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RESUMO GERAL

A podriddo peduncular, causada por Lasiodiplodia theobromae, é uma das principais doengas
do mamoeiro (Carica papaya) e tem sido detectada resisténcia ao fungicida tiofanato-metilico
em isolados deste patdgeno, no Nordeste brasileiro. Diante disso, objetivou-se com este
estudo avaliar a sensibilidade de isolados resistentes de L. theobromae e a eficicia de
diferentes fungicidas, e investigar os efeitos da hormese induzida por fungicida nas
populacdes do patdgeno, visando buscar alternativas para 0 manejo desta importante doenca.
Foram realizados ensaios in vitro e in situ, utilizando fungicidas registrados e ndo registrados
para a cultura. Fungicidas inibidores da desmetilacdo foram mais eficientes em controlar
isolados resistentes in vitro, sendo que imazalil, metconazol e tebuconazol foram eficientes
também no controle das podriddes. Por outro lado, o fungicida tiabendazol, registrado para
controle da doenca em pos-colheita, foi ineficiente em controlar podriddes causadas pelo
isolado resistente, além proporcionar um aumento na sua agressividade. Foram observados
estimulos induzidos por tiofanato-metilico sobre o crescimento micelial e a agressividade do
isolado resistente. A ineficacia de controle observada neste estudo, aliada a ocorréncia de
estimulo de crescimento e agressividade do patégeno na presenca dos fungicidas, apontam a
necessidade de buscar estratégias para 0 manejo da doenca em &reas com histdrico de
resisténcia. O fungicida imazalil, registrado para pés-colheita do mamé&o, é uma boa opc¢édo
para o controle de isolados de L. theobromae. Metconazol e tebuconazol, embora néo
registrados para a cultura, apresentam potencial para 0 manejo da doenca em areas com

historico de resisténcia a tiofanato-metilico.

Palavras-chave: Carica papaya, Botryosphaeriaceae, fungicida, resisténcia
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GENERAL ABSTRACT

Peduncular rot caused by Lasiodiplodia theobromae is one of the main diseases in papaya
crop (Carica papaya) and resistance to the fungicide thiophanate-methyl has been found in
isolates of this pathogen in Brazilian Northeast. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the sensitivity of L. theobromae resistant isolates and the effectiveness of different
fungicides, and to investigate the hormesis effect induced by fungicide in populations of the
pathogen, aiming at alternatives to manage this important disease. In vitro and in situ assays
were performed, using fungicides that are registered and not registered for papaya crop.
Demethylation inhibitors fungicides were more effective to control resistant isolates in vitro,
and imazalil, metconazole and tebuconazole were also effective to control the rot. On the
other hand, thiabendazole registered to control the disease in postharvest was ineffective in
controlling rot caused by the resistant isolate, besides providing an increase in its
aggressiveness. Stimuli induced by thiophanate-methyl on mycelial growth and the
aggressiveness of the resistant isolate were observed. The ineffectiveness of control observed
in this study associated with the occurrence of stimuli on mycelial growth and pathogen
aggressiveness in the presence of fungicides indicates the need for new strategies to manage
the disease in areas with a history of resistance. The fungicide imazalil, registered for
postharvest of papaya, is a good option to control L. theobromae isolates. Metconazole and
tebuconazole, although not registered for this crop, have potential to manage the disease in

areas with a history of resistance to thiophanate-methyl.

Keywords: Carica papaya, Botryosphaeriaceae, fungicide, resistance
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Efeito hormese e manejo de isolados de Lasiodiplodia theobromae resistentes a tiofanato-
metilico:

INTRODUCAO GERAL

O mamoeiro (Carica papaya L.) é uma cultura amplamente difundida em varias
regides do mundo, sendo cultivado nas mais variadas condi¢des edafoclimaticas (MARIN et
al., 1995). Com uma producédo de 1.060.392 toneladas no ano de 2018, o Brasil € 0 segundo
maior produtor mundial e um dos principais exportadores, sendo a produc¢do concentrada nos
estados do Nordeste, principalmente Bahia, Ceard e Rio Grande do Norte. As cultivares mais
utilizadas no Brasil pertencem aos grupos Formosa e Solo, destinadas a comercializagdo no
mercado interno ou para exportacdo (IBGE, 2020; EMBRAPA, 2020).

A cultura do mamao ¢ afetada por diversas doencgas que podem, por vezes, limitar a
producdo. Dentre as doencgas do mamoeiro, as que ocorrem em frutos tém grande importancia,
pois podem inviabilizar o produto comercial (AMORIM; REZENDE; BERGAMIN FILHO,
2018). Além de patogenos como Colletotrichum spp. e Phytophthora spp., espécies da familia
Botryosphaeriaceae tém sido associadas a podriddao em frutos, e a espécie Lasiodiplodia
theobromae tem sido frequentemente encontrada em frutos provenientes de areas de cultivo
no Nordeste brasileiro (NETTO et al. 2014;DANTAS et al, 2003; ROCHA et al, 2015).

O manejo da podriddo é essencial para o sucesso da cultura, possibilitando a
comercializacdo dos frutos para areas distantes dos centros de producdo. As préaticas de
manejo desta doenca envolvem os cuidados com manuseio e armazenamento, bem como a
utilizacdo de fungicidas no campo e em pdés-colheita. No Brasil, apenas dois ingredientes
ativos sao registrados para controle de doencas em pdés-colheita: tiabendazol e imazalil. No
entanto, sabe-se que populacdes de L. theobromae séo expostas a outros fungicidas,que sdo
utilizados para o controle de outras doengas na cultura, como oidio, antracnose e variola
(TATAGIBA et al, 2001; NOGUEIRA et al, 2011; TAVARES; SOUZA, 2005).

Uma crescente preocupacdo diz respeito ao surgimento de populagdes resistentes aos
fungicidas utilizados no controle de doencas de plantas. Esta resisténcia consiste em uma
caracteristica herdavel, que confere aos isolados uma reducédo da sensibilidade aos fungicidas,
com consequiente reducdo na eficacia de controle. Diferentes mecanismos podem conferir esta
caracteristica, incluindo alteracdo no sitio-alvo do fungicida, detoxificagdo da molécula,
superexpressdo enzimatica, e exclusdo ou expulsdo da molécula fungicida (FRAC, 2020). Em
pesquisas recentes, foi relatada a resisténcia ao fungicida tiofanato-metilico em isolados de L.
theobromae provenientes de areas de cultivo de mamdo no Nordeste brasileiro
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(CAVALCANTE et al., 2014), a qual foi conferida por uma mutagdo no gene da p-tubulina
(CHEN et al., 2019).

A presenca de isolados resistentes em uma populacéo traz preocupacdes relacionadas
ao manejo da doenca, pois, além de haver reducdo na eficacia de controle dos fungicidas,
estes isolados podem apresentar estimulo no seu desenvolvimento e agressividade quando
expostos a baixas doses de fungicidas (CONG et al, 2018; DI et al, 2015). Este fendmeno,
conhecido como hormese, ainda ndo foi relatado em populacGes de L. theobromae, porém,
pode ter implicacfes desastrosas no manejo da podriddo peduncular em areas onde a
resisténcia j& foi relatada. Desta forma, torna-se essencial avaliar a sensibilidade de isolados
aos fungicidas comumente utilizados na cultura e investigar seu efeito na indugdo da hormese
nas populacdes do patdgeno, visando a busca de alternativas para 0 manejo desta importante

doenca do mamoeiro.
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REVISAO DE LITERATURA

Podridé@o penducular e seu manejo

No Brasil, a podriddo peduncular é uma das principais doencas na cultura do
mamoeiro, depreciando os frutos destinados aos mercados nacionais e internacionais. Esta
doenca é causada por um complexo fungico, destacando-se a espécie L. theobromae, que
possui rapido crescimento e pode causar apodrecimento e mumificacdo dos frutos
(REZENDE; MARTINS, 2005).

O processo infeccioso tem inicio ainda no campo de producdo, com lesdes
inicialmente encharcadas nas margens da base do pedlnculo. Em seguida, surge um
abundante micélio esbranquicado, que escurece devido a formacao de estruturas reprodutivas
(picnidios em estromas). A disseminacgdo do fungo ocorre por acdo do vento, chuva e insetos,
e sua penetracdo ocorre principalmente por meio de ferimentos (TAVARES, 2002). A elevada
umidade em épocas de maior indice pluviométrico faz com que a incidéncia da doenca possa
atingir 100%, caso ndo sejam adotadas medidas de controle (SANTANA et al., 2007).

O controle de doencas causadas por L. theobromae é dificil de ser executado,
principalmente devido a ampla gama de hospedeiros (CARDOSO et al., 2009; AMORIM et
al., 2016). Além disso, tem sido demonstrado que isolados mais agressivos apresentam maior
capacidade de crescimento saprofitico (LIMA et al., 2013), o que, associado a sua
inespecificidade com hospedeiro, pode ter implicacbes sobre seu manejo. Também ¢é valido
salientar que este patdgeno apresenta um comportamento endofitico (MOHALI; BURGESS;
WINGFILD; 2005), o que dificulta sua deteccdo no agroecossistema e, consequentemente, 0
Seu manejo.

O manejo da podriddo peduncular é realizado principalmente de modo preventivo. As
medidas de manejo da doenca envolvem pulverizaces em pomares e em pds-colheita,
tratamento hidrotérmico e armazenamento dos frutos sob condi¢Ges que desfavoregcam o
desenvolvimento da doenca (REZENDE; MARTINS, 2005).

No tratamento com uso de fungicidas, normalmente sdo empregados o0s pertencentes
aos grupos dos benzimidazois e triazois. No Brasil, apenas tiabendazol e imazalil sdo
registrados para controle de doencas em poés-colheita, enquanto flutriafol, difenoconazol,
piraclostrobina e tiofanato-metilico sdo registrados para pulverizages em campo. Portanto,
as populagbes do fungo estdo constantemente expostas a estes fungicidas, o que pode
acarretar em falhas de controle no campo, principalmente pelo uso de doses inadequadas.

Além disso, sabe-se que populacdes de L. theobromae sdo expostas a diferentes fungicidas,
15



uma vez que sdo realizadas aplicagbes para o controle de outras doengas, como oidio,
podriddo parda, antracnose, etc. (AGROFIT, 2020). Tem sido detectada e caracterizada a
resisténcia ao fungicida tiofanato-metilico em isolados de L. thebromae provenientes de areas
de cultivo de mamé&o do Nordeste brasileiro (CAVALCANTE et al., 2014). Nestes casos, é
possivel que isolados resistentes, provenientes do campo, sejam novamente expostos aos
fungicidas durante o tratamento em pos-colheita dos frutos, resultando em ineficicia de

controle.

Resisténcia de fungos a fungicidas e seu manejo

A resisténcia de fungos aos fungicidas ndo é um fenémeno recente, sendo conhecido e
debatido desde 1970 e, atualmente, inimeros casos tém sido reportados para diferentes grupos
quimicos e em diferentes espécies de fungos fitopatogénicos (ISHII, 2006; DEISING;
REIMANNL; PASCHOLATI, 2008). A resisténcia pode ser de trés tipos: cruzada, cruzada
negativa e multipla. A resisténcia cruzada é confirmada quando o fungo apresenta resisténcia
simultdnea a outro fungicida do mesmo grupo quimico. A cruzada negativa consiste no
aumento da sensibilidade a outro(s) fungicida(s), seja do mesmo grupo quimico ou ndo. Por
fim, a resisténcia mdltipla, na qual o fungo apresenta resisténcia a fungicidas de grupos
quimicos diferentes (BRENT; HOLLOMON, 2007).

Embora a resisténcia possa ocorrer com todos os diferentes grupos de fungicidas,
sabe-se que os fungicidas com modo de acao especifico sdo mais propensos a esse fenémeno,
havendo um maior nimero de relatos na literatura e de modo contrério, a ocorréncia de
resisténcia a mais de um fungicida é pouco relatada, o que pode estar relacionado ao custo da
resisténcia, uma vez que a expressao da resisténcia a determinado fungicida pode afetar a
capacidade de sobrevivéncia do fungo (ESTERIOL et al., 2017).

Fungicidas do grupo MBC (Metil Benzimidazol Carbamato) tém acéo sobre a mitose e
divisdo celular fungica, inibindo a montagem dos microtibulos, por meio da ligagao com a B3-
tubulina. Por apresentarem modo de acdo especifica, sdo considerados de alto risco para o
surgimento de resisténcia (KIM et al., 2007; BRENT; HOLLOMON, 2007).

Em estudos recentes conduzidos com populacfes de L. theobromae provenientes do
estado do Rio Grande do Norte, no Nordeste brasileiro, foi verificada a resisténcia ao
fungicida tiofanato-metilico, a qual foi associada a uma mutagdo do gene B-tubulina em
isolados com altos indices de insensibilidade a este fungicida (CAVALCANTE et al., 2014;
CHEN et al., 2019). Além disso, foi detectada alteracdo na sensibilidade aos fungicidas
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azoxistrobina (CHEN et al., 2019) e difenoconazol, além da resisténcia cruzada com
propiconazol ( LI et al., 2019). Estes achados evidenciam a importancia de um melhor manejo
de populagdes resistentes, bem como a necessidade da elaboracdo de novas estratégias que
possibilitem o convivio com isolados resistentes (HOBBELEN; PAVELEY; BOSH, 2014;
LOPES et al, 2017).

Diante da possivel inviabilizacdo do uso de fungicidas, em funcdo da emergéncia de
populacgdes resistentes aos fungicidas aplicados, 0 manejo da resisténcia se torna um ponto
essencial. A reducdo na dose e/ou frequéncia de aplicacdo, bem como a rotatividade de
ingredientes ativos, sdo estratégias que podem auxiliar na redugdo da emergéncia da
resisténcia (BRENT; HOLLOMON, 2007; JORGENSEN et al., 2017). Além disso, €
essencial o acompanhamento constante do comportamento da populacdo do patégeno em
relacdo ao fungicida, por meio de avaliacdes da sensibilidade e da eficacia da aplicacéo.

O manejo da resisténcia a fungicidas do grupo MBC tem sido realizado
principalmente pela rotagdo de ingredientes ativos e pelo uso de misturas, especialmente com
fungicidas com modo de acdo multissitio. No entanto, é reconhecido que, uma vez
estabelecida a resisténcia a MBCs, esta dificilmente sera revertida, devendo-se conviver com
os isolados resistentes, por meio da adocdo de medidas que possam minimizar sua frequéncia
na populagdo (BRENT; HOLLOMON, 2007).

Efeito hormese de fungicidas em fungos fitopatogénicos

O efeito hormese de fungicidas em fungos fitopatogénicos consiste no estimulo de
crescimento causado por baixas doses e na inibicdo por doses elevadas de fungicidas
(FLORES; GARZON, 2013). Varios fatores, como capacidade de penetracio de fungicidas,
forma e local de aplicacdo e 0 modelo agricola adotado, podem gerar uma dose subinibitéria,
ou seja, abaixo do limiar de inibicdo (SILVA; FREITAS-LOPES; LOPES, 2018). Acredita-se
que este fendmeno seja comum na natureza, uma vez que varios fatores podem levar a
exposicdo das populacdes de patogenos a baixas doses do fungicida, como: penetracdo
deficiente no dossel das plantas, diluigdo no tecido dos vegetais, volatilizagcdo ou degradacdo
do produto, aplicacdo de dose reduzida ou aplicacdo retardada, entre outros (ANDERSSON;
HUGHES, 2014; AMARADASA; EVERHART, 2016).

A exposic¢do de patogenos a doses subinibitdrias de fungicidas pode ser comum nos
sistemas agricolas mesmo sem a aplicacdo direta de fungicidas e, embora isso possa trazer

consequéncias desastrosas sobre a producdo e produtividade agricolas, os seus efeitos ainda
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tém sido pouco discutidos (SILVA; FREITAS-LOPES; LOPES, 2018). Em estudos de
eficacia ou de resisténcia de fungos e oomicetos a fungicidas € comum se observar diferentes
estimulos quando 0s organismos sdo expostos a doses subinibitdrias. Porém, na maioria das
vezes, o fendmeno € simplesmente negligenciado ou tratado como erro experimental, uma vez
que os efeitos abaixo do Nivel de Efeito Adverso Ndo Observavel (NOAEL), onde ndo é
detectado nenhum efeito inibitdrio sobre o organismo, raramente sdo levados em consideracao
(GARZON et al, 2011).

Embora a natureza do fendmeno seja ainda pouco conhecida, dois mecanismos sao
relatados como responsaveis por sua ocorréncia: sobrecompensacao e estimulacdo direta. A
sobrecompensacao por interrup¢do da homeostase fangica implica na necessidade de uma
estimulacdo externa, indicando que a adaptacdo ao novo meio requer sintese proteica
(STEBBING, 1982; DAVIES, LOWRY; DAVIES, 1994). Ja a estimulacdo direta, também
chamada adaptacdo induzida, proposta por Warren (1945), é o estimulo provocado sem
quebra da homeostase, isto €, sem ocorrer um dano inicial no organismo que afete o seu
equilibrio dindmico e todo o processo ocorre dentro das variagdes normais do metabolismo,
tendo apenas que se adaptar ao fungicida presente no meio (CALABRESE; BALDWIN,
2002).

Na fitopatologia, o fendmeno tem sido observado em oomicetos, como Phytophthora
infestans (ZHANG; PANACCIONE; GALLEGLY, 1997), Pythium e Globisporangium spp.
(FLORES; GARZON, 2013; GARZON et al., 2011; MOORMAN; KIM, 2004; PRADHAN-
SHRESTHA et al., 2018) e em fungos, como Sclerotinia sclerotiorum (ZHOU et al., 2014) e
Fusarium virgulliforme (NOEL; WANG; CHILVERS, 2018; WANG; DUAN; ZHOU, 2015).
Estimulos de crescimento de 10 a 25% sdo comuns no chamado intervalo hormético
(intervalo de doses estimulatérias), porém os resultados podem variar entre repeticdes
(DUKE; KUDSK; SOLOMON, 2017; GARZON et al., 2011).

Diversos trabalhos tém demonstrado o aumento da intensidade da doenca em funcéo
da aplicacdo de baixas doses de fungicida na planta, seguida pela inoculacdo de isolados do
patdgeno. Estudos com plantulas de geranio tratadas com subdoses de mefenoxam e
inoculadas com isolados de Pythium aphanidermatum resistentes ao fungicida apresentaram
aumento de 61% na intensidade de damping-off, quando comparadas a plantulas ndo tratadas
(GARZON et al., 2011). A aplicacdo de doses subinibitérias de dimetaclona (2 pg.mL™?) ap6s
a inoculacdo de isolados de S. sclerotiorum em plantas de colza (Brassica napus), levou a um
aumento de 63% na intensidade da doenga (ZHOU et al. 2014). Em folhas destacadas de

Brassica napus (colza), pulverizadas com carbendazim (0,2 a 5 pg.mL™?) e inoculadas com
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dois isolados de S. sclerotiorum resistentes ao fungicida, foi verificado um aumento na
intensidade da doenca de até 31% (DI et al., 2015).

A ocorréncia deste fendmeno traz sérias implicacfes para 0 manejo de doencas, uma
vez que populacgdes de fungos sdo constantemente expostas a diferentes doses de fungicidas, o
que pode resultar na reducdo da eficacia de controle em funcgdo dos diferentes efeitos sobre o0s
fitopatogenos (SILVA; FREITAS-LOPES; LOPES, 2018).
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Resumo

Lasiodiplodia theobromae é o agente causal de uma das principais doengas do mamoeiro
(Carica papaya) e isolados resistentes ao fungicida tiofanato-metilico tém sido encontrados
em areas de cultivo no Nordeste brasileiro. Diante disso, este estudo teve como objetivos
avaliar a sensibilidade de isolados resistentes de L. theobromae e a eficicia de diferentes
fungicidas, e investigar os efeitos da hormese induzida por fungicida nas populagdes do
patdgeno, visando buscar alternativas para 0 manejo desta importante doenca. Foram
realizados ensaios in vitro e in situ, utilizando fungicidas registrados e néo registrados para
a cultura. Fungicidas inibidores da desmetilacdo foram mais eficientes em controlar
isolados resistentes in vitro, sendo que imazalil, metconazol e tebuconazol foram eficientes
também no controle da podriddo. Por outro lado, o fungicida tiabendazol, registrado para
controle da doenca em pos-colheita, foi ineficiente em controlar podriddo causada pelo
isolado resistente, além de aumentar sua agressividade. Foram observados estimulos
induzidos por tiofanato-metilico sobre o crescimento micelial e a agressividade do isolado
resistente. A ineficécia de controle observada neste estudo, aliada a ocorréncia de estimulo
de crescimento e agressividade do patégeno na presenca dos fungicidas, apontam a
necessidade de buscar estratégias para 0 manejo da doenca em areas com histdrico de
resisténcia. O fungicida imazalil, registrado em p6s-colheita do maméo, € uma boa opcéo
para o controle de isolados de L. theobromae. Metconazol e tebuconazol, embora nao
registrados para a cultura, apresentam potencial para 0 manejo da doenga em &reas com

historico de resisténcia a tiofanato-metilico.

Palavras-chave: Carica papaya, Botryosphaeriaceae, fungicida, resisténcia

26



38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

o4

95

56

57

58

59

60

61

62

Introducéo

A podridao peduncular, causada por espécies de Botryosphaeriaceae, € uma das
principais doencas do mamoeiro (Carica papaya L.). Dentre as espécies associadas a esta
doenca, Lasiodiplodia theobromae tem sido comumente encontrada em &reas de cultivo no
Nordeste brasileiro (Netto et al. 2014). Este patdgeno ataca plantas de mamoeiro ainda no
campo, onde é capaz de infectar os frutos e causar podriddes em poés-colheita. Esta
caracteristica, associada a capacidade de colonizagdo sem desenvolvimento de sintomas
(Mohali et al, 2005), baixa especificidade, elevada agressividade e capacidade de
sobrevivéncia como saprofita, faz com que a doenga seja de dificil manejo (Viana et al.
2007; Amorim et al., 2016; Lima et al., 2013).

As principais praticas de manejo da podriddo peduncular envolvem cuidados no
campo e em pds-colheita, tais como aplicacdo de fungicidas, principalmente de forma
preventiva, e manuseio e armazenamento cuidadoso do fruto. Além disso, a remocao de
restos culturais, bem como de folhas senescentes ou que apresentem sintomas da doenga,
também constitui uma medida de manejo da doenca, embora menos usual (Rezende;
Martins, 2005).

No Brasil, somente os fungicidas flutriafol e tiabendazol sdo registrados para
manejo desta doenca no mamao, sendo que flutriafol € aplicado no campo e tiabendazol é
utilizado em pos-colheita. Outros fungicidas sistémicos, pertencentes aos grupos dos
benzimidazoéis (tiofanato-metilico), triazdis (difenoconazol e imazalil) e estrobilurinas
(piraclostrobina), tém sido utilizados no manejo de outras doengas na cultura (AGROFIT,
2020). Assim, embora somente dois fungicidas sejam registrados para 0 manejo desta
doenca, a populacdo do patdgeno é constantemente exposta a diferentes fungicidas, o que

pode levar ao surgimento de isolados resistentes.
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Recentemente, foi relatada a resisténcia de isolados de L. theobromae ao fungicida
tiofanato-metilico em amostras provenientes de areas de cultivo de maméo do estado do
Rio Grande do Norte, no Nordeste brasileiro (Cavalcante et al., 2014). Esta resisténcia foi
caracterizada e associada a uma alteragdo no gene da B-tubulina (codon E198K) (Chen et
al., 2019). O surgimento da resisténcia gera preocupacdo com relacdo a0 manejo desta
doenca em pos-colheita, uma vez que o tiabendazol, utilizado para seu controle, pertence
ao mesmo grupo quimico do tiofanato-metilico, o que pode resultar na ineficacia de
controle em tratamentos em pds-colheita. Além disso, isolados resistentes podem ser
estimulados por um fungicida ao qual ele é resistente ou a outros fungicidas de diferentes
grupos quimicos (Zhang et al, 2019).

Estudos prévios tém relatado a ocorréncia de estimulo de crescimento e
agressividade em patdgenos expostos a baixas doses de fungicidas, um fenémeno
conhecido como hormese (Cong et al., 2018; Di et al., 2015; Flores and Garzon, 2013).
Este fendBmeno pode ocorrer tanto em isolados resistentes quanto sensiveis ao fungicida,
sendo mais comum em isolados resistentes (Silva et al., 2018). Embora tenha sido relatado
em diversas espécies de fungos fitopatogénicos, este efeito ainda é desconhecido em L.
theobromae. Por isso, a analise do potencial risco da exposicdo de isolados resistentes a
subdoses de tiofanato-metilico torna-se relevante, uma vez que este fungicida é utilizado no
manejo de outras doencas na cultura do mamoeiro. Além disso, é necessario avaliar outros
fungicidas para manejo da doenca em areas com relato de resisténcia.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho: i) Avaliar a sensibilidade de
isolados de L. theobromae a diferentes fungicidas in vitro; ii) Avaliar a eficacia de
fungicidas registrados para tratamento em pos-colheita de maméo no controle da podridédo
causada por isolados resistentes e sensiveis; iii) Avaliar a eficacia de controle de fungicidas

utilizados para outras doencas do mamoeiro e de fungicidas ndo registrados para a cultura
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sobre isolados resistentes a tiofanato-metilico (TM); iv) Analisar a ocorréncia de hormese
induzida por TM in vitro em isolados de L. theobromae; v) Analisar o efeito de doses

subinibitorias de TM sobre a agressividade dos isolados in situ.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos isolados

Foram utilizados seis isolados resistentes (R) e quatro sensiveis (S) de L.
theobromae da Colecdo de Fungos Fitopatogénicos Prof.2 Maria Menezes (CMM) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (Recife, Pernambuco) (Tabela 1). Os isolados
foram previamente identificados por inferéncia filogenética e caracterizados com relacdo a
sensibilidade a tiofanato-metilico e a presenga de mutagdo no gene f-tubulina (TUB2),

associada a resisténcia (Cavalcante et al., 2014; Chen et al., 2019).

Sensibilidade dos isolados a diferentes fungicidas in vitro

A sensibilidade dos isolados de L. theobromae foi analisada in vitro, utilizando 18
diferentes fungicidas, pertencentes a diferentes grupos quimicos (Tabela 2). Sob condicdes
assépticas, os fungicidas foram adicionados ao meio de cultura batata dextrose dgar (BDA)
fundente (45 °C), visando obter as seguintes concentracdes finais de ingrediente ativo (i.a.):
0,0; 0,01; 0,1; 1; 10; 100; e 1000 ug.mL™. Para os fungicidas do grupo Qol, foi adicionado
4cido salicil-hidroxdmico (SHAM), a 77 pg.mL™, visando suprimir a via oxidase
alternativa.

Discos de micélio (5 mm de didmetro) obtidos a partir da margem de coldnias de
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dois dias de idade foram colocados no centro de placas de Petri contendo meio BDA com
os fungicidas. Como testemunhas foram utilizadas placas com meio BDA sem fungicida.
Os discos foram colocados invertidos, de forma que o micélio ficasse em contato com o
meio. Foram utilizadas trés repeticGes, sendo cada uma composta por uma placa. As placas
foram mantidas em camara de crescimento a 25 °C, no escuro, por 48h. Apds esse periodo,
foi avaliado o crescimento da col6nia, com o auxilio de um paquimetro digital, medindo-se
o diametro (mm) nos dois sentidos perpendiculares e obtendo-se a média. A porcentagem
de inibicdo (1) foi calculada em relacdo a testemunha utilizando a seguinte formula: I: ((D-
Dr)/Dr) x 100, onde: Dt é o didmetro da colonia em meio sem fungicida (testemunha), e
Dré o didametro da colénia em meio com fungicida. A concentracdo efetiva capaz de inibir
50% do crescimento micelial (CEso) foi estimada por regresséo linear entre a porcentagem
de inibicdo versus log™® da concentracdo de i.a. para todos os fungicidas e suas

concentracoes.

Eficacia de controle de fungicidas registrados em pds-colheita de mamao sobre

podriddes causadas por isolados de R e S

Objetivando verificar a eficacia de fungicidas registrados para pds-colheita de
mamao no controle de podriddes causadas por isolados R e S de L. theobromae, foi
realizado um experimento com os isolados CMM-2174 (R) e CMM-2302 (S), e os
fungicidas imazalil e tiabendazol. O delineamento foi o inteiramente casualizado (DIC),
com seis tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos consistiram em: T1- isolado R,
sem fungicida; T2- isolado S, sem fungicida; T3- isolado R + imazalil; T4- isolado R +
tiabendazol; T5- isolado S + imazalil; T6- isolado S + tiabendazol.

Frutos de mamao da variedade Formosa, no estadio 5 de maturacéo (75% - 100% da
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superficie amarela), foram obtidos de areas de cultivo sem historico de aplicacdo de
fungicidas. Os frutos foram lavados em agua corrente e submetidos a tratamento
hidrotérmico (48 °C por 10 min, e 8 °C por 10 min). Em seguida, os frutos foram
pulverizados com alcool 70% até o ponto de escorrimento e colocados em camara de fluxo
laminar até a secagem. Sob condic¢des assepticas, as duas extremidades de cada fruto foram
cortadas e a porcéo central utilizada para obtencdo de fragmentos (5 cm x 5 cm), 0s quais
foram pulverizados com os fungicidas imazalil (1000 pg.mL™) e tiabendazol (1940 pg.mL"
1) até o ponto de escorrimento, com auxilio de um borrifador manual.

Os fragmentos foram deixados secar por 10 min e, posteriormente, acondicionados
em potes de 6 x 8 cm (altura x didmetro) com tampa. Um ferimento de 2 mm de
profundidade foi realizado na superficie do fruto, com o auxilio de uma agulha, onde foi
inoculado um disco de micelio de 5 x 2 mm (diametro x profundidade), obtido a partir da
margem de coldnias de dois dias de idade. Fragmentos de frutos ndo tratados com 0s
fungicidas foram utilizados como testemunha e cada tratamento dispds de uma testemunha
no mesmo fruto. Os potes contendo os fragmentos foram mantidos em ambiente asséptico,
a 25 °C e fotoperiodo de 12h.

As avaliacGes foram realizadas as 12, 24 e 36 horas ap6s a inoculagdo (hai),
medindo-se o didmetro da lesdo em dois sentidos perpendiculares, com o auxilio de um
paquimetro digital e com os dados obtidos foi calculada a Area Abaixo da Curva de

Progresso do Diametro da Lesdao (AACPDL) (Shaner; Finney, 1977).

Eficacia de fungicidas registrados para doencas foliares e fungicidas néo registrados

para a cultura do mamaéo no controle de isolado resistente

Para verificar o efeito da aplicacdo de fungicidas utilizados na cultura do mamoeiro
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sobre o crescimento do isolado resistente de L. theobromae foram realizados dois
experimentos.

O primeiro consistiu na aplicacdo de doses comerciais de fungicidas registrados
para a cultura do mamoeiro no Brasil, porém, para doencas foliares. Foi realizado um
experimento seguindo o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com sete
tratamentos (T1- sem fungicida; T2- flutriafol 375 pg.mL*; T3- difenoconazol 75 pg.mL™;
T4- piraclostrobina 100 pg.mL*; T5- tiofanato-metilico 700 pg.mL*; T6- tiabendazol 1940
pg.mL?, T7-Imazalil 1000 pg.mL™) e quatro repeticdes. O segundo experimento consistiu
na aplicacdo de fungicidas ndo registrados para a cultura do mamoeiro, determinada a
partir de testes previamente realizados na dose de 100 pg.mL™?. O experimento foi
conduzido em DIC, com 13 tratamentos e quatro repeticdes. Os tratamentos consistiram
em: T1- sem fungicida; T2- carbendazim; T3- tebuconazol, T4- metconazol; T5-
ciproconazol; T6- propiconazol; T7- boscalida; T8- fenpropimorfe; T9- trifloxistrobina;
T10- azoxistrobina; T11- crezoxim-metilico; T12- fluazinam; T13- iprodiona. Em ambos
0s experimentos, cada unidade experimental foi composta por trés fragmentos de frutos.

Os fragmentos de frutos foram preparados, tratados com os fungicidas e inoculados
com o isolado R (CMM-2174), conforme descrito no item anterior. A avaliacdo foi
realizada as 48 h ai, pela medida do didmetro da lesdo (DL) em duas direcOes
perpendiculares, com o auxilio de um paquimetro digital. Os dados de diametros da lesdo
foram utilizados para calcular a porcentagem de controle em relacdo ao tratamento

testemunha (sem fungicida).

Efeito de doses subinibitérias de tiofanato-metilico sobre o crescimento micelial de L.

theobromae
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Em ensaios prévios de sensibilidade de L. theobromae a tiofanato-metilico (TM),
com doses variando de 0,01 a 5000 pg.mL™?, foi verificado que doses proximas a 1 pg.mL*
estimulavam o crescimento de isolados anteriomente caracterizados como resistentes ao
fungicida. A fim de confirmar esse efeito, foi realizado um novo experimento, utilizando
quatro isolados resistentes (CMM-2174, CMM-2179, CMM-2180 e CMM-2182), e 0
fungicida TM na dose de 1 pg.mL™. Em seguida, foi avaliado o crescimento dos isolados
CMM-2174 e CMM-2179 nas doses de 1,5; 1,4; 1,3; 1,2; 1,1; 1,0; 0,9; 0,8; 0,7; 0,6 e 0,5
pg.mL?t de TM.

Para realizacdo destes ensaios, discos de micélio (5 mm de diametro), obtidos a
partir da margem de col6nias previamente cultivados por 48 h, foram transferidos para
placas de Petri contendo meio BDA com as diferentes concentracfes de TM. Como
testemunhas foram usadas placas com meio BDA sem fungicida. Os discos foram
colocados invertidos, de forma que o micélio ficasse em contato com o meio. Foram
utilizadas nove repeticdes (placas) para cada tratamento.

Apbs 48h de incubacdo a 25 °C no escuro, foram obtidas imagens digitais das
placas exibindo crescimento micelial, as quais foram processadas no programa QUANT
V.1.0.1 (Vale et al., 2001). Efeitos inibitorios ou estimulantes foram calculados utilizando
a formula I: (D1-Df)/D7) x 100, onde: Dt € o didmetro da colénia em meio sem fungicida
(testemunha), e Dr é o didmetro da coldnia em meio com fungicida. Todos os experimentos

foram repetidos quatro vezes.

Efeito de doses subinitdrias de TM sobre a agressividade de L. theobromae in situ

Peciolos de mamoeiro (90 cm) foram desinfestados com hipoclorito de sodio

(0,5%), lavados com agua destilada e secos com papel toalha. Em seguida, cada peciolo foi
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dividido em fragmentos menores (10 cm), que foram cortados ao meio, e mantido em
camara Umida. Discos de micélio obtidos das margens de colénias com dois dias de idade
(isolado CMM-2174) foram colocados sobre a extremidade superior do peciolo. Duas
horas apos, foi realizada a pulverizagio com solugio de TM (0,8 pg.mL™?) até o ponto de
escorrimento. Peciolos inoculados que ndo receberam aplicacdo do fungicida foram
utilizados como testemunha. As avaliacGes foram realizadas as 24, 48 e 72 ha.i, pela

medida do comprimento da lesdo, com o auxilio de um paquimetro digital.

Andlise dos dados

Os dados obtidos (diametro medio da coldnia, area de lesdo e AACPDL) foram
submetidos ao teste Tukey a 5% de significancia, utilizando o software Sisvar (Ferreira,
2011). Todos os gréficos foram elaborados no software SigmaPlot 11.0 (Scientific

Graphing software 2008).

RESULTADOS

Sensibilidade dos isolados de L. theobromae a diferentes fungicidas in vitro

De modo geral, os isolados R (resistentes a tiofanato-metilico) apresentaram
resisténcia aos fungicidas dos grupos MBC e Qol (exceto piraclostrobina), e foram
sensiveis aos demais fungicidas. Por outro lado, os isolados S (sensiveis a TM) foram
sensiveis a todos os fungicidas avaliados, exceto para os fungicidas do grupo Qol
azoxistrobina, cresoxim-metilico e trifloxistrobina (Tabela 3).

Para os isolados R, os valores de CEsg para tiofanato-metilico e carbendazim foram
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superiores a 1000 ug.mL™, enquanto que para tiabendazol os valores variaram de 6,7 a 26,5
nug.mL?. J& os isolados S apresentaram elevado grau de sensibilidade aos fungicidas
tiofanato-metilico, carbendazim e tiabendazol, com baixos valores de CEso, variando de
<0,01 a 1,6 ug.mL. Embora os valores de CEso dos isolados R crescidos em meio com
tiabendazol tenham sido menores quando comparados aos outros fungicidas do grupo
MBC, estes foram superiores ao apresentado pelos isolados S.

Tanto os isolados R quanto S apresentaram alta sensibilidade aos fungicidas DMIs,
com valores méaximos de CEso de 3,4 e 20,8 ug.mL™?, respectivamente. Dentre os
fungicidas, os que apresentaram melhor eficacia foram o difenoconazol (ECso médio de
0,08 e 0,9 ng.mL* para isolados R e S, respectivamente) e propiconazol (ECso médio de
0,14 ¢ 0,4 pg.mL? para isolados R e S, respectivamente), seguidos por tebuconazol (ECso
médio de 0,24 e 0,38 pg.mL™? para isolados R e S, respectivamente). Da mesma forma,
ambos os isolados R e S apresentaram alta sensibilidade (baixos valores de CEsp) aos
fungicidas fenpropimorfe (<0,01 a 1,9 pg.mL?), boscalida (<0,01 a 0,88 pg.mL™),
fluazinam (<0,06 pg.mL™) e iprodiona (de 0,1 a 3,8 pg.mL%).

No caso dos fungicidas do grupo Qol, azoxistrobina, crezoxim-metilico e
trifloxistrobina, os valores de CEso foram superiores a 100 pg.mL™ para todos os isolados
R e S, exceto 0 CMM-2206 (S), que apresentou valores de CEso de 62,2 ug.mL? e 0,02
ng.mL? para azoxistrobina e trifloxistrobina, respectivamente. O fungicida piraclostrobina,
embora pertenca ao grupo Qol, apresentou baixos valores de CEsp, quando comparado as
demais estrobilurinas, variando de 3,8 a 14,2 pgmL™' e de 0,5 a 11,2 pg.mL™, para

isolados R e S, respectivamente.
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Eficacia de fungicidas registrados para tratamento em pdés-colheita de mamao no

controle de podriddo causada por isolados de L. theobromae R e S

Em frutos inoculados com o isolado R (CMM-2174), somente o fungicida imazalil
foi capaz de controlar a doenca. Em frutos tratados com tiabendazol, o didametro da leséo
(DL) foi de 6, 12 e 15 mm, enquanto em frutos ndo tratados esse valor foi de 6, 10 e 14
mm, as 12, 24 e 36 hai, respectivamente (Figura 1A).

Para o isolado sensivel (CMM-2302), ambos os fungicidas imazalil e tiabendazol
foram eficientes, controlando totalmente a doenca. Em frutos ndo tratados, o didmetro da

lesdo alcancou 4, 11 e 18 mm as 12, 24 e 36 hai (Figura 1B).

Eficacia de fungicidas registrados para doencas foliares e fungicidas néo registrados

para a cultura do mamao no controle de isolado resistente

A andlise da eficacia de controle da podridao causada por isolado resistente de L.
theobromae (CMM-2174), usando fungicidas registrados para controle de doencas foliares
do mamoeiro (Experimento I), mostrou que imazalil foi o mais eficaz, controlando 100%
da doenga (Tabela 4). Os fungicidas flutriafol, difenoconazol e piraclostrobina levaram a
uma reducdo de 51, 14 e 26% do diametro da les&o, respectivamente em relacdo ao
controle livre de fungicida. Por outro lado, os fungicidas tiofanato-metilico e tiabendazol
ndo foram capazes de controlar a doenga e, no caso do tiabendazol, as lesdes foram 35%
maiores do que o tratamento sem fungicida.

No experimento Il, foi observado um controle de 100% da doenga nos frutos
tratados com os fungicidas metconazol e tebuconazol. Outro fungicida do grupo DMI,

propiconazol, também apresentou boa eficacia de controle, com uma reducdo de 66% no
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didmetro da lesdo. Os fungicidas fluazinam, fenpropimorfe e boscalida reduziram a doenca
em 27, 25 e 17%, respectivamente, enquanto carbendazim, ciproconazol e azoxistrobina
ndo foram eficientes em controlar a doenca. Por outro lado, frutos tratados com cresoxim-
metilico, trifloxistrobina e iprodiona apresentaram aumento do didmetro das lesdes em 20,

13 e 10%, respectivamente.

Hormese induzida por tiofanato-metilico em isolados R

Todos os isolados avaliados apresentaram estimulo de crescimento quando
cultivados em meio BDA contendo 1 pg.mL* de tiofanato-metilico (Figura 2). Os isolados
CMM-2174 e CMM-2179 apresentaram valores médios de estimulo de 8 e 4%,
respectivamente. Embora estimulos de até 48% tenham sido observados para o isolado
CMM-2180, este também apresentou valores de inibicdo de 4 e 14%, reduzindo seu
estimulo médio para 8%. Para o isolado CMM-2182, foram verificados baixos valores de
estimulos (16 e 6%) e elevados valores de inibicdo (21 e 23%), com uma inibicdo média de
6%.

A avaliacdo do crescimento micelial dos isolados resistentes CMM-2174 e CMM-
2179, quando expostos a baixas doses de TM, mostrou que houve estimulo do crescimento
nas doses variando entre 0,7 e 0,9 ug.mL™, e entre 0,8 e 1,1 pug.mL™, respectivamente.
Para ambos os isolados, o maior estimulo foi observado na dose de 0,8 pg.mL?,
alcangando o maximo de 20% (Figura 3). Embora os resultados relacionados a hormese
sejam variaveis, quando analisados em conjunto, verifica-se que ha uma tendéncia de
estimulo de crescimento em doses proximas a 1 pg.mL™? (Log 10= 0), para ambos 0s

isolados (Figura 4).
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Efeito de subdoses de tiofanato-metilico sobre a agressividade de L. theobromae

Peciolos de mamoeiro inoculados com o isolado CMM-2174 e pulverizados com
subdoses de TM apresentaram maior quantidade de doenca quando comparados a peciolos
ndo pulverizados, com incremento de até 24% no comprimento da leséo, reduzindo para
7% de estimulo as 72 h (Figura 5). As 48 horas ap6s a inocula¢do, o comprimento da leséo
foi de 31 mm em peciolos tratados, e de 25 mm em néo tratados, enquanto as 72 h, o
comprimento foi de 64 mm e 60 mm, em peciolos tratados e ndo tratados, respectivamente.

Pelo célculo da AACPCL, foi possivel confirmar que o tratamento com TM
proporcionou aumento do comprimento da lesdo em peciolos infectados pelo isolado

resistente, sendo 2.076 em peciolos tratados e 1.831 em peciolos nédo tratados (P<0,05).

DISCUSSAO

Foi verificada uma resisténcia cruzada dos isolados aos fungicidas tiofanato-
metilico e carbendazim, com valores de CEs superiores a 1.000 pg.mLt nos testes in vitro,
e ineficiéncia de controle da doenca em frutos. Estes fungicidas pertencem ao mesmo
grupo quimico (MBC) (FRAC 2020) e o fendmeno de resisténcia cruzada a MBCs tem
sido relatado em outros patégenos (Cunha; Rizzo, 2003). No entanto, para tiabendazol, que
também pertence ao grupo MBC, foram verificados valores de CEso bastante inferiores,
indicando uma possivel eficiéncia deste fungicida no controle de isolados resistentes.
Porém, como observado nos ensaios em frutos, tiabendazol ndo foi capaz de controlar a
podriddo causada pelo isolado resistente, embora tenha controlado a doenca causada pelo
isolado sensivel. Diferencas de sensibilidade entre isolados a tiofanato-metilico e

tiabendazol tém sido relatadas em espécies de Botryosphaeriacea (Santos et al. 2019),
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Botrytis cinerea (La Mondia; Douglas, 1997) e Colletotrichum musae (Amaral, 2019).

Os fungicidas inibidores da demetilacdo (DMIs) e os fungicidas boscalida,
fenpropimorfe, fluazinam e iprodiona tiveram uma boa eficacia de controle in vitro, tanto
para os isolados resistentes quanto os sensiveis, demonstrando o potencial de uso para
manejo da resisténcia. Entretanto, foi observada muita variacao entre os resultados in vitro
e in situ. De modo geral, os fungicidas imazalil, tebuconazol e metconazol foram os mais
efetivos em controlar a doenca causada pelo isolado resistente. Vale ressaltar que estes
fungicidas pertencem ao grupo dos DMIs e apresentam uma alta mobilidade nas plantas, o
que pode afetar a eficiéncia no controle da doenca (Metcalfe et al., 2019). Isso pode
explicar a alta eficiéncia deste grupo em relacdo a outros fungicidas com menor
mobilidade, como boscalida, fenpropimorfe, fluazinam e iprodiona, que também foram
eficientes in vitro, mas ndo apresentaram boa eficacia no controle da doenca em frutos.

Com relacdo aos fungicidas do grupo Qol (estrobilurinas), foi verificada a
ineficacia de controle do crescimento de isolados R e S in vitro e da podriddo causada pelo
isolado R in situ. Nos ensaios in vivo, a maioria dos isolados apresentaram valores de CEsg
superiores a 100 pg.mL™ para trifloxistrobina, azoxistrobina e cresoxim-metilico, enquanto
esses valores foram muito menores para piraclostrobina. Diferencas na sensibilidade de
patogenos as diferentes estrobilurinas tém sido relatadas, sendo piraclostrobina apontada
como a mais eficiente (Maurer et al., 2017). Alguns destes isolados foram previamente
estudados e, embora tenha sido observada uma sensibilidade alterada & azoxistrobina, néo
foi encontrado mecanismo associado a essa alteragcéo (Chen et al., 2019). Em frutos, todas
as estrobilurinas foram ineficientes em controlar a doenca, sendo que cresoxim-metilico e
trifloxistrobina estimularam o desenvolvimento do patdgeno, cujas lesdes foram maiores
do que a testemunha. Portanto, além da sensibilidade diferencial de isolados de L.

theobromae a diferentes estrobilurinas, os resultados indicam a ocorréncia de estimulo na
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agressividade causada pela exposicdo do fungo aos fungicidas crezoxim-metilico e
trifloxistrobina.

Além disso, isolados de L. theobromae previamente caracterizados como resistentes
ao tiofanato-metilico apresentaram estimulos in vitro e in situ quando expostos a baixas
doses deste fungicida. Da mesma forma, foi observado estimulo na agressividade de
isolados resistentes em frutos tratados com tiabendazol. Convém salientar que, embora 0s
dados tenham sido variaveis, a tendéncia de estimulo foi observada, e que estas variacfes
no estimulo sdo bastante comuns quando se estuda o fenébmeno de hormese (Garzon et al,
2011). O estimulo causado pelos fungicidas MBCs em isolados resistentes é bastante
relevante, pois sua aplicacdo em areas com relatos de resisténcia, ou em pds-colheita em
frutos provenientes dessas areas, pode estar agravando o problema da podriddo causada por
L. theobromae. Cabe salientar que, neste estudo, isolados resistentes foram estimulados por
subdoses de tiofanato-metilico e doses comerciais de outros fungicidas.

Portanto, baseado nos resultados obtidos neste estudo, o uso de tiofanato-metilico
em campo e de tiabendazol em poés-colheita deve ser evitado em éareas de cultivo de
mamoeiro com historico de resisténcia a tiofanato-metilico, como no estado do Rio Grande
do Norte. Como alternativa, pode ser utilizado o tratamento de frutos com imazalil, que se
mostrou eficiente no controle da doenca. Embora ndo seja registrado para L. theobromae,
este fungicida é registrado para tratamento em pés-colheita de maméao. Além disso, outra
possibilidade é o registro dos fungicidas metconazol e tebuconazol para controle da

podridao peduncular, uma vez que se mostraram bastante efetivos.

CONCLUSOES

A ineficécia de controle observada neste estudo, aliada a ocorréncia de estimulo de
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crescimento e agressividade do patdgeno na presenca dos fungicidas tiofanato-metilico,
tiabendazol, crezoxim-metilico, iprodiona e trifloxistrobina, apontam para a necessidade de
buscar estratégias para 0 manejo da doenca em areas com histérico de resisténcia. O
fungicida imazalil, registrado para o tratamento em pods-colheita do maméo, é uma boa
opcao para o controle de isolados de L. theobromae. Além disso, os fungicidas metconazol
e tebuconazol, embora ndo sejam registrados para a cultura, apresentam potencial para o

manejo da doenca em areas com histdrico de resisténcia a tiofanato-metilico.
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461

462  Lista de tabelas
463
464  Tabela 1. Isolados de Lasiodiplodia theobromae provenientes de mamado usados neste
465  estudo
Mutac¢do no
Classe Cddigo do isolado*
gene TUB2
Resistente (R) Presenca CMM-2167; CMM-2174;, CMM-2179; CMM-2180; CMM-2182; CMM-2345
Sensivel (S) Auséncia | CMM-2206; CMM-2267; CMM-2302; CMM-2326
466 *Codigo do isolado na Colecdo de Fungos Fitopatogénicos Prof. Maria Menezes (CMM) da Universidade
467  Federal Rural de Pernambuco (Recife, Pernambuco).
468
469
470  Tabela 2. Produtos comerciais e concentracdes dos diferentes ingredientes ativos utilizados
471  paraavaliar a sensibilidade in vitro de isolados de Lasiodiplodia theobromae
. L . L Concentracéo de
Produto comercial Grupo quimico* Ingrediente ativo (i.a.) i.a. (%)
Cercobim 700 Tiofanato-metilico 70
MBC .
Derosal 500 SC S Carbendazim 50
(Benzimidazois)
Tecto SC Tiabendazol 48,5
Alto 100 Ciproconazol 10
Caramba 90 metconazol 9
Impact 125 SC Flutriafol 12,5
Score DMI Difenoconazol 25
Folicur PM Tebuconazol 20
Magnate 500 EC Imazalil 50
Nortox Propiconazol 25
Corbel Morfolina Fenpropimorfe 75,8
Cantus SDHI Boscalida 50
Frowncide 500 SC Dinitro-anilina Fluazinam 50
Rovral Dicarboxamida Iprodiona 50
Priori Azoxistrobina 25
o im-metili
?core SC Qol (estrobilurinas) Cre§OX|n_ﬁ met_l ico 50
Flint 500 WG Trifloxistrobina 50
Comet Piraclostrobina 25

472  *MBC - Metil Benzimidazol Carbamato; DMI - Inibidor da Desmetilagdo; SDHI - Inibidor da Succinato
473  Desidrogenase; Qol - Inibidor da Quinona Oxidase.
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474

475

476
477
478
479

Tabela 3. Valores da concentragdo efetiva de diferentes fungicidas (ug.mL™) capaz de inibir 50% do crescimento micelial (CEso) de isolados

de L. theobromae R e S ao fungicida tiofanato-metilico

Fungicidas**

olades ™ Car Tia Cip Met Flut Dif Teb Ima Prop Fen Bosc Flua Ipro Azo CM  Trif  Pir
CMM-2174 (R) | >1000 >1000 6,7 07 <001 12 0,01 0,3 1,1 0,2 <0,01 <001 <001 01 >100 >100 >100 3,8
CMM-2182 (R) | >1000 >1000 26,5 20 003 04 006 019 07 004 <0,01 09 <001 25 >100 >100 >100 14,2
CMM-2180 (R) | >1000 >1000 20,5 2,4 0,3 2,1 0,2 0,4 0,9 0,3 0,02 0,6 <0,01 2,7 >100 >100 =>100 57
CMM-2345 (R) | >1000 >1000 23,0 34 005 09 008 0,3 2 0,07 0,09 0,2 <0,01 20 >100 >100 =>100 10,2
CMM-2167 (R) | >1000 >1000 14,8 13 007 13 004 001 02 005 <001 07 <0,01 04 >100 >100 >100 9.1
CMM-2206 (S) | 0,7 <000 01 15 001 05 <001 005 03 002 <001 09 <0,01 04 622 >100 0,02 05
CMM-2302(S) | 0,2 0,2 13 31 009 18 005 0,3 1,4 0,03 0,05 0,7 <0,01 22 >100 >100 >100 8.1
CMM-2267(S) | 0,8 0,4 1,6 192 169 15 1,2 0,6 1,6 0,9 1,9 0,6 0,06 38 >100 >100 >100 46
CMM-2326 (S) | 0,35 0,25 1,6 208 06 9,8 15 0,6 1,3 0,75 03 0,74 <0,01 03 >100 >100 >100 11,2

*Codigo do isolado na Cole¢do de Fungos Fitopatogénicos Prof. Maria Menezes (CMM) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Recife, Pernambuco). R: resistente;
S: sensivel a tiofanato-metilico. ** TM: Tiofanato-metilico; Car: Carbendazim; Tia: Tiabendazol; Cip: Ciproconazol; Met: metconazol; Flut: Flutriafol; Dif: Difenoconazol;
Teb: Tebuconazol; Ima: Imazalil; Prop: Propiconazol; Fen: Fenpropimorfe; Bosc: Boscalida; Flua: Fluazinam; Ipro: Iprodiona; Azo: Azoxistrobina; CM:Crezoxim-metilico;
Trif: Trifloxistrobina; Pir: Piraclostrobina. Os valores representam a média de trés repeticOes.
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490

491

492

Tabela 4. Eficacia de controle (%) em frutos de mamdo pulverizados com doses

comerciais de fungicidas registrados para doencas foliares (Experimento 1) e com

fungicidas ndo registrados para a cultura (Experimento Il), apos inoculagdo com isolado

resistente de L. theobromae (CMM-2174)

Fungicida Dose Eficacia de controle (%)

Flutriafol 375 pg.mL?! 51 c*
Difenoconazol 75 pg.mL? 14 be
Piraclostrobina 100 pg.mL? 26 bc

Experimento | | Tiofanato-metilico 700 pg.mL* 4ab
Tiabendazol 1940 pg.mL™? -35,6a
Imazalil 1000 pg.mL" 100d
Sem fungicida - -
Carbendazim 5 abed
Ciproconazol 9 bed
Metconazol 100 f
Tebuconazol 100 f
Propiconazol 66 e
Fenpropimorfe

Experimento Il | Boscalida 100 pg.mL* ij z:
Fluazinam 27d
Iprodiona -10 ab
Azoxistrobina 0 abc
Crezoxim-metilico 20a
Trifloxistrobina -13ab

Sem fungicida -

*Médias seguidas da mesma letra na coluna, para cada experimento, ndo diferem estatisticamente entre si

Valores correspondem a média de trés repeticGes. Inibigdo negativa corresponde a estimulo no crescimento.
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493 Lista de figuras

494
—@— Sem fungicida A
20 - —O— Tiabendazol
—v— Imazalil
3
E
o
(0
0
@
@
©
o
£ B
© 20 A
(m)
15 ~
10 ~
5 .
09 - - 7
0 12 24 36
495 Horas ap6s a inoculagao

496 Figura 1. Didmetro da lesdo causada por isolados de Lasiodiplodia theobromae resistente (CMM-2174) (A) e
497  sensivel (CMM-2302) (B) em frutos de mamado pulverizados com doses comerciais de tiabendazol e imazalil.

498 Cada ponto representa a média de trés repeticfes. Barras representam o erro padréo.
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500 Figura 2. Estimulo do crescimento micelial (%) de quatro isolados de Lasiodiplodia theobromae resistentes a
501 tiofanato-metilico, quando expostos ao fungicida na dose de 1 pg.mL?. * Os valores acima das barras
502  (estimulo ou inibicdo) correspondem a média obtida de 36 repeti¢des (placas).
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Figura 3. Estimulo no crescimento micelial (%) de isolados de Lasiodiplodia theobromae resistentes ao
tiofanato-metilico, quando expostos a baixas doses (0,5 a 1,5 pg.mL) do fungicida. A: isolado CMM-2174;

B: isolado CMM-2179. Valores (colunas) representam a média de quatro repeti¢des. Barras representam o

erro padréo.
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Figura 4. Dados compilados do crescimento micelial de isolados resistentes de Lasiodiplodia theobromae
CMM-2174 (A) e CMM-2179 (B) cultivados em meio BDA suplementado com diferentes doses de tiofanato-
metilico. Os valores de Log10 correspondem, da esquerda para a direita, aos valores de concentragdo de TM
(ug.mLh): 0,01; 0,1; 0,5; 0,7; 0,8; 1; 1,2; 1,5; 5; 10; 50; 100; 500; 1000; 5000. Os valores correspondem a

média de nove repeticOes.
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Figura 5. Comprimento da lesdo em peciolos de mamoeiro pulverizados com 0,8 pug.mL™ de tiofanato-
metilico as 24h ap6s inoculacdo com o isolado de L. theobromae CMM-2174 (tratamento). Peciolos néo
pulverizados foram utilizados como testemunha. Os valores correspondem a média obtida de 10 peciolos, a

partir de quatro experimentos independentes.
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