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RESUMO

A aplicagdo de fungicida ¢ a principal medida de manejo para podridao peduncular e ndao ha
informacdes sobre a sensibilidade e custos adaptativos decorrentes da reducao de
sensibilidade do seu agente causal, Lasiodiplodia theobromae. Cento e vinte isolados
monosporicos, coletados em areas produtoras da regido Nordeste do Brasil, foram divididos
em seis populagdes. Avaliou-se a sensibilidade in vitro (inibigdo de crescimento micelial) dos
isolados aos fungicidas das classes dos benzimidazois e inibidores da biossintese de ergosterol
(IBEs) e a adaptabilidade in vitro e in vivo (crescimento micelial e agressividade) de isolados
com niveis distintos de sensibilidade aos fungicidas testados. A CEsy média para os IBEs
variou de 0,141 a 4,054, 0,045 a 0,691 e 0,001 a 1,529 para o tebuconazol, prochloraz e
imazalil, respectivamente. O nivel de sensibilidade aos IBEs ndo diferiu entre populagdes.
Para os benzimidazois a CEsy de 91,6% dos isolados variou de 0,002 a 0,14 ¢ 0,36 a 1,272
(benomyl e tiabendazol, respectivamente). Os 8,4%, classificados como nao sensiveis (NS),
ndo foram inibidos na maior concentragdo avaliada (100pug de i.a. ml™). Todos os isolados NS
foram oriundos de uma mesma populacdo. A agressividade dos isolados NS foi menor. Para

os IBEs, ndo foi detectado nenhum custo adaptativo.

Palavras-chaves: resisténcia, inibidores da biossintese de ergosterol, benzimidazoéis, podriddo

peduncular, Carica papaya.



ABSTRACT

Application of fungicide is the main measure of management to stem-end rot and there is no
information on the sensitivity and on the fitness costs arising from the reduction in sensitivity
of its causal agent, Lasiodiplodia theobromae. One hundred and twenty monosporic isolates
collected in producing areas of the Northeast region of Brazil, were divided into six
populations. We evaluated the in vitro sensitivity (inhibition of mycelial growth) of the
isolates to class the fungicides belonging to two groups: benzimidazoles and sterol
demethylation inhibitors (DMlIs). We also evaluated the fitness of isolates with different
levels of sensitivity the fungicides both in vitro and in vivo (mycelial growth and
aggressiveness). The average ECsy for DMIs ranged from 0,141 to 4,054, 0,045 to 0,691 and
from 0,001 to 1,529 for tebuconazole, prochloraz and imazalil, respectively. The level of
sensitivity to DMIs did not differ among populations. For the benzimidazoles ECsy of 91.6%
of the isolates ranged from 0,002 to 0,14 and 0,36 in 1,272 (benomyl and thiabendazole,
respectively).The 8.4% isolates, classified as not sensitive (NS) were not inhibited at the
highest concentration evaluated (100pg ml of a.i'). All NS isolates were from the same

population. The aggressiveness of NS isolated was lower.

Key words: resistance, sterol demethylation inhibitors, benzimidazoles, stem-end rot, Carica

papaya
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INTRODUCAO

Mamoeiro

A familia Caricaceae, abrange cinco géneros (Carica, Jacaratia, Cylicomorpha,
Jarilla e Horovitzia), os quais englobam 34 espécies, sendo o mamoeiro (Carica papaya L.) a
espécie predominantemente cultivada (MEDINA, 1989; COSTA; PACOVA, 2003). E uma
planta herbacea, de coloracdo verde, crescimento rapido, que pode alcangar de 3 a 8 m de
altura e produzir durante 20 anos. A propagacao pode ser feita de forma vegetativa (estacas e
enxertia) ou, mais freqiientemente, por sementes (CENTEC, 2004). O mamoeiro ¢ uma planta
de origem tropical, podendo ser cultivada durante todo o ano em locais onde a temperatura
média anual situa-se em torno de 25°C, com limites extremos de 21° a 33°C (MEDINA, 1989;
COSTA; PACOVA, 2003).

As variedades de mamoeiro sdo classificadas em dois grupos, de acordo com o
tamanho dos frutos: 1) Solo, também conhecido como “Mamao Havai” ou “Papaya”, com casa
lisa de formato periforme a ovalado, polpa alaranjada e cavidade interna estrelada; e ii)
Formosa com frutos alongados e cor da polpa laranja-avermelhada (COSTA; PACOVA,
2003). Essas variedades sdo as mais plantadas no Brasil, sendo as variedades do grupo
Formosa destinadas aos mercados interno, e as do Solo para os mercados interno e externo
(LIBERATO; ZAMBOLIM, 2002). Cada variedade de mamao possui particularidades como
ponto ideal para maturagao, formato, aparéncia da casca e da polpa. A colheita ¢ realizada
através do método mecanico ou manual e os frutos sdo colhidos quando passam da cor verde-
escura para a verde-clara e apresentam uma ou duas faixas ligeiramente amareladas

(BLEINROTH; SIGRIST 1989; BRAPEX, 2009).
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Do mamoeiro sao obtidos produtos destinados ao setor alimenticio e a satde. Alguns
dos produtos pouco conhecidos incluem os que recebem em sua composicao o latex, ou
compostos obtidos destes, como a enzima proteolitica com propriedades digestivas, a qual ¢
extraida, principalmente, de frutos imaturos e ¢ empregada na industria alimenticia, na
fabricacdo de cerveja, queijo e processamento de carnes e couro; na industria farmacéutica, a
carpaina, alcaloide extraido das sementes, folhas e frutos ¢ utilizada como ativadora do
musculo cardiaco (DANTAS; CASTRO NETO, 2000). Mas, o principal produto ainda é o
proprio fruto, o qual ¢ comercializado e consumido, predominantemente, in natura
(BORGES; SOUZA, 2005; BRAPEX, 2009).

A comercializagdo dos frutos ocorre nos mercados interno e externo. Dentre os paises
produtores, o Brasil ocupa o primeiro lugar com uma produgdo de 1.898.000t, seguido pelo
México (800.000t), Nigéria (765.000t), India (700.000t) e Indonésia (645.000t) (FAO, 2009).

Dentre as regides brasileiras produtoras, o Nordeste destaca-se com 1.093.838t, sendo
o estado da Bahia o lider em produ¢ao, com 863.828t, seguido pelo Rio Grande do Norte
(89.203t), Paraiba (28.027t) e Pernambuco (9.262t). Entretanto, o estado com a maior relagao
produgdo/exportagdo ¢ o [Espirito Santo, o segundo maior produtor nacional.
Aproximadamente 49% do que € produzido no estado capixaba ¢é destinado a exportagdo. Para
BA e RN os percentuais de exportagdo do que ¢ produzido sdo de 20 e 24%, respectivamente
(BRAPEX, 2009; IBGE, 2009).

No Brasil, a area plantada com mamao vem aumentando devido a sua aceitagdo nos
mercados consumidores. Para exportagdo desta fruta é necessario o conhecimento das
exigéncias fitossanitarias impostas pelos paises exportadores, deste modo as frutas sdo
classificadas e inspecionadas, conforme as especificagdes para certificagdo (RITZINGER;
SOUZA, 2000). Apesar do rigoroso controle as doencas que incidem nesta cultura destacam-

se por causar perdas econdomicas na producdo, exportacdo e comercializacdo de frutos, tendo
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como um dos destaques na pods-colheita a podriddo peduncular (VENTURA; COSTA;

TATAGIBA, 2003).

Podridao peduncular

A podridao peduncular é considerada uma das principais doengas na pos-colheita,
causando grandes danos em frutos. A doenga atinge a regido do pedunculo, tomando a parte
basal do fruto, geralmente no inicio do amadurecimento. (VENTURA; COSTA; TATAGIBA,
2003). As lesdes cobrem uma ampla margem de tecido, o qual fica com aspecto encharcado, e
sua superficie torna-se rugosa devido aos picnidios formados, os quais sdo esféricos e
agrupados. Com a progressdo dos sintomas, as lesdes tornam-se marrom-escuras €, em
condi¢des de alta umidade, ficam cobertas por um micélio cinza. A area infectada torna-se,
aos poucos, desprovida do tecido parenquimatoso e os frutos perdem sua consisténcia e vigor.
Sob condigdes favoraveis o fruto pode ser mumificado (ALVAREZ; NISHIJIMA, 1987,
REZENDE; FANCELLI, 1997).

Com excecdo da podriddo por Rhizopus stolonifer (Erh. Ex Fr.) Vuillemim e
Phytophthora palmivora Butler, todas as doengas pos-colheita do mamao se iniciam no
campo, onde os patoégenos se estabelecem no fruto imaturo e permanecem em estadio
quiescente, sem o aparecimento de sintomas, até que haja condi¢des climaticas favoraveis
para que o processo de infecgdo ocorra (BENATO; CIA; SOUZA, 2001, NERY-SILVA et al.,
2001). Dentre as espécies associadas as podridoes destacam-se a Alternaria alternata (Fr)
Kiessler, Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc., Mycosphaerella sp. Phoma caricae-
papayae (Tarr.), Phomopsis caricae-papayae Petr. & Cif., R. stolonifer ¢ Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griff. & Maubl. (ALVAREZ; NISHIJIMA, 1987; BLEINROTH;

SIGRIST, 1989; DANTAS et al., 2003). A incidéncia desses fitopatdgenos pode atingir mais
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de 80% dos frutos de mamoeiro na fase de comercializacdo, causando consideraveis perdas
pos-colheita, sendo a podridao peduncular responsavel por aproximadamente metade dessas
perdas (DANTAS et al., 2003).

A ocorréncia de L. theobromae, antes considerado um fungo oportunista € comumente
associado a plantas estressadas, tem sido associada a podriddes de caule e frutos, e vém
ocasionando sérios problemas em fruteiras para produtores em todo o Brasil (FREIRE et al.,
2004). De acordo com Viana et al. (2007), este fungo possui carater destrutivo, o qual tem se
verificado pela capacidade de destruir todo um pomar de mamoeiro, seja do tipo Solo ou

Formosa, demonstrando sua importancia para os produtores da cultura.

Lasiodiplodia theobromae

Lasiodiplodia theobromae (sin.= Botryodiplodia theobromae Pat. (SUTTON, 1980) ¢é
um fungo tipico de regides tropicais e subtropicais, sendo patogénico a numerosas espécies
vegetais como Coqueiro (Cocus nucifera L.), Mangueira (Mangifera indica L.), Goiabeira
(Psidium guajava L.), Mamoeiro (C. papaya), Videira (Vitis sp.), entre outras (NISHIJIMA et
al., 1994; FREIRE et al., 2004).

As colonias de L. theobromae sdo de coloragdo acinzentada a negras (a cor varia de
acordo com o substrato), com abundante micélio aéreo (PEREIRA; SILVA; RIBEIRO, 2006).
Os picnidios podem ser simples ou compostos, freqiientemente agregados, estromaticos,
ostiolados, subovoides para elipsdéides — oblongos, com parede espessa e base truncada.
Quando maduros, os conidios tornam-se uniseptados e de coloragdo castanho — amarelados,
sendo longitudinalmente estriados. As dimensdes dos conidios variam entre (20 — 30 x 10 —
15 um). As parafises, quando presentes, sdo hialinas, cilindricas, algumas vezes septadas,

tendo mais de 50 pum de comprimento. O micélio pode ser imerso ou superficial, ramificado,
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septado e de coloragdo acinzentada (SUTTON, 1980). Nos caules e frutos de plantas
infectadas, os picnidios sdo imersos, tornando-se erumpentes. Podem ocorrer isoladamente ou
agrupados, apresentando 2 a 4 mm de largura. Sdo ostiolados e freqiientemente pilosos e
podem apresentar extrusao de conidios com aspecto de uma massa preta (NISHIJIMA et al.,
1994). A fase sexual de L. theobromae era descrita como o ascomiceto Botryosphaeria
rhodina (Berk. & Curt.) von Arx, (SUTTON, 1980), no entanto, estudos recentes em relagao
ao género Botryosphaeria tém demonstrado que este género deve ser restrito apenas aos
teleomorfos de Fusicoccum aesculi (B. dothidea) e Fusicoccum sp. (B. corticis) (Demaree &
Wilcox) Arx & E. Miill. Para outras espécies com teleomorfo tipo Botryosphaeria, como

Lasiodiplodia spp., nenhum nome foi proposto para fase sexual (CROUS et al., 2006).

Manejo

A colonizagdo de fungos em frutos de mamoeiro pode determinar perdas quantitativas
e qualitativas, decorrentes dos efeitos da exteriorizagcdo do fungo e suas conseqiiéncias como
descoloragdes, manchas e producdo de odores desagradaveis inviabilizando a sua
comercializacdo (BENATO; CIA; SOUZA, 2002; VIANA et al., 2007). Com o objetivo de
minimizar as perdas ocasionadas por esses patdgenos sdo empregadas medidas de manejo de
doengas, as quais sdo baseadas em principios epidemiologicos, ecologicos € econdmicos
(REIS; REIS; FORCELINI, 2007).

O manejo das podriddes pds-colheitas ndo se resume a aplicacdo de tratamentos
quimicos e utilizagdo de técnicas de conservagdo apds a colheita, constitui-se na verdade, no
emprego de um conjunto de medidas que envolvem o eficiente controle de fontes de inoculo
no pomar (ZAMBOLIM et al., 2002). Como exemplo, tem-se as seguintes recomendagoes:

colher frutos no estddio de maturagdo ideal; evitar ferimentos na epiderme; manté-los limpos
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e realizar rigorosa sanitiza¢ao de todas as instalacdes; realizar tratamento pds-colheita, como
imersdo dos frutos em 4agua quente e/ou fungicidas registrados para a cultura; e
armazenamento em condi¢des que retardem ou diminuam o apodrecimento de frutos sem
afetar a qualidades dos mesmos (OLIVEIRA; TAVARES; DANTAS, 2001). De acordo com
o Ministério da Agricultura ha varios fungicidas registrados para a cultura do mamoeiro, no
entanto, o Unico fungicida registrado para o controle da podridao peduncular causada por L.
theobromae da ¢ o tiabendazol, pertencente ao grupo dos Benzimidazois (AGROFIT, 2009).

Os fungicidas podem atuar como inibidores de varios processos metabdlicos vitais ou
ter acdo especifica sobre a célula fungica causando sua morte (GHINI; KIMATI, 2000). A
partir da década de 60 fungicidas com mecanismos de acdo especifica, assim denominados
por interferirem em processos especificos do metabolismo dos fungos comecaram a ser
desenvolvidos e comercializados. Estes processos podem ser exemplificados como a inibi¢ao
da biossintese de esterol, sintese de lipideos, sintese de acido nucléico, inibi¢do mitotica e
divisdo celular, inibi¢do da sintese de proteinas e aminoacidos, e inibi¢do da respiragao
(VENANCIO et al., 2005; ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007). Os fungicidas de
acdo especifica s3o absorvidos pelas plantas dentro das quais se translocam somente no 6rgao
tratado, pelo xilema ou pelo floema. Também s3o mais seletivos a numero limitado de grupo
taxondmico, podendo a sensibilidade se restringir a um género ou espécie e, mais comumente
a uma classe ou ordem se fungos. Como exemplo, cita-se o grupo dos Benzimidazdis, que sao
mais toxicos a fungos da classe dos Ascomicetes e Deuteromicetes e o grupo dos
Dicarboximidas, que possuem espectro de acao sobre fungos produtores de esclerdédios ou ndo
(GHINI; KIMATI, 2000).

Fungicidas especificos atuam também interrompendo a sintese de esterol, o qual ¢
responsavel pelo crescimento de muitos fungos fitopatogénicos (DAMICONE, 2004). O

ergosterol, principal esterol presente na membrana celular, aumenta as propriedades da
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bicamada lipidica tornando-a menos fluida, e a reducdo da disponibilidade de ergosterol
resulta no rompimento da membrana e no extravasamento de solutos i6nicos com conseqiiente
morte da célula (ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007). Os fungicidas que atuam na
sintese de esterol pertencem ao grupo dos Triazois (tebuconazol, propiconazol e flutriafol),
Imidazoéis (imazalil e prochloraz), Pirimidas (fenarimol), sendo os dois primeiros
considerados os mais importantes (GOULART, 1995).

Os Triazois sdo fungicidas organicos, de acdo sistémica, com importincia para a
agricultura por possuir caracteristicas positivas como a elevada fungitoxidade, rapida
penetragdo/translocacao e efeito residual prolongado. Podem agir como protetores, exercendo
acdo toxica sobre a formacdo do tubo germinativo € no apressorio, ou de forma curativa,
impedindo o crescimento micelial e o desenvolvimento do haustério (FORCELINI, 1994). Os
Imidazois possuem alta sistemicidade, com atividade curativa e preventiva controlando varias
doencas em baixas dosagens. Ambos Triazéis e Imidazdis atuam inibindo uma enzima
especifica, Cl4-demethylase, que desempenha um papel na producdo esterol (GOULART,
1995).

Outro exemplo de fungicidas especificos sdo os que atuam na inibigdo da mitose e
divisdo celular. A seqiiéncia da divisdo celular ¢ a formagdo da fusdo mitdtica e a subseqiiente
separagdo dos cromossomos. Para que ocorra essa divisdo, a tubulina, um importante
elemento para formacdo dos microtubulos, é ativada. Os fungicidas do grupo dos
Benzimidazois (benomyl, carbendazim, tiabendazole e tiofanato metilico) possuem uma alta
afinidade pelas proteinas tubulinas, apesar da sua natureza altamente conservada. Esses
fungicidas agem interrompendo a fusdo mitotica, causando a falha na separagdo de novos
nucleos e a conseqiiente morte da célula (ZAMBOLIM,; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007;
GENET, 2009). No entanto, por serem altamente seletivos, essa afinidade apresenta

inicialmente risco para alguns isolados, onde pequena alteragdo nos aminoacidos pode
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conferir resisténcia. A ainda assim, s3o amplamente utilizados e continuam a ser valiosos na

producao agricola mundial (GENET, 2009).

Resisténcia a fungicidas

Os fungicidas tém sido empregados por cerca de 200 anos com o objetivo de proteger
as plantas de doencgas provocadas por ataques de fungos. Nos anos 60 ¢ 70 um grande nimero
de fungicidas, com nova estrutura, na sua maioria com atividade sistémica foram
introduzidos. Dentre estes novos compostos, estdo os Benzimidazois, Carboxinilidas,
Dicarboximidas, e Inibidores de demetilagdo (DMI) (BRENT, 1995). A maior qualidade
destes fungicidas, a seletividade, também € o seu maior ponto fraco. Por atuarem em um ou
poucos passos do metabolismo celular fingico, a chance de surgir resisténcia na populagdo do
fungo alvo também ¢ elevada, principalmente quando o do fungicida é intensivo (GHINI;
KIMATI, 2000).

A resisténcia aos fungicidas é caracterizada pela adaptagdo estavel e herdavel de um
fungo a uma determinada dose de fungicida, o qual previamente proporcionava um bom
controle (GHINI; KIMATI, 2000). Dentre os grupos de fungicidas com maior numero de
ocorréncia de resisténcia, destacam-se os Benzimidazois (AZEVEDO, 2003; ZAMBOLIM,;
VENANCIO; OLIVEIRA, 2007). A ineficiéncia dos fungicidas pertencentes a este grupo tem
sido demonstrada, por exemplo, em mamao, para o controle micelial de isolados de C.
gloeosporioides, bem como menor inibigdo da germinag¢dao dos esporos na dosagem de 100
ppm (TAVARES; SOUSA, 2005). Em campo essa ineficiéncia em relacdo ao grupo dos
Benzimidazois (benomyl e tiofanato metilico) foi relatada por Domingues et al. (2001), onde
ndo houve controle satisfatério C. acutatum em morangueiro, principalmente quando

aplicados apos o inicio da epidemia. A explicacdo para surgimento da resisténcia ao grupo dos
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Benzimidazois estd no gene da f-tubulina. Esse gene tem papel importante na fusdo e
segregacdo dos cromossomos na divisdo celular, e sua mutagdo impede a ligacdo com o
fungicida (AZEVEDO, 2007). O gene da ftubulina ja foi identificado para muitos fungos.
Em Fusarium moniliforme uma mutagio pontual foi identificado no gene tub2. Essa mutagao
resulta em uma unica substitui¢do do aminoacido asparagina para tirosina na posi¢ao 50 e
provavelmente confere resisténcia benomyl (YAN; DICKMAN, 1996).

A resisténcia de fungos a fungicidas também pode ser definida como quantitativa ou
qualitativa e resisténcia cruzada ou multipla (GHINI; KIMATI, 2000). A resisténcia
quantitativa ou multigénica ¢ governada por um conjunto de genes com efeitos menores e
relaciona-se mais com fungicidas com risco moderado, ja a resisténcia qualitativa ou
oligogénica ¢ governada por um ou poucos genes dominantes ¢ para muitos fungicidas a
mutagdo em um unico gene ¢ suficiente para o surgimento de isolados ndo sensiveis. A
resisténcia cruzada refere-se a resisténcia de um fungo a dois ou mais fungicidas com o
mesmo mecanismo de agdo ou similaridade quimica, conferida pelo mesmo fator genético.
Como exemplos, podem ser citados os fungicidas do grupo dos Benzimidazdis. A resisténcia
multipla refere-se aquela que ¢ conferida por diferentes fatores genéticos, ou seja, a
resisténcia a fungicidas com modo de agdo diferente (GHINI; KIMATI, 2000; ZAMBOLIM;
VENANCIO; OLIVEIRA, 2007). Ma et al. (2002), na avaliagdo da sensibilidade de isolados
de Botryosphaeria dothidea (Moug.:Fr) Ces. & De Not. a dois fungicidas do grupo Triazol
(tebuconazole e propiconazole) e um fungicida do grupo dos Benzimidazois (benomyl),
utilizaram duas populagdes (A ¢ B) com historico de pulverizacdo multipla de fungicidas e
demonstraram que um dos isolados da populacio B (PB22) apresentou uma menor
sensibilidade em relacdo aos demais isolados, ao fungicida tebuconazole com ECsg (0,291mg

de i. a.mL™") bem como a propiconazole ¢ ao benomyl.
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O desenvolvimento da resisténcia depende da freqiiéncia de isolados nao sensiveis, €
do grau de resisténcia, magnitude da diferenga de sensibilidade dos isolados sensiveis e ndo
sensiveis sendo este expresso pelo Fator de Resisténcia (FR=CEsy de isolados nao
sensiveis/CEsy de isolados sensiveis ou MCI de isolados ndo sensiveis/ MCI de isolados
sensiveis, onde CE sy ¢ a concentracdo efetiva capaz de causar mortalidade de 50% da
populacdo e MCI é a minima concentracdo inibitoria) (GHINI; KIMATI, 2000).

Varios fatores podem contribuir para o desenvolvimento de isolado ndo sensivel como
produto aplicado, intensidade de uso e caracteristicas do organismo (ZAMBOLIM,;
VENANCIO; OLIVEIRA, 2007). A aplica¢io de fungicida pode ser manipulada em fungdo
de estratégias anti-resisténcia. Estas estratégias sdo baseadas no principio de que quando ha
aplicacdo do fungicida, também ¢é exercida uma pressdo de sele¢do sobre a populagdao do
patogeno, podendo, a longo ou curto prazo, dependendo da resisténcia genética envolvida,
resultar na sele¢do e predominancia de individuos nao sensiveis na populacao do fungo alvo
(GHINI; KIMATI, 2000). As caracteristicas do patdogeno que contribuem para a ocorréncia de
isolados ndo sensiveis sdo o tamanho da populacdo do fungo no momento da aplicagdo
(quanto maior a populagdo, maior a chance de ocorréncia de isolados ndo sensiveis) e
presenga de reproducdo sexual (a qual pode aumentar as chances de surgir isolados nao
sensiveis). Logo ap6s o surgimento de uma nova populagdo em decorréncia da utilizagdo de
fungicidas, a selecdo de isolados ndo sensiveis na natureza pode ocorre em fungdo do proprio
patossistema devido ao potencial reprodutivo do patégeno, da sua adaptabilidade ao meio ou
“fitness” e da pressdo de selecdo exercida sobre a populagdo sensivel (BERGAMIN FILHO;

AMORIM, 2001).
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Adaptabilidade

A adaptabilidade de uma linhagem ¢ definida como a habilidade do fungo de se
desenvolver, reproduzir e sobreviver, comparada a outras linhagens nas mesmas condigoes.
Assim, algumas mudangas metabodlicas que determinam um isolado nao sensivel podem estar
ligadas a uma menor adaptabilidade na presenga ou auséncia do fungicida (GHINI; KIMATI,
2000). Para o grupo dos benzimidazois, isolados de B. cinerea ndo sensiveis sdo da mesma
maneira adaptados quando comparados com isolados sensiveis e persistem mesmo sem uso do
fungicida (BERESFORD, 1994). Existem também outros casos em que a resisténcia pode nao
estar ligada a reducdo da adaptabilidade (GHINI; KIMATI, 2000), como sugerido por
Karaoglanidis, Thanassoulopoulos e loannidis (2001), quando avaliaram a adaptabilidade de
isolados de Cercospora beticola Sacc. a fungicidas inibidores da demetilagcdo (DMIs), quanto
a viruléncia e a producdo de esporos, mostraram que caso a propor¢do de isolados nao
sensiveis em popula¢des mistas seja alta, a aplicacdo de fungicidas podera selecionar isolados
do patdgeno nao sensiveis a DMIs e que apresentem também uma maior adaptabilidade.

Isolados ndo sensiveis podem apresentar adaptabilidade a temperaturas extremas, e
estar relacionada com mesmo ponto de mutacdo para resisténcia a fungicidas. Esse fato foi
verificado por Yan e Dickman (1996) em F. moniliforme, onde a resisténcia ao benomyl e
sensibilidade a baixa temperatura ocorre devido a mutacdo no coédon 50 no gene tub2.
Enquanto que para Monilinia taxa os isolados resistentes com mutag¢des no gene da B-tubulina
no codon 240 podem ser mais sensivel ao calor (MA et al. 2005).

Com isso, quando ocorre mutagdo em um ou poucos genes que conferem
caracteristicas importantes, a adaptabilidade do isolado resistente pode ser reduzida, mas, se,
no entanto esses genes apresentam caracteristicas pouco importantes, os isolados ndo

sensiveis apresentam alta adaptabilidade (GHINI; KIMATI, 2000).
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Devido a ocorréncia de casos de resisténcia apds o uso continuo de fungicidas para o
controle de patogenos, e visto que, no Brasil ndo hé registro de trabalhos desenvolvidos
quanto a resisténcia de L. theobromae a fungicidas causando podriddo peduncular no mamao,
tem-se o objetivo de conhecer a sensibilidade de L. theobromae a diferentes fungicidas,

considerada a importancia da cultura do mamao para a produgdo interna e externa.
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ABSTRACT

Application of fungicide is the main measure of management to stem-end rot and
there is no information on the sensitivity and on the fithess costs arising from the
reduction in sensitivity of its causal agent, Lasiodiplodia theobromae. One hundred
and twenty monosporic isolates collected in producing areas of the Northeast region
of Brazil, were divided into six populations. We evaluated the /in vifro sensitivity
(inhibition of mycelial growth) of the isolates to class the fungicides belonging to two
groups: benzimidazoles and sterol demethylation inhibitors (DMis). We also
evaluated the fitness of isolates with different levels of sensitivity the fungicides both
in vitro and /n vivo (mycelial growth and aggressiveness). The average ECs, for DMIs
ranged from 0,141 to 4,054, 0,045 to 0,691 and from 0,001 to 1,529 for tebuconazole,

prochloraz and imazalil, respectively. The level of sensitivity to DMIs did not differ
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among populations. For the benzimidazoles ECsy of 91.6% of the isolates ranged
from 0,002 to 0,14 and 0,36 in 1,272 (benomyl and thiabendazole, respectively).The
8.4% isolates, classified as not sensitive (NS) were not inhibited at the highest
concentration evaluated (100pg ml of a.i'1). All NS isolates were from the same

population. The aggressiveness of NS isolated was lower.

Key words: resistance, sterol demethylation inhibitors, benzimidazoles, stem-end rot,

Carica papaya

RESUMO

A aplicacao de fungicida é a principal medida de manejo para podridao peduncular e
ndao ha informacdes sobre a sensibilidade e custos adaptativos decorrentes da
reducao de sensibilidade do seu agente causal, Las/odiplodia theobromae. Cento e
vinte isolados monosporicos, coletados em areas produtoras da regiao Nordeste do
Brasil, foram divididos em seis populagdes. Avaliou-se a sensibilidade /in vitro
(inibicdo de crescimento micelial) dos isolados aos fungicidas das classes dos
benzimidazois e inibidores da biossintese de ergosterol (IBEs) e a adaptabilidade /n
vitro e in vivo (crescimento micelial e agressividade) de isolados com niveis distintos
de sensibilidade aos fungicidas testados. A CEsy média para os IBEs variou de 0,141
a 4,054, 0,045 a 0,691 e 0,001 a 1,529 para o tebuconazol, prochloraz e imazalil,
respectivamente. O nivel de sensibilidade aos IBEs nao diferiu entre populagdes.
Para os benzimidazoéis a CEsg de 91,6% dos isolados variou de 0,002 a 0,14 e 0,36 a
1,272 (benomyl e tiabendazol, respectivamente). Os 8,4%, classificados como nao
sensiveis (NS), ndo foram inibidos na maior concentracao avaliada (100ug de i.a. mI’

!). Todos os isolados NS foram oriundos de uma mesma populacdo. A agressividade
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dos isolados NS foi menor. Para os IBEs, ndo foi detectado nenhum custo

adaptativo.

Palavras-chaves adicionais: resisténcia, inibidores da biossintese de ergosterol,

benzimidazois, podriddo peduncular, carica papaya.

1. INTRODUGAO

O Brasil, maior produtor e um dos maiores exportadores de mamao,
arrecadou 30 milhdes de dolares com a venda de frutos de mamoeiro (Carica papaya
L.) em 2006. Grande parte do volume exportado € oriunda da regidao Nordeste,
principalmente dos estados da Bahia, Pernambuco, Paraiba e Rio Grande do Norte,
0s quais, em conjunto, sdo responsaveis por aproximadamente 58% da producao
nacional (Fao, 2009).

A maior parte dos frutos € destinada ao consumo /n natura. Assim, qualquer
alteracdo morfolégica acarreta reducdo do valor comercial. Muitos fatores,
principalmente as doengas poés-colheita, podem levar a redugdo quantitativa ou
qualitativa da producao de frutos. A incidéncia desses fitopatdogenos atinge 82,53%
dos frutos de mamoeiro na fase de comercializagao causando consideraveis perdas
pos-colheita, tendo a podriddo peduncular apresentado uma maior incidéncia de
aproximadamente 40% (Dantas et a/., 2003).

A doenga atinge a regido do pedunculo, tomando a parte basal do fruto,
geralmente no inicio do amadurecimento, reduzindo significativamente sua vida de
prateleira (Ventura et a/.,, 2003). Varias espécies fungicas podem estar associadas a
podridao peduncular, incluindo Lasiodiplodia theobromae (Alvarez & Nishijima, 1987,

Bleinroth & Sigrist, 1989; Dantas et al, 2003). Até recentemente, L. theobromae era
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considerado um fungo oportunista, normalmente associado a plantas estressadas.
Entretanto, sua importancia como fitopatégeno vem crescendo (Freire et al., 2004,
Viana et al, 2007). Com o aumento da importancia, o interesse no estabelecimento
de medidas de controle também tem crescido. As medidas de controle empregadas
para as podridées pedunculares incluem prevencado e erradicacao de infecgoes;
evitar ferimentos e supressdao do desenvolvimento e disseminacdo da doenga;
tratamento pos-colheita com imersdao dos frutos em agua quente e/ou fungicidas
além de armazenamento em condi¢cdes que retardem ou diminuam o apodrecimento
de frutos sem afetar a qualidade dos mesmos e pulverizagdes com fungicidas no
campo (Oliveira et al., 2001). De acordo com o Ministério da Agricultura ha varios
fungicidas registrados para a cultura do mamoeiro, porém, o unico registrado para o
controle da podriddao peduncular causada por L. theobromae é o tiabendazol,
pertencente ao grupo dos benzimidazais.

Varios fatores podem ocasionar fracassos das aplicacdes de fungicidas, além
das condigbes climaticas desfavoraveis, época de aplicacao e erros na dosagem. No
entanto, o ponto principal € o desenvolvimento da resisténcia (Azevedo, 2007).

A resisténcia a fungicida € uma adaptacéo estavel e herdavel de um fungo a
uma determinada dose de fungicida, a qual, previamente, proporcionava bom
controle. (Ghini & kimati, 2000). Varios estudos vém relatando a perda de
sensibilidade de fungos a fungicidas: em Botrytis cinerea a benomyl (Kimura et al,
2001); Monilinia fructicola a tebuconazol (Yoshimura et al, 2004); Colletotrichum
lindemunthianum a tiofanato metilico (Sartorato, 2006); C. gloeosporioides a benomyl
(Sanders et al., 2000); Botryosphaeria dothidea a tebuconazol (Ma et al., 2002).

Um dos fatores que influenciam a velocidade do desenvolvimento da
resisténcia € a adaptabilidade de um isolado (Ghini & kimati, 2000), definida como a

habilidade do fungo de se desenvolver, reproduzir e sobreviver, comparada a outras
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linhagens nas mesmas condi¢bes (Domingues et a/, 2003). A adaptabilidade esta
relacionada com os genes envolvidos na resisténcia, assim, alteragées metabdlicas
nos genes que conferem resisténcia estao ligados a perda de adaptabilidade na
presencga (Ghini & kimati, 2000). Exemplos de perdas de adaptabilidade associadas
a resisténcia sao vistos entre os fungicidas do grupo dicarboximida em B. cinerea e
em Monilinia fructicola (Beresford, 1994).

Por outro lado, Karaoglanidis ef a/. (2001) ao avaliarem a adaptabilidade de
isolados de Cercospora beticola a fungicidas inibidores da demetilacdo (DMls)
quanto a viruléncia e a produgdo de esporos, sugeriram que, caso a propor¢ao de
isolados resistentes em populagdes mistas seja alta, a aplicagdo de fungicidas
podera selecionar isolados do patdgeno resistentes a DMIs e que apresentem
também uma maior adaptabilidade.

No Brasil, ndo ha registro de trabalhos desenvolvidos quanto a resisténcia de
L. theobromae a fungicidas causando podriddo peduncular no mamao. O uso
continuo de fungicidas podera levar a resisténcia deste patdbgeno em varias culturas,
sendo, portanto, de grande relevancia o conhecimento da sua sensibilidade a
diferentes fungicidas. Desta forma, os objetivos deste trabalho foram: avaliar a
sensibilidade sobre o crescimento micelial de 120 isolados de L. theobromae in vitro,
a cinco produtos de diferentes grupos quimicos de acao sistémica; e analisar a
adaptabilidade de 27 isolados selecionados aleatoriamente de acordo com a sua

populacao de origem e niveis de sensibilidade aos fungicidas testados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem dos isolados
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Durante os anos de 2006 e 2007, uma colegéao de isolados de L. theobromae
foi estabelecida a partir de mamdes com sintoma de podriddo peduncular
provenientes de varias areas de cultivo do Nordeste brasileiro (Dados nao
publicados). Um isolado monospdérico foi obtido para cada isolado da colegdo. Em
seguida, para realizagcdo dos estudos, selecionou-se 120 isolados monosporicos,
escolhidos aleatoriamente de acordo com o local de origem. Os isolados
selecionados foram agrupados em seis populagbes, de acordo com a distancia
geografica entre as lavouras de origem (Fig. 1). A preservacdo dos isolados foi
realizada em tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA comercial e mantidos a
5 2C, no escuro.

Para os estudos de sensibilidade a fungicidas e adaptabilidade empregou-se
colénias com cinco dias de idade como fonte de propagulos. Estas col6nias foram
obtidas por meio da transferéncia de fragmentos de meio contendo estruturas do
fungo dos tubos para placas de Petri contendo BDA comercial, as quais foram

mantidas a temperatura ambiente (+28 °C).

2.2. Sensibilidade a fungicidas /in vitro

A sensibilidade a fungicidas de L. theobromae foi estimada por meio do cultivo
dos 120 isolados em BDA comercial contendo diferentes concentracées de cinco
fungicidas selecionados para estudo [ingrediente ativo (i.a.) / grupo quimico]:
tebuconazol / triazol; prochloraz e imazalil / imidazol; benomyl e tiabendazol /
benzimidazol. Destes, o tiabendazol é registrado para uso no controle de L.
theobromae na cultura do mamoeiro no pais e os inibidores da biossintese de
ergosterol (IBEs), tebuconazol, prochloraz e imazalil, para controle de outros
patogenos da cultura. O Benomyl ndo € registrado para uso no mamoeiro. Cada

isolado foi cultivado em nove concentracdes de cada fungicida: 0 (controle, sem
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adicao de fungicida); 0,01; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 1 e 3 pug de i.a. mL™". Adicionalmente,
as concentracées de 10 e 100 pg mL" foram empregadas para o benomyl e
tiabendazol. Para preparo das concentracoes, os fungicidas foram solubilizados em
dimetil sulfoxido (DMSO) e adicionados a BDA fundido (+45 °C), o qual foi em
seguida depositado em placas de Petri. Em todas as concentragoes, inclusive no
controle, o volume de DMSO adicionado ao meio foi de 0,01% (v/v). Discos de meio
(5 mm de didmetro) contendo estruturas fungicas de cada isolado foram depositados
em placas de Petri contendo BDA mais o fungicida, sendo quatro repeticées por
concentragdo. Os isolados foram incubados por trinta horas a 25+1 °C, no escuro.
Em seguida, procedeu-se a mensuragao do crescimento da colbnia.

A inibicdo de crescimento micelial (ICM) para cada concentracao foi expressa
em porcentagem e calculada como: ICM = 100 - (raio da concentragao /x 100)/raio
da concentragdo 0, onde / corresponde ao raio das concentragcdes testadas. Em
seguida, a concentracao efetiva capaz de inibir o crescimento micelial em 50%
(CEsp) para cada repeticdo por isolado foi estimada por meio da utilizagdo dos
parametros calculados pela regressao do ICM versus o logip da concentracdo do
fungicida. Em seguida, a diferenca da frequéncia de isolados com niveis distintos de
sensibilidade entre populacdes foi estimada pelo teste ndo paramétrico Kolmogorov-
Smirrnov (KSa). Posteriormente, os isolados foram agrupados de acordo com os
diferentes niveis de sensibilidade. Para isto, construiu-se uma matriz de
dissimilaridade pela aplicagdo da distancia de Mahalanobis para os dados de CEsg
dos fungicidas IBEs e efetuou-se analise de agrupamento aos pares utilizando
médias aritméticas (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean - UPGMA).
Dos trés dendrogramas resultantes, diferenciaram-se grupos de isolados similares

quanto a sensibilidade aos fungicidas avaliados. Para o Benomyl e tiabendazol, a
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discriminacdo foi feita pela presenca/auséncia de crescimento na maior
concentragao avaliada.

Adicionalmente, foi procedida analise de correlacdo de Pearson com os dados
de CEsp para identificacdo de resisténcia cruzada e/ou multipla.

Para avaliacao do crescimento micelial e agressividade de L. theobromae a
mamao em diferentes temperaturas, 27 isolados foram selecionados aleatoriamente
de acordo com o nivel de sensibilidade aos fungicidas testados e populacdo de

origem.

2.3. Adaptabilidade

2.3.1. Crescimento micelial /n vitro e agressividade a mamao sob diferentes
temperaturas

Para realizacao dos experimentos, para cada isolado, discos de BDA (5 mm
de diametro) contendo estruturas fungicas foram obtidos a partir da margem de
colénias em crescimento ativo.

Para avaliar a influéncia da temperatura no crescimento /n vitro, discos de
BDA foram e depositados em placas de Petri contendo BDA. As placas foram
acondicionadas a 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 °C, trés placas por temperatura, no
escuro. Apos 30h, o didmetro da colbnia foi mensurado.

A influéncia da temperatura na agressividade dos isolados foi avaliada através
da inoculacdo de frutos e acondicionamento destes sob diferentes temperaturas.
Para isto, mamdes (cv. Surine Solo), no quarto estadio de maturacao (Brapex, 2009),
foram superficialmente desinfestados por lavagem com agua e sabao, imersao por 5
min em hipoclorito de sodio (3:1), e lavagem com agua destilada. Posteriormente,

apos a secagem, a epiderme de cada fruto foi ferida em quatro pontos equidistantes.
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Os ferimentos, com 3 mm de profundidade, foram realizados com o emprego de
almofada de alfinetes esterilizada. Discos de BDA foram depositados sobre cada
lesdo e os frutos acondicionados em bandejas plasticas recobertas por sacos
plasticos. Para propiciar condigdo de umidade elevada, o fundo de cada bandeja foi
revestido com papel toalha umedecido com agua destilada. As bandejas foram entao
mantidas a 10, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 °C, quatro frutos por isolado temperatura™.
Apods 24 h, o saco plastico e papel toalha foram removidos e os frutos mantidos nas
mesmas condicoes. Apds 30 h agressividade foi avaliada por meio da mensuragao
do diédmetro das lesbes com o auxilio de uma régua milimétrica.

O delineamento dos experimentos de adaptabilidade foi inteiramente
casualizado com trés repeticdes (crescimento micelial; uma placa=uma repeticao) e
quatro repeticdes (agressividade; um fruto=uma repeticdo). Ambos os experimentos
foram repetidos no tempo. Calculou-se, para cada isolado, o didametro médio da
col6nia (DMC) e didametro médio da lesao (DML) por temperatura.

A estimativa de variaveis para comparacao da adaptabilidade entre isolados /in
vitro e in vivo foi feita por meio do ajuste dos dados do DMC e DML,
respectivamente, ao modelo cutbico Y =a + bX + cX¢ + dX°, onde Y= DMC ou DML,
e X = temperatura. A partir deste modelo, estimou-se a: area abaixo da curva de
crescimento micelial (AACCM), temperatura minima critica para o crescimento
micelial /in vitro (TM), amplitude de crescimento micelial /n vitro (AC), temperatura
otima para o crescimento micelial iin vitro (TO1), area abaixo da curva de
desenvolvimento da doengca (AACDD), e a temperatura Otima para o
desenvolvimento da doencga (TO2). Verificou-se a homogeneidade de variancia entre
experimentos pelo teste de Levene. A comparacdo de médias entre isolados foi
efetuada por meio do teste de Tukey (P=0,05) para AACDD e Mann-Whitney

(P=0,05) para as demais variaveis.
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3. RESULTADOS

3.1. Sensibilidade a fungicidas /in vitro

A resposta de sensibilidade variou de acordo com o fungicida. Para os
benzimidazois, 8,4% dos isolados ndo tiveram o crescimento inibido na maior
concentragdo avaliada e a CEsp ndo p6de ser estimada para ambos os fungicidas.
Estes isolados foram denominados como néao sensiveis (NS) (CEsp > 100 pg de i.a.
mI'1). Para os 91,6% restantes, denominados como sensiveis (S), a CEsy média foi
de 0,083 (amplitude: 0,002 - 0,14) e 0,765 (0,36 - 1,272) para o benomyl e
tiabendazol, respectivamente. Considerando a frequéncia de distribuicdo dos
isolados nas populagbes amostradas, todos os isolados NS foram oriundos da
populagao 5, constituidas por isolados dos municipios de Parnamirim e Sdo José do
Mapitu, representando 44,5 e 54,5% dos isolados destas cidades, respectivamente.

As concentracdes avaliadas propiciaram uma resposta de inibicdo continua
entre os extremos de sensibilidade para os IBEs. A CEso média foi de 0,494 (0,141 -
4,054), 0,192 (0,045 - 0,691) e 0,569 (0,001 - 1,529) para o tebuconazol, prochloraz e
imazalil, respectivamente. Considerando a frequéncia de distribuicdo dos isolados
nas populagées amostradas, nao houve diferenca no nivel de sensibilidade entre as
populagdes (tebuconazol: P = 0,21; prochloraz: P=0,26; e imazalil: P=0,22) (Tabela
1).

Os agrupamentos gerados para os dados de dissimilaridade propiciaram a
distingdo de classes de isolados com niveis de sensibilidade distintos para os
fungicidas, sendo para o tebuconazol: S [constituido por 97% dos isolados, com CEsg
média de 0,44 (amplitude de 0,141-0,907)], Moderadamente Sensiveis (MS) [1,67%,
CEso= 1,869 (0,313-3,341)] e Pouco Sensiveis (PS) [0,893%, CEsy = 4,05 (0,149-

8,25)]; prochloraz: S [90,8%, CEso= 0,166 (0,045-0,304)], MS [8,33%, CEso= 0,428
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(0,357-0,524)] e PS [0,83%, CEso = 0,69 (0,36-1,022)]; e imazalil: S [89,17%, CEso=
0,5 (0,001-0,954)], e MS [10,83%, CEso=1,2 (1,011-1,529)].

Considerando o nivel de sensibilidade dos isolados aos diferentes fungicidas,
nao foi evidenciada existéncia de resisténcia multipla. Entretanto, houve resisténcia
cruzada dos isolados para os benzimidazois, sendo positiva a correlagdo do nivel de
sensibilidade aos dois fungicidas (r=0,99; P<0,0001) (isolados NS aos benzimidazdis
nao foram considerados na correlagao). Isto fica mais evidente considerando-se que

os isolados classificados como NS ao benomyl e tiabendazol foram os mesmos.

3.2. Adaptabilidade

3.2.1. Crescimento /n vitro e agressividade a mamao sob diferentes
temperaturas

A maioria dos isolados teve o crescimento micelial inibido nas temperaturas
de 10 (81% do total) e 40°C (96%). Nos testes de agressividade, por motivos
operacionais, apenas os dados de 13 isolados puderam ser analisados. Destes,
todos tiveram o desenvolvimento de lesdo inibido nas temperaturas de 10, 15 e
40°C.

Dentre modelos testados, o de melhor ajuste as curvas DMC e DML foi o
cubico, tendo como critérios para sua escolha o R? grafico de residuos e
simplicidade matematica. Para todas as variaveis estimadas nao foi detectada
diferenca quanto a homogeneidade de variancia entre os experimentos pelo teste de
Levene: AACCM (P=0,86), TO1(P=0,94), TM (P=0,82), AC (P=0,82), AACDD
(P=0,33), e TO2 (P=0,18). Assim, os dados de ambos o0s experimentos foram

analisados em conjunto.



284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

43

Todos os isolados diferiram quanto aos parametros estimados (Figura 2). Nao
foi detectada relacdo entre o nivel de sensibilidade ao tebuconazol, imazalil e
prochloraz com as variaveis (dados nao mostrados). Ja para os isolados NS aos
benzimidazois a tendéncia observada /n vitro foi de que eles possuem as TO1 e TM
mais baixas e maiores AC (Figura 2B, C, F). J& /in vivo, a tendéncia para TO2 foi
inversa, mais elevada (Figura 2E). Com relacdo a AACCM, ndo observou-se
tendéncia enquanto que para AACDL, os isolados NS tiveram as menores areas

(Figura 2A, D).

4. DISCUSSAO

Este € o primeiro relato da sensibilidade de L. theobromae, patogénicos ao
mamao, a fungicidas IBEs e benzimidazéis no Brasil. Foi detectada elevada
diferenca entre os extremos de sensibilidade a todos os fungicidas avaliados,
principalmente para os benzimidazdis. Adicionalmente, também foi verificada menor
adaptabilidade /n vivo de isolados NS aos benzimidazdis.

A classificagdo de isolados quanto ao nivel de sensibilidade é um tema
controverso quando se trata da resisténcia a fungicidas cuja resposta de
sensibilidade € continua entre isolados. Nas definicbes existentes, como a
apresentada por Ma & Michailides (2005) “Resisténcia a fungicida € uma adaptacao
estavel e herdavel de um fungo a um fungicida que resulta na reducdo de
sensibilidade do fungo ao fungicida”, fica explicito que qualquer reducdo na
sensibilidade pode ser caracterizada como resisténcia. Entretanto, nem sempre é
definido com clareza o quanto um isolado tem que ser menos sensivel do que o outro
para ser rotulado como resistente (Davidson et a/ 2006, Karaoglanidis e

Thanassoulopoulos, 2002, Karaoglanidis et a/., 2003). Por exemplo, trés trabalhos
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distintos, que avaliaram a sensibilidade do mesmo fungo, Cercospora beticola, a um
mesmo triazol, flutriafol, definiram como isolados sensiveis aqueles cuja CEsg foi
inferior a 0,4 pg mL' (Davidson et al, 2006), 0,1 (Karaoglanidis &
Thanassoulopoulos, 2002) e 0,12 (Karaoglanidis et al, 2003). Ja os isolados
resistentes foram aqueles com CEsy superior a 0,75 (Davidson et a/, 2006), 2,7
(Karaoglanidis & Thanassoulopoulos, 2002) e 8 (Karaoglanidis et al., 2003). Assim,
para evitar que fosse adotado um critério dubio, preferiu-se classificar os isolados de
L. theobromae de acordo com a amplitude de variacdo dos valores de CEsg para os
IBEs. Para os benzimidazois, a classificacdo foi mais simples, uma vez que a
resposta de sensibilidade foi qualitativa, onde isolados extremamente insensiveis
nao sofreram qualquer inibicdo de crescimento nas concentracoes testadas.

Os valores de CEsp foram altos para os IBEs. A CEsp média dos isolados PS
foi de 4,05 para o tebuconazol, 0,69 para o prochloraz e 1,2 para os isolados MS ao
imazalil. Estes valores sao elevados, considerando-se, principalmente, a ECso média
relatada para espécies filogeneticamente relacionadas a L. theobromae, como B.
dothidea, B. obtusa e B. protearum, cujos valores para o tebuconazol sdo de 0,021 a
0,291, 0,036 e 1,32, respectivamente (Parker & Sutton, 1993, Arauz & Sutton, 1990,
Ma et al., 2001, Ma & Michailides, 2002, Ma et a/., 2002, Denman et al., 2004). Para
outros IBEs, os valores relatados para B. dothidea e B. obtusa nao ultrapassam 0,5
ng mL" (Parker & Sutton, 1993, Arauz & Sutton, 1990, Ma et a/,, 2002). O Unico
trabalho encontrado em que foi estimada a CEsy para L. theobromae, patogénico a
videira, os valores foram de 0,17 para tebuconazol e 0,6 para o prochloraz (Bester et
al.,, 2007). Esses valores tornam-se mais relevantes se for considerado que nao ha
nenhum IBE registrado para o controle de L. theobromae em mamao no pais. Os
IBSs avaliados no presente estudo sao autorizados para o controle de outros

patdgenos de ocorréncia comum na cultura, como C. gloeosporioides e A. alternata.
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Assim, a baixa sensibilidade aos IBEs pode ser resultado da exposi¢ao da populagao
de L. theobromae presente nos pomares aos fungicidas utilizados para controle de
outros patégenos. Isso pode ser um fato comum nas areas de cultivo, considerando
que nao houve diferenca entre as populagdes quanto ao nivel de sensibilidade
(Tabelal).

A resisténcia ao grupo dos IBEs é denominada quantitativa e envolve a
interacdo de varios genes, os quais codificam a resisténcia ao fungicida (Schnabel &
Jones, 2001). Essa interacao € caracterizada por pequenos aumentos na resisténcia
a cada mutagcdo, ndo usualmente mensuravel em campo a curto tempo. Nestes
casos, o0 risco da resisténcia € considerado baixo ou moderado, visto que a
velocidade das mudangas ocasionadas pela resisténcia é determinada pela
epidemiologia do patogeno e a frequéncia ou duracdo da pressdao de selecao
aplicada (Azevedo, 2007). Ainda que esse nivel de sensibilidade seja encontrado ao
longo do tempo, o manejo dos fungicidas do grupo dos IBEs pode evitar o
surgimento de isolados nao sensiveis em uma populagdo no campo.

A distribuicdo de isolados NS aos benzimidazois foi localizada. Todos os
isolados NS foram oriundos de uma unica populagdo, representando 50% da
populagcdo 5. Como citado anteriormente, o unico fungicida regulamentado para
manejo da podridao de pedunculo causada por L. theobromae é o tiabendazol. Ele é
utilizado no tratamento pods-colheita dos frutos e, considerando que apds o
tratamento os frutos sdo escoados para os mercados consumidores, é de se esperar
que, caso o tratamento esteja selecionando individuos resistentes, estes sejam
escoados para fora das areas produtoras juntamente com os frutos. Entretanto,
como comumente ocorre com patdgenos causadores de podriddes em frutos, o
contato de L. theobromae com o mamao ocorre no campo, principalmente durante a

colheita. Assim, a principal fonte de inoculo localiza-se no campo. Como, além do
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tiabendazol, outros benzimidazdis sdo empregados nas lavouras para controle de
outros patogenos, A. caricae e Oidium caricae, pode estar ocorrendo o fendmeno de
resisténcia cruzada. Este fenbmeno é comum entre espécies fungicas aos
benzimidazois e € amplamente relatado na literatura (Ma & Michailides, 2005,
Davidson et al, 2006). Isto ocorre principalmente por causa do mecanismo de
resisténcia consistir, na grande maioria dos casos estudados, em mutacao pontual
do gene da Btubulina (Ma & Michailides, 2005). Desse modo, como citado acima
para os IBEs, a populacdo de L. theobromae pode estar sofrendo pressédo de
selecdo ainda no campo.

As evidéncias de custo adaptativo variou de acordo com o experimento. Nos
experimentos /n vitro, nao foi detectado indicio de custo adaptativo para os isolados
NS aos benzimidazéis (Figura 2). Eles tiveram a maior AC e TO1 mais baixas
(Figuras 2B, F). Entretanto, nos experimentos /n vivo as evidéncias sao contrarias.
De modo geral, a tendéncia foi de que eles tivessem a TO2 mais elevada e menor
AACDD, significando que a severidade dos sintomas incitados nos frutos foi menor,
uma vez que a amplitude de crescimento /n vivo foi a mesma para os isolados NS e
S (dados nao mostrados). Mesmo com uma adaptabilidade menor, essa situagéo &
preocupante porque embora os isolados NS tenham menor capacidade de causar
doenca, eles foram aptos a infectar e colonizar os tecidos. Isso pode levar a
problemas praticos de controle, principalmente se for considerado que o fungicida
utilizado na poés-colheita é um tiabendazol. Os relatos de custo adaptativo
relacionados a resisténcia aos benzimidazois indicam a ocorréncia de efeitos
pleiotrépicos associados a mutagdées no gene da Stubulina (Ma & Michailides, 2005).
Evidéncias experimentais apontam que sensibilidade a temperaturas extremas
observadas em isolados resistentes sdo correlacionadas com muta¢des em codons

especificos. Por exemplo, um isolado resistente de Fusarium moniliforme com uma
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mutacao no cédon 50 foi mais sensivel ao frio (Yan & Dickman, 1996), enquanto que
isolados de Monilina laxa e Monilina fruticola com mutag¢des nos codons 240 e 198,
respectivamente, foram mais sensiveis ao calor (Ma et al, 2003, 2005). Cabe
ressaltar que os efeitos descritos diferem dos encontrados para L. theobromae, ja
gue nao houve diferenca entre os isolados NS e S quanto a AC.

Até pouco tempo L. theobromae era considerado um fungo oportunista e
relacionado a plantas estressadas, no entanto, nas duas ultimas décadas, os relatos
de danos causados por este patdogeno a diversas plantas hospedeiras tem crescido
no Brasil (Freire et al., 2004). Em mamoeiro ele era relacionado apenas a podridao
peduncular em frutos, mas ja ha relatos de morte de plantas ho campo associada ao
patogeno (Freire ef al., 2004). Os valores elevados de CEsg estimados para todos os
fungicidas, especialmente para os benzimidazdis, sdo um indicativo de que a
populacdo do patégeno associada aos pomares de mamao podem estar sofrendo
uma pressao de selecdao para resisténcia aos IBEs e benzimidazdis pelo uso
intensivo de fungicidas para o controle de outras doengas. Novos estudos deverao
ser conduzidos com um numero maior de isolados para quantificacdo de outras
variaveis indicativas de adaptabilidade para que estratégias de manejo da doencga

possam ser desenvolvidas
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513 Tabela 1. Sensibilidade de seis populacbes de L. theobromae a trés fungicidas
514  inibidores da demetilacao.
POPULACAO Tebuconazol Imazalil Prochloraz
'CE50  “Amplitude CE50 Amplitude CE50  Amplitude
1 0.634 0.299 - 4.054 0.530 0.245-1.164 0.195 0.108 - 0.304
2 0.311  0.141-0.404 0.362 0.195-0.615 0.124  0.045-0.259
3 0.630 0.276 -2.226 0.603 0.001-1.529 0.218 0.050 - 0.524
4 0.404  0.207 - 0.649 0.515 0.204 - 1.276 0.147 0.069-0.477
5 0.445 0.296 - 0.704 0.494 0.208 - 0.856 0.218 0.091-0.454
6 0.512 0.324-0.792 0.835 0.414-1.357 0.246 0.091- 0.691
°KSa=2.334 P=0.21 KSa= 2436 P=0.22 KSa=2.799 P=0.26

515 'CEso média em pg mL™".

516 *Amplitude de Crescimento entre os isolados na mesma populagéo

517 *Diferenca de sensibilidade entre populacdes Kolmogorov-Smirnov (KSa)
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Figura 1. Pontos de coleta de isolados de Las/odjplodia theobromae nos estados da
Bahia (BA), Pernambuco (PE), Paraiba (PB), Rio Grande do Norte (RN) e Ceara
(CE), Brasil. Os nomes proximos aos pontos correspondem aos municipios dos
pomares amostrados. Os semicirculos pontilhados representam as populagoes
definidas para estudo, sendo o numero ao lado de cada semicirculo correspondente

a numeracao atribuida a populagédo e n= numero de isolados em cada populagao.

Figura 2. Componentes de adaptabilidade estimados /n vitro (crescimento micelial) e
/in vivo (agressividade a mamao) de isolados de L. theobromae sensiveis (S) e nao
sensiveis (NS) aos fungicidas tiabendazol e benomyl. A. Area abaixo da curva de
crescimento micelial; B. Temperatura em que o crescimento micelial foi maximo; C.
Temperatura minima critica para o crescimento micelial; D. Area abaixo da curva de
desenvolvimento de doenga; E. Temperatura Temperatura em que o
desenvolvimento de lesao foi maximo; e F. Amplitude de crescimento micelial /n vitro.

Barras com uma mesma letra ngo diferem entre si (Mann-Whitney; P=0,05).
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CONCLUSOES GERAIS

E necessario o estudo sobre manejo de fungicidas do grupo DMlIs, utilizados nas
areas cultivadas com mamoeiro para evitar o surgimento de isolados ndo

sensiveis em uma populagdo no campo.

Com o aumento da importancia de L. theobromae como fitopatégeno para as
regides produtoras de mamio o uso intensivo de fungicidas do grupo dos

benzimidazois pode resultar no surgimento de isolados ndo sensiveis.

Aplicacdes alternadas de fungicidas de modo de acdo diferentes podem ajuda a

manejar a resisténcia nas areas onde o patdégeno tem uma maior expressao.



