isolados do género puderam ser divididos em dois
grupos, um altamente tolerante, que apresentou crescimento mesmo na concentracdo mais alta
de 1.000 mg/L de azoxistrobina (isolados RG2-8 e EL1-5) e outro com baixa tolerancia que

apresentou inibicado maior que 50% a partir de 1 mg/L (isolados P2-5 e P2-6) (Figura 29).
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Figura 29 — Inibicdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com azoxistrobina para 0s
isolados de Zasmidium sp.1 P2-5 e Zasmidium sp.2 P2-6.

O isolado P1-4 do género Ochroconis apresentou inibicdo de mais de 50% do
crescimento das colonias em concentragbes de azoxistrobina a partir de 1 mg/L, ndo
atingindo, porém, 100% de inibicdo mesmo na concentracdo mais elevada. Por outro lado, o
isolado P2-3 mostrou-se sensivel ao fungicida, com total inibicdo em concentragfes maior ou

igual a 1 mg/L. (Figura 30).
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Figura 30 — Inibicdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com azoxistrobina para os
isolados de Ochroconis sp.2 P1-4 e Ochroconis sp.3 P2-3.

Zheng et al. (2000) verificaram a ocorréncia de Venturia inaequalis resistente ao
fungicida do grupo quimico das estrobirulinas, porém o sequenciamento ndo apresentou
mutacdo no gene do citocromo b. Analisou-se entdo a ocorréncia de heteroplasmia, uma
mistura de mais de um tipo de genoma mitocondrial, ou seja, presenca de duas populacgdes
diferentes de mitocondrias, uma resistente contendo a mutacdo no gene citocromo b e
garantindo o mecanismo alternativo de respiracdo para o fungo na presenca do inibidor e outra
populacdo mitocondrial selvagem sem a mutacdo. Quando o isolado de Venturia inaequalis
era cultivada em meio isento de inibidores a populacdo de mitocondrias selvagens era
restabelecida, revertendo para um estado de homoplasmia, ou seja, a pressdo de selecdo €
necessaria para que a heteroplasmia predomine.

Fraaije et al. (2002) analisando isolados resistentes a estrobilurina de Blumeria
(Erysiphe) graminis f. sp. tritici encontrou a mutacdo no cédon 143 do gene mitocondrial b,
em alguns isolados mutantes encontrou misturas de alelos, caracterizando a heteroplasmia. A
resisténcia em individuos com a heteroplasmia nem sempre € estavel quando mantida em
auséncia de selecdo. O alelo A143 aumenta em frequéncia média de 2,2 a 58% nas geracdes
que sofrem pressdo de selecao.

Lesemann et al. (2006) trabalharam com isolados de Podosphaera leucotricha, que
mostraram diferentes niveis de resisténcia a estrobirulina, variando de acordo a heteroplasmia,
ou seja, a quantidade de mitocdndrias com mutacdo esta correlacionada a resisténcia que sera
apresentada. Quanto maior o nimero de mitocéndrias mutantes, maior a resisténcia no fungo.

Serdo necessarios mais testes com todos os isolados que apresentaram mistura de
alelos no eletroferograma, para confirmar a hipdtese de heteroplasmia nos isolados de

Mycosphaerella thailandica e nos isolados dos géneros Zasmidium e Ochroconis.
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Amil et al. (2002), avaliaram isolados de Micosphaerella fijiensis da Costa Rica e

identificaram populagdes sensiveis localizadas em propriedades cercadas por populacGes

resistentes a azoxystrobina, o que defende a possibilidade de reestabelecimento de populacGes

sensiveis em &reas com a presenca de populacfes resistentes. No presente estudo foram

encontrados isolados com diferentes niveis de tolerancia a estrobirulina para M. thailandica e

Zasmidium spp, indicando também ser possivel o restabelecimento de populagdes sensiveis na

regido do Vale do Ribeira.

5.4.3 Sensibilidade a propiconazol e sequenciamento do gene CYP51

Houve variabilidade na sensibilidade ao propiconazol entre os isolados das diferentes

espécies de fungos estudados (Tabela 7).

Tabela 7 — Ocorréncia de mutacdo no gene CYP51 e sensibilidade a propiconazol de fungos isolados de
bananeira com sintomas de Sigatoka.

Isolado

Identificacdo

Classificacao

RG1-4
SB5-2
SB5-3
P1-1
P1-7
M3-6
SB1-6
SB2-1
EL1-8
SB6-2
p2-2
M4-1
M5-3
SB6-3
EL2-3
M2-1
EL1-5
RG2-8
P2-5
P2-6
P1-4
P2-3

I L

. musicola

. fijiensis

. fijiensis

. thailandica
. thailandica
. thailandica
. thailandica
. thailandica
. thailandica
. thailandica
. thailandica
. thailandica
. thailandica
. thailandica
. thailandica
. musae

Zasmidium sp.1
Zasmidium sp.1
Zasmidium sp.1
Zasmidium sp.2

Ochroconis sp.2
Ochroconis sp.3

Sensivel acima de 0,1 mg/L
Sensivel acima de 0,1 mg/L
Sensivel abaixo de 0,1 mg/L
Sensivel a 1 mg/L

Sensivel acima de 1 mg/L
Sensivel acima de 0,1 mg/L
Sensivel acima de 1 mg/L
Sensivel acima de 0,1 mg/L
Sensivel acima de 0,1 mg/L
Sensivel acima de 1 mg/L
Sensivel acima de 0,1 mg/L
Sensivel acima de 0,1 mg/L
Sensivel acima de 1 mg/L
Sensivel acima de 0,1 mg/L
Sensivel acima de 1 mg/L
Sensivel acima de 0,1 mg/L
Sensivel acima de 10 mg/L
Sensivel acima de 10 mg/L
Sensivel acima de 1 mg/L
Sensivel acima de 0,1 mg/L
Sensivel abaixo de 0,1 mg/L
Sensivel acima de 10 mg/L

Os dois isolados de M. fijiensis e o de M. musicola apresentaram inibicdo de

crescimento acima de 50% em concentragdes igual ou maior que 1 mg/L do fungicida. Em

comparacao a estrobilurina, foi necessaria uma concentragdo 10 vezes maior do triazol para a

obtengdo do mesmo efeito sobre M. fijiensis (Figura 31).



60

M. fijiensis SB5-2 M. fijiensis SB5-3
100 100

® 2

c c

© S

S 80 — | 8 80 —]
(T 1)

© ©

[e]

2 60 — | 2 60 .
() ()

E £

2 2

S 40 — | ¢ 40 — —
o Q

o (]

Z& 13

5 20 |— — | & 20 — B
5 5

S R

0 T T T T O T T T T
0,1 1 10 100 1000 0,1 1 10 100 1000
Concentracgdo propiconazol (mg/L) Concentracgdo propiconazol (mg/L)

M. musicola RG1-4
100

80 —

60 —

40 |— |

20 — —

% Inibicdo crescimento da col6nia

0 T T T T

0,1 1 10 100 1000
Concentragdo propiconazol (mg/L)

Figura 31 — Inibicdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com propiconazol para os
isolados de Mycosphaerella fijiensis SB5-2 e SB5-3 ¢ M. musicola RG1-4.

Cafas-Gutiérrez et al. (2009) classificaram isolados de M. fijiensis como sensiveis ao
propiconazol aqueles que apresentaram DLsy, entre 0,029 a 0,047 mg/L; medianamente
tolerantes entre 0,225 a 0,427 mg/L e tolerantes a partir de 1 mg/L. Salas (2015) avaliando a
sensibilidade de isolados de M. fijiensis em algumas localidades da Costa Rica ndo encontrou
valores de DLsy maiores que 0,0035 mg/L. Em trabalho de Bolafios et al. (2012), os valores de
DLso variaram de 0,0001 a 0,95 mg/L, havendo correlacdo positiva entre 0 numero de
aplicacdes e os valores de DLsp, indicando que a pressédo de selecdo propiciou o surgimento de
resisténcia ao propiconazol. Aguirre (2016), analisando isolados de M. fijiensis de véarios
paises, encontrou na Costa Rica, Colémbia e Filipinas, paises com histéricos de uso intensivo
de fungicidas para o controle da Sigatoka negra, isolados com DLs, para propiconazole de até
18,4, 13,6 e 12,5 mg/L, respectivamente. A comparacao dos resultados para M. fijiensis e M.
musicola do presente estudo com os da literatura ndo indicam a ocorréncia de resisténcia

elevada aos triazdis, pois a DLs, observada se situou entre 0,1 e 1,0 mg/L. Entretanto, para
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este grupo de fungicidas, um maior detalnamento do grau de sensibilidade utilizando
concentracOes intermediarias entre 0,1 e 1 mg/L seria desejavel.

De acordo com o observado no trabalho de Gomes et al. (2014), a DLy, a0
tebuconazole variou de 0,02 a 1,39 mg/L para 45 isolados de M. fijiensis de diferentes regides
do Brasil coletados em 2008 e 2009, incluindo alguns do Vale do Ribeira, SP. Embora a
metodologia de avaliacdo da sensibilidade in vitro, que foi de ensaio em placa de
microtitulacdo, e o principio ativo tenham sidos distintos em relacdo ao presente estudo, 0s
resultados indicam que a sensibilidade do fungo a triz6is ndo sofreu forte alteracdo nos ultimos
10 anos.

O sequenciamento do gene CYP51 mostrou a presenca de mutacdes nos trés isolados
de M. musicola e M. fijiensis. O isolado RG1-4 de M. musicola apresentou as mutacoes
A381G e Y463H. Os isolados de M. fijiensis SB5-2 e SB5-3 apresentaram as mutacoes
G462D e Y463H, respectivamente (Tabela 8). Estas mutagdes j& haviam sido relatadas para
M. fijiensis em isolados com sensibilidade reduzida a triaz6is (CANAS-GUTIERREZ et al.,
2009; AGUIRRE, 2016). Carfias-Gutiérrez et al. (2009) detectaram as combinacGes de
mutagdes Y136F/Y463H e A313G/Y463H nos isolados com maior tolerdncia ao
propiconazol. Segundo Aguirre (2016), as mutagdes diretamente correlacionadas a resisténcia
a triazdis sdo A313G, Y136F, H380N, Y463D e D460V. A inexisténcia das mutacbes A313G
e Y136F nos isolados de M. musicola e M. fijiensis do presente estudo provavelmente
explicam a sensibilidade destes ao propiconazol. Por outro lado, a pré-existéncia das demais
mutacOes alerta para o risco iminente de surgimento de cepas com alta resisténcia a este grupo

de fungicidas.

Tabela 8 — Mutacbes no gene CYP51 e sensibilidade a propiconazol de fungos isolados de bananeira com
sintomas de Sigatoka. Cddons e aminoacidos em vermelho indicam mutacfes em relacdo as sequéncias de
isolados sensiveis (selvagens) das espécies M. musicola (CBS 116634) e M. fijiensis (CIRAD86).

gene CYP51
Isolado Identificacédo codons/aminoacidos
136 313 381 461 462 463
TAC GCT GGC TAC GGC CAT
Y A A>G Y G Y>H
TAC GCT GCT TAC GAC TAT
Y A A Y GD Y
TAC GCT GCT TAC GGC GAT
Y A A Y G Y>D

RG1-4 M. musicola

SB5-2 M. fijiensis

SB5-3 M. fijiensis

As mutacGes A381G e Y463H de M. musicola e G462D e Y463D de M. fijiensis
foram relatadas pela primeira vez no Brasil no presente estudo. Brito (2015) relatou a
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ocorréncia da mutacdo Y461N em isolados de M. musicola tolerantes a triazdis oriundos do
municipio de Sdo Jodo da Alianca, GO.

Os iniciadores desenvolvidos neste estudo para o gene CYP51 amplificaram somente
para as espécies M. fijiensis e M. musicola. Desta forma, ndo foi possivel inferir correlagdes
entre a sensibilidade in vitro dos isolados das demais espécies e seus genotipos. Novos
iniciadores baseados em regi®Ges mais conservadas do gene CYP51 precisardo ser
desenvolvidos, uma vez que sequéncias deste gene para as demais espécies estudadas nédo
estdo disponiveis.

O isolado de M. musae apresentou uma tolerancia maior em comparagdo a M.
fijiensis e M. musicola. Apesar da DLs, do isolado de M. musae estar entre as concentragdes
de 0,1 a 1 mg/L, este ainda apresentou crescimento de coldnias pequenas até na concentraco
de 10 mg/L (Figura 32).

M. musae M2-1
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% Inibicdo crescimento da col6nia
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0,1 1 10 100 1000
Concentracgdo propiconazol (mg/L)

Figura 32 — Inibic8o do crecimento micelial em teste de sensibilidade in vitro com propiconazol para isolado de
M. musae M2-1.

Os isolados de M. thailandica podem ser divididos em dois grupos de tolerancia ao
fungicida propiconazol, sendo de baixa tolerancia os isolados P2-2, P1-1, SB2-1, SB6-3, M3-
6, M4-1 e EL1-8 todos com DLs, entre as concentragdes de 0,1 a 1 mg/L (Figuras 33 e 34).
Os demais isolados, SB1-6, P1-7, SB6-2, M5-3 e EL2-3 apresentaram alta tolerancia ao
ingrediente ativo propiconazol, se considerarmos os dados da literatura para a espécie M.
fijiensis (GOMES, 2015), necessitando concentracfes iguais ou maiores que 10 mg/L para

uma inibigdo maior que 50% no crescimento de coldnias (Figura 34).
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Figura 33 — Inibicdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com propiconazol para o0s
isolados de M. thailandica P2-2, P1-1, SB2-1, SB6-3, M3-6 e M4-1.
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M. thailandica EL1-8
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Figura 34 — Inibicdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com propiconazol para o0s
isolados de M. thailandica EL1-8, SB1-6, P1-7, SB6-2, M5-3 e EL2-3.
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Assim como nos testes para o benzimidazol e estrobilurina, os isolados de Zasmidium
spp. apresentaram crescimento de uma camada de micélio, e ndo de colbnias isoladas, nas
placas contendo o fungicida propiconazol. Comparando o grau de desenvolvimento do
micélio nas placas com o fungicida em relacdo a placa controle sem fungicida, os isolados
apresentaram uma gradacdo de sensibilidade que variou do mais sensivel (P2-6) ao mais
resistente (EL1-5), ficando os isolados P2-5 e RG2-8 em posi¢des intermediarias. Para os dois
isolados mais resistentes (RG2-8 e EL1-5) foi possivel observar pequeno crescimento micelial

mesmo na concentracdo de 1.000 mg/L (Figura 35).
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Figura 35 — Inibicdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com propiconazol para os
isolados de Zasmidium sp.1 P2-5, EL1-5 e RG2-8 e Zasmidium sp.2 P2-6.

Os isolados do género Ochroconis demonstraram diferencas acentuadas no teste de
sensibilidade com propiconazol. Enquanto o isolado P1-4 apresentou alta sensibilidade, com
inibicdo maior que 50% desde a concentracdo 0,1 mg/L, o isolado P2-3 apresentou mais de

50% de inibi¢cdo somente em concentragéo igual ou superior de 100 mg/L (Figura 36).
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Figura 36 — Inibicdo do crecimento micelial em testes de sensibilidade in vitro com propiconazol para os
isolados de Ochroconis sp.2 P1-4 e Ochroconis sp.3 P2-3.

Cools et al. (2013) afirmaram que as mutagfes no CYP51 afetam a resisténcia a
triazéis em diferentes niveis, dependendo do principio ativo analisado. Dessa forma, a
resisténcia cruzada em toda a classe ¢ dificilmente encontrada. AGUIRRE (2016) encontrou
inimeras mutacdes no gene CYP51 em isolados de M. fijiensis proveniente de diversos paises,
concluindo que essas contribuem para a resisténcia, mas ndo de maneira completa ao grupo
dos triazobis, pois o nivel de resisténcia parece depender de um equilibrio entre a atividade
catalitica da proteina CYP51 e o ingrediente ativo do fungicida. Assim, a resisténcia a
fungicidas do grupo quimico dos triazéis pode ser manejada mediante o ajuste de doses ou da
rotacdo do ingrediente ativo. Com essa informacéo, observar alta sensibilidade de um isolado
a um ingrediente ativo do grupo dos triazois, ndo € uma informagao conclusiva. Recomenda-
se que os isolados obtidos nesse estudo sejam analisados com diferentes ingredientes ativos,

além de propiconazole.
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6 CONCLUSOES
Foi constatado que, aléem de M. musicola e M. fijiensis, outras espécies do mesmo

género, M. musae e M. thailandica; e espécies dos géneros Zasmidium. e Ochroconis também
ocorrem em lesbes de bananeiras com sintomas de Sigatoka. A determinacdo do papel destas
espécies na doenca Sigatoka ainda necessita da realizacdo de testes de patogenicidade em
folhas de bananeira.

O isolamento pelo método da descarga de ascosporos favoreceu a obtencdo de uma
maior diversidade de espécies de fungos associados a lesdes de Sigatoka. Por outro lado, a
aplicacdo deste método para a avaliagdo da resisténcia a fungicidas, conforme preconizado
pelo FRAC, é comprometida justamente por ndo garantir que 0s ascosporos observados sejam
somente das espécies M. musicola ou M. fijiensis.

Apesar do numero reduzido de isolados avaliados, resisténcia a benzimidazol e
sensibilidade reduzida a estrobilurina foram observadas para M. musicola, paralelamente a
presenca de mutagGes nos genes da beta-tubulina e citocromo oxidase b mitocondrial, o
mesmo néo tendo sido observado para M. fijiensis. Estas diferencas podem explicar a maior
dificuldade no controle da Sigatoka amarela relatada por alguns bananicultores do Vale do
Ribeira.

Os isolados de M. musicola e M. fijiensis ndo apresentaram resisténcia ao
propiconazol, entretanto, a presenca de mutacdes no gene da CYP51 que junto com outras
mutacGes ainda ndo detectadas podem resultar em resisténcia, alertam para esse risco
iminente. As mutacdes A381G e Y463H de M. musicola e G462D e Y463D de M. fijiensis
foram relatadas pela primeira vez no Brasil no presente estudo.

Este é o primeiro relato da presenca de M. thailandica no Brasil, além da presenca de
mutacOes relacionadas as resisténcias ao benzimidazol e a estrobirulina nessa espécie. Embora
a patogenicidade desta espécie a bananeira seja desconhecida, a elevada frequéncia de
isolados resistentes a fungicidas com mutacGes subjacentes indicam que ela ja deve estar sob
pressao de selecdo por periodo prolongado no Vale do Ribeira.

Os fungos dos géneros Zasmidium e Ochroconis encontrados no presente estudo
merecem estudos posteriores em fungédo da resisténcia aos fungicidas observada em alguns de

seus isolados.
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ANEXO A - QUESTIONARIO REALIZADO COM PRODUTORES,
AVIACAO AEREA E CONSULTORES.

Levantamento das populacdes de Mycosphaerella spp. em bananais comerciais do
Vale do Ribeira (SP) visando avaliagdo da resisténcia a fungicidas

Aluna: JULIA ROSSI
MALIMPENSA

Orientador: Dr. Ricardo Harakava (APTA - Instituto Bioldgico)

Co-orientador: Dr. Wilson da Silva Moraes (APTA Vale do
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Ribeira)

Nome do Proprietario:

Telefone Fixo: () - Telefone Celular: () -
E-mail:

Localizacao da propriedade:
Tempo de cultivo de banana:
Variedade cultivada (A): Area cultivada:
Variedade cultivada (B): Area cultivada:
Outras variedades: Avrea cultivada:

PRINCIPAL PROBLEMA FITOSSANITARIO:

|| Sigatoka negra | Sigatoka amarela || Mal-do-Panama/ | Broca ] Trips[
Outro:__

DEFENSIVOS AGRICOLAS UTILIZADOS:
Para Sigatoka amarela

(Fungicida/Dose):
Intervalo de aplicagéo: N° de aplicagOes/ano:
Desde quando: Sequéncia de aplicagdo:

Para Sigatoka negra
(Fungicida/Dose):

Intervalo de aplicagéo: N° de aplicagbes/ano:

Desde quando: Sequiéncia de aplicacdo:
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Quem recomenda a aplicacdo de fungicida?

Onde compra os fungicidas?

TECNICA DE APLICAC;AO DE FUNGICIDA UTILIZADA:
Como é feita a aplicacdo de fungicida?

( )Avido ( ) Atomizador costal motorizado ( )Atomizador tratorizado ( )Axila da folha
Qual o volume de calda/Ha?

Se de avido, qual empresa:

Se de atomizador, como prepara a calda?

Como decide 0 momento da aplicacdo do fungicida?

Conhece a Técnica de Monitoramento da Sigatoka? ( ) Sim () N&o ( ) Ouviu falar
Se pratica a técnica de monitoramento, quem realiza?( )Agronomo/Técnico
( ) Funcionério

Se Agrébnomo/Técnico, identifica-lo:

Onde foi capacitado sobre a Técnica de Monitoramento?( )APTA Vale do Ribeira
( )Outro

Em que circunstancia sentiu que o controle quimico da Sigatoka ndo foi bem sucedido:

Sabe que uso irracional/indevido do fungicida pode induzir o aparecimento de
populacgdes resistentes? ( )Sim ( ) Nao

Conhece algum bananicultor que esta com dificuldade de controlar a doenga? Quem?

Usa fungicida Protetor? ( ) Sim ( ) Né&o

Qual: Quando? Frequéncia

| 4

I Y
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| Ll e Y i SECRETARIA DE GOVERNO DO ESTADO DE
/j‘,_j_ AL AL Jecootogi dos AGRICULTURA E ABASTECIMENTO SAO PAU LO

INSTITUTO BIOLOGICO TRABALHANDO POR UDCE



