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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar a resisténcia de
Fusarium subglutinans f. sp, ananas ao bepomyl. Vinte ¢ um
isolados do patdgeno obtidos de mudas provenientes das
regifes produtoras de Itapemirim e Marataizes- ES foram
testados i vitro € in vivo quanto i sua resistdncia a diferentes
concentragBes de benomyl (0, 10, 1066, 500 ¢ 1000 pg.ml™).
Quatro isolados de F. subglutinans {. sp. ananas foram resis-
tentes & concentragio de 1000 pg.ml™ de benomyl. A DLsy
dos isclados resistentes foi de 288, 190, 119 ¢ 109 pg.ml‘I

para os isolados E272, E274, E279 ¢ E283, respectivamente.
Esses resultados sugerem que F. subglutinans f. sp. ananas
tem-se tornado resistente ao fungicida devido ao uso cons-
tante de benomyl em condicBes de campo, havendo necessi-
dade de introdugao e alternéncia de novos fungicidas para o
controle da doenga.

Palavras-chave; abacaxi, fungicida, doenga, fusariose,
Ananas comusus, '

ABSTRACT

Resistance of Fusarium subglutinans f. sp. ananas to benomyl

The objective of this study was to evaluate the resis-
tance of Fusarium subglutinans [. sp. angnas to benomyl.
Twenly one isolate of the fungus from several pincapple
production aveas from Itapemirim and Maratafzes-ES , were
tested in vitro and in vive to evaluate their resistance to
benomyl at 0, 10, 100, 500, and 1000 pg.ml™. Out of 21
isolates, four showed resistance to benomyl at 1000 pg.ml™.

The results of the DILsp for the isolates E272, E274, E279,
and E283 were 288, 190, 119, and 109 pg.ml™!, respectively.
These resuits showed that populations of F. subglutinans f.
sp. ananas are becoming resistant due to the constant use of
benomyl on pineapple fields, and it is suggested the use of
new fungicides for disease management.

O benomyl ¢ um dos fungicidas recomendados para o
controle da fusaviose do abacaxizeiro causada pelo fungo
Fusarinm subglutinans (Wollenberger & Reinking) Nelson,
Tousson & Marasas [ sp. anaras Ventura, Zambolim &
Gilbertson (Ventura et al., 1979 ¢ [1993). A ocorréncia de
muiantes deste patdgeno ao benomyl foi observada recente-
menlc em algumas 4reas de plantio comercial no Estado do
Espirito Santo (Ventura er al., 1994), indicando a necessi-
dade de estudos mais detalhados para se caracterizar com
scguranca a abrangéncia destes mutantes em lavouras comer-
ciais. A disseminagiio de isclados do fungo resistentes aos
benzimidazois pode comprometer a utilizagdo desse grupo
de fungicidas e explicar a perda de eficigncia no controle da
doenga com benomyl (Ventura et al., 1994),

- Becker (1988) em seus trabalhos com fungicidas sisté-
micos, atribuiu ao grupo dos benzimidazdis a maior freqiién-
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¢ia de surgimento de organismos resistentes. Esta resisténcia
geraimente aparece em resposta ao uso constante dos fungi-
cidas desse grupo, ou dos relacionados quimicamente ou
com o mesmo mecanismo de agdo antifiingica,
_ O objetivo desse trabalho foi avaliar 21 isolados de F.
subglutinans £, sp. ananas, de diferentes locais, visando ca-
racterizar a resisténcia desse fungo ao fungicida benomyl.
Os 1solados de F. subglutinans [, sp. ananas foram
obtidos por plaqueamento de tecido doente de mudas de
abacaxizeito das cultivares Pérola e Smooth Cayenne, pro-
venientes de dreas produtoras do Estado do Espirito Santo.
Dos 21 isolades coletados, 10 foram provenientes do muni-
cipio de Itapemirvim (E271 e E272 dec Jacarand4d; E273 ¢
E274 de Brejo dos Patos; E275 a E278 de Séo Jodo do Jaboti;
E279 e E280 de Timb6) ¢ [ do municipio de Marataizes
(E281 e E282 de Boa Vista do Sul; E283 e E284 de Imburi;
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E285 de Sao Joao de Jaboti; E286 ¢ E287 de Nova Canaf,
E288 ¢ E289 de Gradna ¢, E290 ¢ E291 de Alto Maratafzes).
Dos isolados citados, somente dois, o E281 e E285 foram
coletados da cultivar Smooth Cayenne, os restantes da culti-
var Pérola.

O controle da [usariose nas regides onde os isolados
foram coletados ¢ feito por aplicagio de benomyl durante a
antese, sendo comum até oito pulverizagdes por safra,

Os scgmentos de tecidos lesionados foram inicialmen-
te desinfestados por imersfo por 2-3 min. em soluglio de
hipoclorito de s6dio a 2% e transferidos para meio semi-
seletivo constituido de 15 g de peptona, 1 g de KHoPOy ,
0,5 g de MgS0, HaC255C2550, 1 g de pentacloronitroben-
zeno (PCNB 75%), 20 g de dgar e 1 L de H,O (Dhingra &
Sinclair, 1985). O meio foi previamente autoclavado e,
quando a temperatura atingiu aproximadamente 45 °C, foram
adicionados 200 mg de cloranfenicol ¢ 200 mg de sulfato de
estreplomicina. As placas de Pelri com os fungos foram
incubadas a 25 °C com fotoperfodo de 12 horas. Para os
testes de patogenicidade dos isolados e o estudo de resistén-
cia ao benomyl, discos dc micélio com 5 min de didmetro
foram transferidos para placas de Petri contendo mcio de
BDA e incubados a 25 °C no escure por sete dias,

Os isolados em estudo foram submeltidos ao teste de
patogenicidade realizados inoculando-se a base de folhas do
tipo E (folha adulta), destacadas de abacaxizciro da cultivar
‘Pérola’ (suscetivel) (Ventura, 1994), Com o auxilio de um
dispositivo com 60 agulhas entomoldgicas, foram feitos feri-
mentos com 5 mm de difimetro, onde discos dc meio com
indeule (microconidios ¢ micélio) com 5 mm de didmetro
foram depositados. Cada inoculagfo foi repetida cinco vezes
em folhas diferentes, seguindo o delineamento inteiramente
casualizado. Como testeinunha foram utilizados discos dc
BDA sem o fungo. Todos os testes foram repetidos trés
vezes. As folhas foram mantidas em clmara imida & tempe-
ratura de 28 °C,

A avaliacio final da patogenicidade foi realizada aos
12 dias, anotando-se a cxisténcia de lesdo, necrose ¢ exsuda-
¢io. ’

Os isolados do patogeno foram cultivados durante sete
dias em placas de Petri contendo meio de cultura BDA, para
verificar a inibigiio da germinagie dos confdios por benomyl.
Para o preparo da suspensio de microconidios do fungo, foi
realizada raspagem das placas em dgua destilada esterilizada,
sendo a concentragio ajustada para 10° conidios/ml™! utili-
zando-se hemacitdmetro.

Os tratamentos consistivam na mistura (1:1) da suspen-
sd0 de microconidios ¢ da solugdo contendo benomyl, ob-
tendo-se as concentragdes de ©, 10, 100, 500 e 1000 pg.mi”!
do produte comercial, apds o que os tubos foram incubados a
25 °C durante 14 h. Cada tratamento foi composto de cinco
repeticdes no delineamento inteiramente casualizado, A ava-
liag#o foi feita por contagem de 100 microconidios por repe-
tigao, em hemacitometro. Esse experimento foi repetido trés
vezes. Os dados foram comparados por meio da andlise de
Probit, com o cédlculo da dose letal para 50% dos conidics
{DLsg). Considerou-se como germinado, o microconidio que
apresentava comprimento do tubo germinativo, maior do que
o seu difmctro.
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Para avaliago do crescimento micelial, discos de mi-
célio com 5 mm de difimetro dos 21 isolados foram cultiva-
dos em BDA por scte dias, e transferidos para placas de Petri
contendo meto BDA autoclavado e benomyl nas concen-
tragBes de 0, 10, 100, 500 ¢ 1000 pg. ml*'. As placas foram
incubadas a 25 °C em fotoperfodo de 12 horas, e a avaliagio
foi realizada aos doze dias, medindo-se o crescimento radial
da cultura nos dois eixos ortogonais. Fol usado o delinea-
mento inteiramente casualizado com cinco repetigdes. Todos
os testes foram repetidos trés vezes.

A capacidade de quatro isolados resistentes e quatro
sensiveis a0 benomyl de provocar doenga identificados in
vitro, foi realizada em plantas dc abacaxi por meio da inocu-
lagio em folhas da cultivar Pérola, tratadas com benomy! em
diferentes concentragdes. Foram utilizadas folhas do tipe E,
desinfestadas superficialmente por imersfio em solugio de
hipoclorite de sédio a 2%, por 2-3 min., seguida de lavagem
em agua destilada csterilizada. Discos de micélio dos oito
isolados foram depositados sobre ferimentos dc 5 mm de
difimetro, induzidos com o auxilio de um dispositivo de
agulhas entomoldgicas, nos quais tinham sido depositados
100 pl de solugdo de benomyl nas concentragdes indicadas.
O experimenta {oi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repetigOes por tratamento. As folhas
foram incubadas em cimara tmida a 28 °C por doze dias,
sendo medide o diimetro das lesGes a partir do ponto de
inoculacio.

Todos os isolados testados foram patogénicos ao aba-
caxi. Os sinlomas observados foram semelhantes aqueles
produzidos em condigBes de campo, ocorrendo lesdo do fe-
cido infectado e exsudagfio de goma. Tanto na inihigio da
germinacfo dos imicroconidios como no crescimento mice-
lial do fungo, houve variagfo significativa (P<0,05) entre 08
diferentes isolados estudados. A resisténcia ao fungicida be-
nomyl ficou evidenciada pela presenga de confdios germi-
nados nas difercntes concentracBes testadas para os isoiados
E272, E274, E279 ¢ E283, colclados nas localidades
Jacarandd, Brejo dos Patos, Timbd ¢ Imburi, respectiva-
mente, todos em mudas da cultivar Pérola. Taus isolados
foram resistentes ao benomyl, até mesmo na concentragio de
1000 pg.ml,

O creseimento radial do patégeno ocorreu em lodas as
placas para os mesmos isolados (E272, E274, E279 ¢ E283),
independentementc da concentragfo do fungicida, sendo to-
dos resistentes ao benomyl. Os deinais isolados nio cresce-
ram nas placas, sendo considerados scnsiveis ao fungicida.

O melhor ajuste dos dados dec porcentagem de germi-
nagiio dos conidios foi obtido com o modelo polinomial,
gerando equagdes diferentes para cada isolado (Figura 1).

Durante a avaliagfio da germinagzo dos conidios foram
observadas diferencas entre os isolados resistentes ao beno-
myl; & medida que se aumentou a concentragéio do fungicida,
observeu-se que os isolados E272, E274, E279 ¢ E283 apre-
sentaram redugdo na germinagiio dos microconidios, A teste-
munha apresentou maior nimero de esporos germinados,
enquanto a maior concentragio de benomy! (1000 pg.mi-!)
provocou redugio significativa da germinagiio. A aplicagiio
de benomyl em doses mais baixas ndc afetou de forma ex-
pressiva o nimero de esporos germinados. O isolado E272
foi o que mostrou maior porcentagem de esporos germi-
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FIG. 1 - Efeito de diferentes concentracies de benomyl (ug.mll) na inibi¢io da germinacio dc conidios de Fusarium
subglutinans f. sp. ananas, em varios isolados: a) isolado E272; b) isolade E274; c) isclado E279; d) isolado

E283.

nados, seguido pelo isolado E274. A anilise cstatistica por
Probit indicou que a DLsp para inibigio da germinagio dos
conidios variou entre os isolados, sendo 288, 150, 119 e
109 pg.ml™! para B272, E274, E279 e E283, respectivamente.

No desenvolvimento de lesSes em folhas destacadas de
abacaxizeiro tratadas com benomyl, os isolados E272, E274,
E279 e BE283 resistentes ao fungicida causaram lesdes em
folhas destacadas da cultivae Pérola tratadas com benomyl,
enquanto os isolados E277, E278, E285 e E290 ndo ocasio-
naram qualquer lesfio nas diferentes concentraces do fungi-
cida (Tabela 1).

Observon-se que os isolados selecionados como resis-
tentes ao fungicida in virre também demonstraram ser resis-
tentes in vivo, ndo havendo diferengas entre os isolados em
todas as concentragdes de benomyt avaliadas.

Os sintomas da doenga observados nas folhas inocu-
ladas comegaram a manifestar-se quatro dias apds a inocula-
¢io. A exsudagio de goma e a morte do tecido necrosado
ocorreram z0s oito dias para o isolado E283, ficando mais
evidentes em todos os ratamentos a partir do décimo dia
apds a inoculagfio. Apds esse periodo ocotreu morte das
folhas em todos tratamentos para os isolados resistentes. Foi
constatado que os isotados sensiveis ao benomyl nos ensaios
in vitro comportaram-se de forma semelhante quando testa-
dos em folhas destacadas de abacaxizeiro. Os isolados resis-
tentes foram mais agressivos que os isolados sensiveis ao
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TABELA 1- Desenvolvimento de lesfio induzida por iso-
lados de F. subglutinans £.5p. ananas resis-
tentes (R) e sensiveis (S8) ao benomyl, em
folhas de abacaxizeire da cultivar Pérola,
tratadas com diferentes concentracoes de

benomyl.
Concentraciio de Benomyl (ug.ml'l)
Isolado
0,0 10 100 500 1000
E272 (R) 1,8* 1,8 1,2 1,1 L1
E274 (R) 1,6 1,6 1,3 1,3 1,1

E277(S) 2.5 0,0 0,0 0,0 0,0
E278 (S) 2.6 0,0 0,0 0.0 0.0
E279(R) 26 2,2 12 1,0 1,0
E283(R) 138 1,8 13 1.1 11
E285(S) 2.8 0,0 0,0 0,0 0,0
E290(S) 24 0,0 0,0 0,0 0,0

# Médias de cinco repetigdes de trés experimentos.
henomyl, sendo o isolado E283 o mais agressivo entre os
resistentes.

Os isolados analisados neste trabalho foram coletados
em areas ondc o benomyl vinha sendo utilizado intensiva-
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mente. Os resultados obtidos confirmarm agueles verificados
por Ventura et al. (1994), que postularam que O USO cons-
tante do benomyl por mais de quinze anos na regifo produ-
tora de abacaxi, em Itapemirim, no Estado do Espirito Santo,
tem fcito com que os produtores aumentem a freqiiéncia de
pulverizagdes com um tnico fungicida, sem contudo obte-
rem o resultado esperado para o controle da doenga.

A resisténcia de F. subglutinans . sp. ananas ao beno-
myl, no Espirito Santo, parece ter-s¢ desenvolvide natural-
mente devido is aplicagbes contfnuas do fungicida, o que
requer precaugiio para a viabilidade da cultura na regifio.

A metodologia utilizada neste trabalhe mostrou-se efi-
ciente, uma vez que os resultados in vitro e in vive foram
bastante coerentes, confirmando a existéneia de resisténcia
de F. subglutinans f. sp. ananas ao benomyl na principal
regifio produtora de abacaxi do Estado do Espirito Santo.

Esses resuitados confirmam o perigo iminente que este
patégeno representa para a cultura do abacaxi, dado ao in-
tenso transporie de material propagativo nas regides produ-
toras & consumidoras no pafs. Hé necessidade de trabalhos
que busquem alternalivas para o controle da doenga, que nio
o uso do controie quimico. E importante que seja adotada
wma estratégia de anti-resisténeia na regifio produtora de
abacaxi do Espirito Santo, incluindo a redugfo da presséo de
scleclio pela reducfio do nimero de aplicacdes de benzimi-
dazdis, fazendo o manejo da cullura com indugic floral
programada ¢ utilizando novas moléculas fungicidas. Reco-
menda-se ainda © moniloramento da resisténcia cm outras
dreas.
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