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RESUMO GERAL

A podriddo peduncular causada por Lasiodiplodia theobromae é uma doenca em pos-
colheita importante na cultura do mamoeiro no Brasil. Os sintomas da doenga iniciam na
regido do peddnculo e entdo progride para todo o fruto. Os tecidos permanecem com aspecto
encharcado e com a progressao dos sintomas, as lesfes se tornam marrom escura e deprimida.
A éarea infectada torna-se gradualmente desprovida de tecido parenquimatoso e os frutos
perdem sua consisténcia e vigor. E recomendado que o controle da doenca seja iniciado no
campo e continue até a fase de comercializacdo, uma vez que os sintomas sdo dificeis de
serem percebidos até um estadio avancado de maturacdo. O uso de fungicidas é uma das
principais medidas de manejo da doenca. Todavia, dados sobre a sensibilidade de L.
theobromae a tiofanato metilico, fungicida comumente empregado em pomares de mamoeiros
no Nordeste brasileiro sdo inexistentes. Sendo assim, a CEsy de 109 isolados do fungo,
representando cinco populacdes do patdgeno foi estimada in vitro para o fungicida. Dos 109
isolados, 20,2% foram ndo sensiveis (NS) ao fungicida com valores de CEsq superiores a 300
ng ml?, para 79,8% dos isolados remanescente denominados de sensiveis (S), a média de
CEsp foi 1,87 ug ml™. Os valores da CEsg dos isolados NS foram significativamente (P<0.05)
superiores quando comparados com os isolados S. Sete componentes de adaptabilidade foram
mensurados para os 10 isolados com menores e maiores valores de CEsy. Quando foram
avaliados os componentes de adaptabilidade, os isolados ndo sensiveis apresentaram
capacidade de esporulagdo significativamente inferior aos isolados sensiveis, indicando um

custo de adaptabilidade.

Palavras-chave: resisténcia a fungicida, Carica papaya, podriddo peduncular

Botryosphaeriaceae, adaptabilidade.
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GENERAL ABSTRACT

Stem rot caused by Lasiodiplodia theobromae is an important postharvest disease of
papaya in Brazil. The disease symptoms start on the stem region and then progressing around the
fruit. The tissues remain with soaked aspect and with progression of symptoms, lesions become
dark brown and depressed. The infected area becomes gradually devoid of parenchymal tissue
and fruits lose their consistency and strength. It is recommended that the disease control starts in
the field and continue until the commercialization phase since the symptoms are difficult to be
perceived until an advanced stage of maturation. The use of Fungicides is one of the main
disease management measures. However, there are no data available on the sensitivity of L.
theobromae to thiophanate methyl, the most common fungicide used in papaya orchards in
Northeastern Brazil. Thus, the ECs, of 109 isolates of the fungus, representing five
populations of the pathogen was estimated in vitro for the fungicide. Of the 109 isolates,
20,2% were non-sensitive (NS) to the fungicide with EC50 values greater than 300 mg ml-1,
for the remaining 79.8% sensitive (S) isolates the average ECsy was 1.87 ug ml™". The ECs
values for the NS isolates were significantly (P<0.05) higher than those for the sensitive
isolates. Seven components of fitness were measured for the 10 isolates with lower and high
values of ECso. When the fitness components were evaluated, the non-sensitive (NS) isolates
showed sporulation capacity significantly lower than the sensitive isolates, indicating a fitness

costs.

Keywords: fungicide resistance, Carica papaya, stem rot, Botryosphaeriaceae, fitness.
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SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DE Lasiodiplodia theobromae DE MAMOEIROS DO
NORDESTE BRASILEIRO A TIOFANATO METILICO

INTRODUGCAO GERAL

A cultura do mamoeiro (Carica papaya L.)

O mamoeiro (Carica papaya L.) pertence & familia boténica Caricaceae, que possuli
seis géneros com 35 espécies. E a espécie mais importante, com seu centro de diversidade
localizado na Bacia Amazonica Superior (PEREIRA; CARNEIRO; ANDRADE, 2009); por
isso caracteriza-se 0 mamoeiro como uma planta tipicamente tropical (MENDONCA;
MEDEIROS, 2011). As regides de cultivo devem possuir temperaturas étima variando de 22
a 26 °C ideais para o crescimento da planta, e temperaturas acima de 30 °C influenciam a taxa
de desenvolvimento dos frutos (DANTAS; CASTRO NETO, 2000).

As flores do mamoeiro podem ser de trés tipos: flores hermafroditas, flores femininas
ou pistiladas, flores masculinas ou estaminadas (MARIN, 2004). O fruto de valor comercial
se origina de uma flor hermafrodita, que dara origem a um fruto do tipo elongata; outros tipos
de frutos podem ser formados de acordo com o tipo de flor, tais como, piriforme,
arredondado, oblongo e cilindrico. O fruto possui polpa de coloracdo amarela avermelhada
com espessura de 2,5 a 5 cm e pode atingir até 50 cm de comprimento e pesar em alguns
casos até 10 quilos (DANTAS; CASTRO NETO, 2000).

O fruto pode ser consumido in natura, possuindo um sabor agradavel e nutrientes
prontamente disponiveis a digestdo e seu valor nutricional tem relacdo com os teores de
acucares, pro-vitamina A e vitamina C; também se observam propriedades associadas a
capacidade laxante (ARAUJO FILHO et al., 2002). Do fruto ainda pode-se extrair a papaina,
uma enzima proteolitica utilizada na industria de medicamentos e alimenticia, bem como a
partir do fruto produzir geleia, polpa, suco concentrado e néctar (FARIAS et al., 1998).

No Brasil o cultivo do mamoeiro ocorre utilizando-se populagdes gindico-
andromondicas. As principais variedades pertencem ao grupo “Solo” e hibridos do grupo
“Formosa” (DANTAS, 2000; JACOMINO; BRON; KLUGE, 2003). A variedade “Sunrise
Solo” pertencente ao grupo “Solo” é amplamente cultivada no Brasil, foi introduzida no pais a
partir de 1977 nas regiGes noroeste do Pard, norte do Espirito Santo e sul da Bahia e € 0
resultado do cruzamento do mamoeiro “Pink Solo” com a linhagem Kariya Solo de polpa
amarela, obtido em 1961. Esta variedade é precoce onde os frutos pesam em media 490 g.
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Possui polpa vermelho-alaranjado, casca lisa e firme, cavidade interna estrelada, teor de
solidos soluveis totais variando de 11 a 14 °Brix, o fruto possui formato piriforme originario
de plantas hermafroditas e formato arredondado proveniente de plantas feminina. A floracédo
inicia com trés a quatro meses de idade, e o inicio da producéo ocorre a partir do nono ao 10°
més apds o plantio. Produz em média 45 toneladas/hectare/ano (DANTAS, 2000; MARIN,
2004).

Dentro do grupo “Formosa” o hibrido “Tainung n® 1” é uma planta procedente da
Estacdo Experimental de Fengshan, Formosa, originéria do cruzamento de “Sunrise Solo”
com um tipo de mamoeiro da Costa Rica. Os frutos pesam de 900 a 1.100 gramas, tem 6timo
sabor e boa durabilidade, resisténcia ao transporte e pouca resisténcia ao frio. A polpa possui
coloracdo vermelho-alaranjada. A producdo média é de 80 a 120 toneladas/hectare/ano, e é
um fruto de grande aceitagdo no mercado interno (COSTA; PACOVA, 2003; MARIN, 2004).

A colheita do mamé&o é manual ou mecanica, sendo esta realizada antes da sua total
maturacdo, uma vez que para a comercializacdo e consumo local, deve-se colher os frutos
qguando apresentarem estrias ou faixas com 50% de coloracdo amarela (DANTAS; CASTRO
NETO, 2000). Na exportacdo para os Estados Unidos, sé € aceito até o estadio de maturagéo 2
(até 25% da superficie amarela) e para a Europa, até o estadio 4 (50% a 75% da superficie
amarela) (MINISTERIO DA INTEGRACAO NACIONAL, 2000).

Atualmente, o Brasil passou a ocupar a segunda posi¢cdo no ranking mundial de
producdo de mam&o, com 17% do volume global sendo superado apenas pela india. Apesar
disso, a venda externa ndo representa 2% do volume total colhido no pais. No ano de 2011
atingiram valores préximos a 29 mil toneladas, sendo esta producdo destinada principalmente
a Unido Europeia. Os lucros alcancados chegam a cifras proximas a US$ 39 milhGes
(ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2012).

De acordo com dados do IBGE, no ano de 2011, a produc¢édo nacional de maméo foi de
1 milhdo 855 mil toneladas. O estado da Bahia se destacou como maior produtor, atingindo
uma producdo de 928.035 mil toneladas de mamao, representando 50% da producdo nacional,
em segundo lugar encontra-se o estado do Espirito Santo com producdo total de 560.576 mil
toneladas, neste ponto a producdo de mamao corresponde a 90,9% da producao total da regido
Sudeste (616.218 mil toneladas); em seguida destacam-se os estados do Ceara (112.579 mil
toneladas), do Grande do Norte (69.410 mil toneladas), e de Minas Gerais (44.948 mil
toneladas); e o estado de Pernambuco ocupa a décima primeira posi¢do no ranking nacional
de producdo de maméo, alcancando uma producdo de 9.666 mil toneladas do fruto (IBGE,
2011).
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Nos ultimos 12 anos, o Brasil registrou um aumento de mais de 600% nas exportacdes
de maméo (FAO, 2012). Em fungéo desse avanco, tem havido significativos investimentos
em praticas que visem a melhoria da qualidade do fruto para suprir as exigéncias dos paises
importadores, principalmente no que se refere a sanidade e presenca de produtos residuais. O
rigor na qualidade e na sanidade dos frutos imposto pelo mercado externo ocorre em fungéo
da maior parte desses serem reservados ao consumo in natura. Além disso, qualquer
anormalidade, especialmente lesGes causadas por patdgenos, implica em inadequacdo ao
mercado (RITZINGER; SOUZA, 2000).

O mamoeiro é afetado por varios patdgenos, ocasionando as doengas que podem afetar
folhas, ramos, raizes, flores, e frutos em diferentes estadios fisioldégicos do seu
desenvolvimento. As doengas de origem fungica sdo bastante importantes nas principais areas
produtoras de mamado (OLIVEIRA et al., 2000). Segundo Silva et al. (2007) entre as
principais doencas causadas por fungos sdo a podriddo peduncular (complexo de fungos), a
antracnose (Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.), a podridao do pé e dos
frutos (Phytophthora palmivra (E.J. Butler) E.J. Butler), o oidio (Oidium caricae F. Noack), e
a variola (Asperisporium caricae (Speg.) Maubl.).

Podridao peduncular

Existem diversos fatores que podem provocar perdas em pdés-colheita na cultura do
mamoeiro, dentre elas podemos citar as doencas, e destacam-se as podridées pedunculares
gue acarretam importantes perdas na fase de comercializacdo (OLIVEIRA; SANTOS FILHO,
2004). Essas podridfes pedunculares séo resultados da colonizacdo do tecido do fruto na
regido do pedunculo e nela sobrevém sintomas de podriddo. A doenca é resultante da infeccéo
e colonizacdo de um complexo de fungos (Lasiodiplodia sp., Phomopsis sp., Fusarium sp.,
Alternaria sp., € Phoma sp.) ap0s a penetracdo através do peddnculo cortado, sendo
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl., um dos principais agentes etioldgicos
(SUZUKI; ZAMBOLIM; LIBERATO, 2007).

Normalmente, as perdas provocadas em func¢édo do surgimento de podriddes na fase de
pos-colheita dos frutos sdo devido a infeccdes procedentes do campo, pois 0s patdgenos
apresentam a caracteristica de se estabelecerem no fruto imaturo e permanecem em estado
quiescente, ndo havendo o aparecimento de sintomas, manifestando-se somente apds a
colheita sob condicGes ambientais favoraveis e amadurecimento do fruto (BARBOSA, 2006;
MONTEIRO et al., 2009; OLIVEIRA; SANTOS FILHO, 2004).
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Nos frutos do mamoeiro em pds-colheita o fungo L. theobromae provoca lesdes
escuras com uma ampla margem de tecido encharcado e forma uma superficie rugosa devido
a formacdo de picnidios. O fungo cresce rapidamente causando o apodrecimento dos frutos
(REZENDE; FANCELLLI, 1997).

Em condicbes de campo L. theobromae provoca uma doenca conhecida como
podriddo-da-haste do mamoeiro. A doenga recebe essa denominacdo em virtude da
localizacdo da lesdo induzida pelo patdégeno na planta, embora o fungo possa infectar o
peciolo, a folha, o pedinculo e o fruto. Os sintomas iniciais ocorrem com o surgimento de
uma lesdo pequena, encharcada, de coloragédo verde escura, circundando parcialmente a regido
de insercdo do peciolo ou pedunculo; em seguida ocorre 0 aumento da lesdo encharcada que
posteriormente avanca nos tecidos da haste, enquanto o ponto inicial da lesdo torna-se mais
escuro e depois negro, e por ultimo ocorre a murcha e o apodrecimento da haste causando a
morte da planta rapidamente (VIANA et al., 2007).

A espécie Lasiodiplodia theobromae

O fungo L. theobromae é cosmopolita, polifago e oportunista, com pouca
especializacdo patogénica e, até recentemente, era considerado um patégeno ocasional de
plantas estressadas e submetidas a ferimentos naturais ou provocados por insetos, passaros,
primatas nativos e pelo proprio homem, através de praticas culturais (PEREIRA; SILVA;
RIBEIRO, 2006). Porém o fungo vem afetando nos ultimos anos importantes culturas tais
como, mangueira (Mangifera indica L.), cajueiro (Anacardium occidentale L.), coqueiro
(Cocos nucifera L.), cajazeiro (Spondias spp.), abacateiro (Persea americana Mill.), citros
(Citrus spp.), e goiabeira (Psidium guajava L.). Entretanto, essas ndo sdo as Unicas espécies
afetadas pelo patogeno, que apresenta uma gama de mais de 500 hospedeiros ja catalogados
nas regides tropicais e temperadas do mundo (ALVES et al., 2008; FREIRE et al., 2004).

L. theobromae forma coldnia acinzentada a negra em BDA (Batata-Dextrose-Agar)
com abundante micélio aéreo. Produz picnidios simples ou compostos, geralmente agregados,
estromaticos, ostiolados, subovdides a elipséides-oblongos (RODRIGUES, 2003). Forma
parafises hialinas, septadas ocasionalmente ramificadas e arredonda nas extremidades com até
55 um de comprimento e 3-4 um de largura. A célula conidiogénica é do tipo holoblastica,
proliferando de maneira percurrente para formar uma ou duas anelag@es. Os conidios variam
de subovoide a elipséide ovoide, inicialmente os conidios sdo hialinos e asseptados,

permanecendo hialino por um longo tempo, finalmente torna-se marrom escuro e com um
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septo, havendo deposito de melanina na superficie interna da parede, dispostas
longitudinalmente, dando aparécencia estriada aos conidios (ALVES et al., 2008).

Em campo, as condigdes de alta umidade facilitam a liberagdo dos esporos, os quais
s&o facilmente dispersos por respingos de 4gua da chuva ou de irrigacio (URBEZ-TORRES
et al., 2008), vento, sementes, insetos, animais silvestres e 0 homem, através de instrumentos
agricolas também facilitam a disseminacdo do fungo (CARDOSO; FREIRE, 2002).

Alguns estudos demonstram que desenvolvimento de L. theobromae ocorre em uma
faixa de temperatura que varia de 4 a 36 °C, sendo que o crescimento 6timo ocorre a 28 °C; as
temperaturas maiores que 40 °C inibem o desenvolvimento do fungo (ENG; GUTIERREZ-
ROJAS; FAVELA-TORRES, 2003; SAHA et al., 2008). A temperatura em torno de 30 °C
favorece uma maior germinacgdo dos conidios e temperaturas inferiores a 15 °C ou superiores
a 40 °C inibem a germinagdo (MORTUZA,; ILAG,1995). Altas temperaturas de 35 °C a 40 °C
favorecem a producdo de picnidios (BATISTA et al., 2010; KHANZADA; RAJPUT;
SHAHZAD, 2006).

Manejo da podridéo peduncular

De acordo com Benato et al. (2001), varios métodos de controle sdo utilizados de
forma Unica ou integrada, para suprimir doencas de frutas em pds-colheita. Esses métodos séo
baseados em estratégias que visam trés objetivos préaticos: i) reduzir o potencial de indculo, ii)
supressdo do desenvolvimento das podriddes, e iii) prevencdo e erradicacdo (ECKERT;
OGAWA, 1985; OLIVEIRA; TAVARES; DANTAS, 2001; SENHOR et al., 2009).

Para o controle da podridao peduncular do maméo, é recomendado que o controle seja
iniciado no campo de producdo indo até a fase de comercializacdo, pois é uma doenca em que
os sintomas sdo dificeis de serem percebidos até a fase avancada de maturacdo (NERY-
SILVA et al., 2001; OLIVEIRA; SANTOS FILHO, 2004). E importante evitar ferimentos e
danos mecanicos nos frutos, eliminar restos de cultura contaminados e realizar pulverizagoes
com fungicidas. Para o tratamento em pds-colheita é realizado a imersdo dos frutos em agua
quente (48 °C por 20 minutos) e/ou fungicidas; armazenamento dos frutos em condicdes que
retardem ou diminuam o seu apodrecimento sem afetar sua qualidade; e a sanitizacdo de
caixas utilizadas para o transporte dos frutos (MONTEIRO et al., 2009; OLIVEIRA,
SANTOS FILHO, 2004; OLIVEIRA; TAVARES; DANTAS, 2001).
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Controle quimico

Atualmente, os fungos em pés-colheita sdo controlados, principalmente, pela aplicacéo
de fungicidas (BARKAI-GOLAN, 2001). Esse tipo de tratamento atua sobre patdgenos em
ferimentos ou sobre aqueles de infec¢do quiescente e possuem a grande vantagem de seu
efeito residual (SENHOR et al., 2009).

Os fungicidas sdo essenciais para manter a sanidade, confiabilidade, e a alta qualidade
dos produtos agricolas (MA; MICHAILIDES, 2005). Eles formam um componente chave do
manejo integrado, e sua efetividade deve ser mantida o tanto quanto possivel (BRENT, 1995).

Existem diversos fungicidas, entre eles podemos citar os produtos com formulacdes a
base de cobre e enxofre que ainda sdo amplamente utilizados e de forma eficaz. Varios
fungicidas tais como, ditiocarbamatos, dinitrofenois, clorofenendis foram utilizados
continuamente por mais de 30 anos (BRENT, 1995). O modo de acdo desses fungicidas é
descrito como multi sitio, inibindo simultaneamente uma gama de enzimas e estruturas
celulares e oferecendo uma protecéo preventiva as plantas (KUCK; GISI, 2007).

Um grande namero de fungicidas sistémicos, com modo de acdo especifico foram
introduzidos no final dos anos de 60 e 70, entre ele pode-se incluir 2-amino-pirimidinas,
carboxiamidas, benzimidazdis e os primeiros inibidores da biossintese de esterol, tais como
triforina (BRENT; HOLLOMON, 2007b). Durante o final de 70 e inicio de 80, os fungicidas
dicarboxiamidas, fenilamidas e novos inibidores da biossintese de esterol, entre eles os
primeiros triazdis entraram no mercado (KUCK; GISI, 2007). Esses fungicidas de acao
especifica sdo absorvidos pela planta e translocam pelos vasos condutores para partes da
planta que ndo séo diretamente atingidas por pulverizagdes (GHINI; KIMATI, 2000; KUCK;
GISlI, 2007).

Sabe-se que os fungicidas de acdo especifica agem inibindo diferentes vias
biossintéticas dos patdgenos, tais como sintese de acido nucleico, mitose e divisdo celular,
respiracdo celular, sintese de aminoécidos e proteinas, sintese de lipidios, biossintese de
esterol na membrana, biossintese da parede celular, e sintese de melanina na parede celular
(FRAC, 2012a).

Entre os produtos com atividade sistémica destacam-se 0s pertencentes ao grupo metil
benzimidazol carbamatos — MBC (benzimidazdis). Sdo fungicidas efetivos contra uma gama
consideravel de fungos, sendo considerado um marco importante na historia do
desenvolvimento dos fungicidas (DELEN; TOSUN, 2004; PICININI, 1994). Os metil

benzimidazois carbamatos tem sido amplamente aplicados em varios campos de pesquisa, na
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agricultura (fungicidas) e medicina veterinaria e humana (drogas anti-helminticas)
(DAVIDSE, 1986).

Atualmente, os estudos mostram que o mecanismo de acdo dos fungicidas MBC esta
baseado no seu efeito sobre a integridade das proteinas tubulinas (DAVIDSE, 1986;
DAVIDSE; FLACH, 1977; RODRIGUES, 2006; STEFFENS; PELL; TIEN, 1996; YOUNG,
2007). As tubulinas sdo proteinas formadas de duas subunidades (o e B-tubulina), cada uma
com aproximadamente 55kDa. Hélices alternadas de o e B-tubulina formam os microtdbulos.
Os microtubulos sdo filamentos que compfem o citoesqueleto e também sdo ativos na
formacéo dos fusos mitdticos responsaveis pela separacdo dos cromossomos durante a diviséo
nuclear (RODRIGUES, 2006; YOUNG, 2007).

Sabe-se que os fungicidas MBC possuem alta afinidade pelas proteinas tubulinas,
sendo assim, a ligacdo desse fungicida as tubulinas resulta na inibi¢cdo da polimerizagdo dos
microtubulos, consequentemente havera interrupcao da mitose na fase de metéafase, ocorrendo
uma falha na separacdo do novo nucleo, o que acarretara a morte celular (DAVIDSON et al.,
2006; DELEN; TOSUN, 2004; RODRIGUES, 2006).

Os MBC mostram serem ativos contra muitos dos Ascomycetes, e sobre alguns
Basiodiomycetes e fungos mitospdricos, entretanto, ndo exibe nenhuma atividade contra os
Oomycetes (DAVIDSE; FLACH, 1977; DELEN; TOSUN, 2004; HOLLOMON, 2002;
RODRIGUES, 2006). Os principais representantes pertencentes a esse grupo sdo benomil,
carbendazim, fuberidazol, tiabendazol (grupo quimico benzimidazol), tiofanato e tiofanato
metilico (grupo quimico tiofanato) (DELEN; TOSUN, 2004; FRAC, 2012b), sendo que o
fungicida benomil foi retirado do mercado em 1992 (MAY-DE MIO; LUO; MICHAILIDES,
2011), fazendo com que os produtores de diversas culturas utilizem tiofanato metilico e outros
MBC em substituicdo ao benomil.

Para a cultura do mamoeiro no Brasil séo utilizados os fungicidas tiofanato metilico e
tiabendazol embora, oficialmente, apenas tiabendazol seja registrado para o controle de L.
theobromae (AGROFIT, 2012).

O tiofanato metilico quimicamente € o dimethyl 4,4’-(O-phenylene)bis(3-
thiollophanate) (AGROFIT, 2012), um fungicida sistémico amplamente utilizado devido a sua
gama de atividade contra fungos fitopatogénicos (BRIGGS et al., 2002).

Com relagdo a sua estrutura quimica, é observado que os fungicidas pertencentes ao
grupo quimico tiofanato ndo apresentam um anel heterociclico como os fungicidas
pertencentes ao grupo quimico benzimidazois. Apesar disso, ap0s muitas pesquisas verificou-

se que o tiofanato metilico é um fungicida intimamente relacionado ao benomil. Tanto o
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benomil quanto o tiofanato metilico sdo instaveis na natureza. O benomil por hidrolise e 0
tiofanato métilico por ciclizacdo degradativa produzem rapidamente o carbendazim (metil 2-
benzimidazol carbamato), que € o principal agente toxico aos fungos (PICININI, 1994). Por
isso, muitos pesquisadores classificam os fungicidas tiofanatos como fungicidas pertencentes
ao MBC (BRIGGS et al., 2002; PICININI, 1994).

Esse fungicida tem sido utilizado para controle de diferentes doengas em diversos
cultivos, entre eles podemos destacar a fusariose do abacaxizeiro, Sigatoka amarela da
bananeira, cercosporiose do cafeeiro, verrugose dos citros, murcha de esclerdcio do feijoeiro,
sarna da macieira, antracnose da mangueira, mofo cinzento do morangueiro, pinta preta do
tomateiro, e oidio do mamoeiro (AGROFIT, 2012; RODRIGUES, 2006).

O Comité de Acdo de Resisténcia a Fungicidas (FRAC) afirma que existe um alto
risco de resisténcia de fungos ao fungicida tiofanato metilico e a outros MBC. E relatado que
que existem varios alvos de mutacdo, principalmente em diferentes codons no gene [-
tubulina. Também é observado resisténcia cruzada positiva entre os membros do grupo MBC,

e resisténcia cruzada negativa para os N-fenilcarbamatos (FRAC, 2012a).

Resisténcia a fungicida

Os fungicidas compdem uma parte integral da producdo eficiente de alimentos.
Entretanto, a efetividade desses tém sido seriamente comprometida, em algumas situacdes de
controle, devido ao desenvolvimento da resisténcia em populacdes de fungos (AZEVEDO,
2001). Segundo Reis, Reis e Forcelini (2007), a resisténcia pode ser definida como um ajuste
estavel e hereditario de um fungo a um fungicida, que pode resultar em uma reducdo
consideravel na sensibilidade do patégeno ao composto quimico, a qual pode ser total ou
parcial. Assim, a resisténcia a fungicida pode ser adquirida por mutacGes nos genes do
patdgeno ou por aumento da frequéncia de sub populacdes que sdo naturalmente menos
sensiveis (CAPOTE et al., 2012).

Até o ano de 1970, quase todos os fungicidas utilizados para o controle de
fitopatdgenos eram inibidores multi sitio atuando como protetores contra patdgenos. Apesar
da sua ampla utilizacdo, a resisténcia a esses compostos era um evento raro. No entanto, desde
a introducdo dos fungicidas que inibem sitios bioquimicos especificos no final de 1960, a
resisténcia em fungos fitopatogénicos tornou-se um problema importante na protecdo de
plantas (BRENT, 1995). Com a introducdo e o constante uso dos fungicidas sistémicos foi

relatada a ocorréncia de 64 géneros de fungos resistentes a fungicida em condi¢bes de campo,
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quantidade superior a relatada antes da introducdo desses fungicidas, que era apenas de 10
géneros de fungos (AZEVEDO, 2001; PICININI, 1994).

A seletividade e a caracteristica de atuarem em apenas um Unico sitio alvo, €
provavelmente o fator dominante que determina a vulnerabilidade e o grande risco de
resisténcia ligado aos fungicidas sistémicos (AZEVEDO, 2001; BRENT; HOLLOMON,
2007a; GHINI; KIMATI, 2000; HOLLOMON, 2002).

O desenvolvimento de resisténcia ocorre quando os isolados resistentes surgem a
partir de uma taxa natural de mutacdo genética muito baixa. Esses isolados sdo menos
afetados ou o crescimento ndo inibido pelo fungicida. Uma vez que o fungicida pode controlar
efetivamente os isolados sensiveis, os isolados resistentes podem torna-se dominantes na
populacédo sob pressdo de selegédo com o uso do fungicida ao longo do tempo, por conseguinte
falhas no controle da doenga pode eventualmente ocorrer (MA; MICHAILIDES, 2005).

E observado que resisténcia a fungicidas pode ser conferida por varios mecanismos,
incluindo alteracdo no sitio alvo; sintese de uma enzima alternativa capaz de substituir a
enzima alvo; a superproducédo do alvo do fungicida; um efluxo ativo ou reduzida absorc¢éo do
fungicida; e uma degradacdo metabdlica do fungicida (BRENT, 1995; BRENT;
HOLLOMON, 2007b; CAPOTE et al., 2012; MA; MICHAILIDES, 2005).

Acredita-se que o mecanismo mais comum de resisténcia a fungicidas parece ser a
alteracdo no sitio bioquimico alvo do fungicida, o que poderia explicar por que em muitos dos
produtos chamados inibidores multi sitio foram encontrados poucos problemas de resisténcia,
pois uma vez penetrando na célula fangica, esses fungicidas multi sitio atuam como inibidores
de enzimas gerais, afetando muitos sitios alvo. Sendo assim, muitos sitios no fungo teriam
que sofrer alteragdes simultaneamente, com a finalidade de impedir a atuacdo do fungicida; a
ocorréncia simultanea de mutaces em multiplos genes necessarias para conferir resisténcia a
fungicidas inibidores de multi sitios sdo menos provaveis (BRENT, 1995; BRENT;
HOLLOMON, 2007b; DAMICONE; SMITH, 2012). Em contraste, os fungicidas modernos
atuam primariamente em um unico sitio alvo, e sdo geralmente referidos como “fungicidas de
um unico sitio” ou “fungicidas de sitio especifico”. Portanto, apenas uma Unica mutacao pode
fazer com que o sitio alvo seja alterado, tornando o fungo menos vulneravel ao fungicida
(BRENT; HOLLOMON, 2007b).

Um dos exemplos mais conhecidos de alteracdes no sitio de a¢do é o caso dos MBC.
Por exemplo, o carbendazin, tem a propriedade de se ligar a tubulina, que consistiu a proteina
que compdem os microtubulos do fuso mitdtico das celulas; assim ocorre a inibicdo da mitose

e de outros processos celulares, pois 0os microtbulos ndo se unem (AZEVEDO, 2001;



19

GHINI; KIMATI, 2000). Em trabalhos realizados por Davidse e Flach (1977), esses autores
observaram que a resisténcia de isolados de Aspergillus nidulans (Eidam) G. Winter ao
fungicida carbendazim é causada pela mutacdo em um Gnico gene, a qual resulta em ligeiras
alteracdes na proteina tubulina e reduzem a afinidade ao carbendazim. Quanto maior for a
afinidade do fungicida com a tubulina, maior sera a sensibilidade do organismo. Por outro
lado, se uma mutacdo reduz a afinidade de ligacdo da tubulina com o fungicida, ndo afetando
o funcionamento normal da proteina, serd originada uma linhagem resistente. De acordo com
Ishii (2004), em Venturia nashicola (S. Tanaka & S. Yaman), Botrytis cinerea (Pers.) e
Gibberella fujikuroi ((Sawada) Wollenw.) a ligacdo de carbendazim a proteina tubulina foi
muito menor em isolados resistentes a MBC do que em isolados sensiveis, sugerindo que o
decréscimo de afinidade do fungicida na proteina é o principal fator de resisténcia.

O primeiro relato de resisténcia aos fungicidas MBC ocorreu ap6s dois anos da sua a
introducao no mercado em diversos patogenos (BRENT; HOLLOMON, 2007b; KUCK; GISI,
2007). A resisténcia se desenvolveu crescentemente durante 20 anos, e sinais de alerta para a
selecdo de populacbes de patdgenos resistentes logo se tornou uma realidade apds os MBC
serem utilizados em larga escala. Consequentemente, 0s patdgenos previamente controlados
por esse grupo de fungicidas foram reduzidos (DELEN; TOSUN, 2004).

Vaérios relatos de resisténcia aos fungicidas MBC foram observados em muitas
espécies fungicas e na maioria dos casos, a resisténcia foi correlacionada com mutacGes
pontuais no gene B-tubulina, que resulta em sequéncia de aminodcidos alterada no sitio de
ligacdo dos MBC (MA; MICHAILIDES, 2005). Resultados de varios estudos mostraram que
mutagdes nos coédons 6, 50, 167, 198, 200 e 240 no gene P-tubulina poderiam causar
resisténcia a MBC em isolados de fungos fitopatogénicos (BANNO et al., 2008; BARALDI et
al., 2003; KOENRAADT,; SOMERVILLE; JONES, 1992; MA et al., 2003; MA et al., 2005;
MCKAY et al., 1998). De acordo com estudos de Ishii (2004) em Venturia nashicola (S.
Tanaka & S. Yaman) uma substituicdo do aminoacido acido glutamico (GAG) no cddon 198
pelo aminoacido alanina (GCG) resultou em alta resisténcia aos MBC.

Em estudos realizados por Sanches-Torres e Tuset (2011) foi observado que isolados
de Penicillium digitatum ((Pers.) Sacc.) resistentes a tiabendazol exibiam uma Unica mutagéo
pontual na posi¢do do nucleotideo 992 do gene B-tubulina, onde timina foi substituida por
adenina (TTC-TAC) no codon 200, que substituiu 0 aminoacido fenilalanina por tirosina.

Os niveis de resisténcia a fungicidas podem ser mensurados no laboratério pela
exposicdo ao fungicida de uma colecao de fungos provenientes de uma populacado de campo e,

em seguida, € medida a resposta de toxidade. Essa resposta € geralmente mensurada pela
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inibicdo do crescimento micelial, germinacdo do esporo, ou infeccdo na planta nos casos onde
o fungo ndo pode ser cultivado em meio de cultura. Posteriormente, a concentracdo efetiva
para inibir 50% do crescimento micelial (CEsp), germinacdo dos esporos, ou infeccédo foi
estimada para cada amostra individual (DAMICONE; SMITH, 2012).

Esses ensaios de laboratorio foram demonstrados por Ma; Yoshimura e Michailides
(2003), ao avaliarem a sensibilidade de isolados de Monilinia fructicola ((G. Winter) Honey)
aos fungicidas tiofanato metilico e benomil, onde observaram que o0s isolados sensiveis (S) e
com baixa resisténcia (LR) a tiofanato metilico tiveram valores de CEsg variando de 0,2644 a
0,7362 pg de i.a/mL e 2,3844 a 6,4212 ug de i.a/mL, respectivamente. Enquanto os valores
estimados de CEs para os isolados com alta resisténcia a tiofanato metilico e benomil foram
maiores do que 50 pg de i.a/mL. Também observaram que 10 isolados de M. fructicola com
alta resisténcia coletados de diferentes locais e anos na California tiveram a mesma mutacgéo
no codon 198 do gene PB-tubulina. Essa mutacdo resultou em uma substituicdo de acido
glutamico para alanina. Os isolados com baixos niveis de resisténcia a MBC tiveram uma
mutacdo no gene B-tubulina no cédon 6 que resultou em uma substituicdo do aminoacido
histidina por tirosina.

Em virtude de muitos relatos da emergéncia de resisténcia a diversos fungicidas é
importante que as estratégias antirresisténcia a esses compostos sejam adotadas e
implementadas de modo preventivo. A situagdo mais segura e ideal seria 0 emprego de
estratégias antes da ocorréncia do problema, pois uma vez que a populacdo do patégeno se
tornou resistente, a Unica possibilidade de controle reside na aplicacdo de outro fungicida de
diferente mecanismo de acdo, ou um outro método de controle (AZEVEDO, 2001).

As estratégias especificas para manejar a resisténcia variam para diferentes grupos de
fungicidas, o patdgeno alvo, e a cultura. No entanto, algumas estratégias sdo geralmente
efetivas, integrando praticas culturais como rotacdo de culturas, sanitizacao, uso de variedades
de plantas resistentes com padrdes de uso 6timo do fungicida, como realizar uma boa
cobertura na pulverizagdo, o uso de misturas com fungicidas protetores, e alternancia de
fungicidas de diferentes grupos quimicos (DAMICONE; SMITH, 2012).

Provavelmente, o aspecto mais importante para uso dos fungicidas € o
desenvolvimento de tanque de mistura e a pulverizacdo alternada de fungicidas em risco de
perda da efetividade, com fungicidas de diferentes modos de agéo (DAMICONE; SMITH,
2012). No uso de misturas, € realizada uma mistura de uma ou mais substancias ativas com
propriedade similares ou complementares, mas com diferentes modos de acdo. Outros

procedimentos devem ser adotados tais como limitar o numero de aplicacdes (frequéncia) de
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fungicidas em uma estacdo de cultivo para reduzir a pressdo de selecdo e com isso, reduzir o
risco do aparecimento de populacfes resistentes (EPPO, 2003). Essa estratégia depende do
fato que bidtipos resistentes que sdo selecionados pelo uso dos fungicidas podem ser menos
adaptados do que os biotipos sensiveis e tenderiam a desaparecer da populacdo quando a
pressdo de selecdo for removida. Outras diferentes estratégias sdo utilizadas de modo
integrado tais como manter a dose recomendada pelos fabricantes dos produtos e realizar o
manejo integrado de doencas (AZEVEDO, 2001; BRENT; HOLLOMON, 2007b; EPPO,
2003; PICININI, 1994).

Adaptabilidade

Segundo Zambolim (2008), adaptabilidade é a habilidade de uma linhagem de fungo
se desenvolver, reproduzir e sobreviver, comparada a outras linhagens nas mesmas condicdes.
A avaliacdo da adaptabilidade de uma linhagem resistente, por exemplo, pode ser obtida
fazendo-se uma comparacdo com uma linhagem sensivel quanto a capacidade de infectar,
colonizar os tecidos do hospedeiro e esporular (AZEVEDO, 2001; GHINI; KIMATI, 2000).

A adaptabilidade de isolados resistentes determinard a permanéncia do genotipo
resistente na auséncia da pressao de selecdo. Em muitos casos, os isolados resistentes podem
ter menor adaptabilidade do que isolados sensiveis e, consequentemente, podem ndo
sobreviver na auséncia da pressdo de selecdo do fungicida. Nesse caso, a frequéncia de
isolados resistentes na populacdo do patdégeno podera diminuir quando as aplicacbes de
fungicidas cessarem (MA; MICHAILIDES, 2005). Por isso, a resisténcia pode ter um custo
de adaptabilidade, em que na auséncia da pressdo de selecdo do fungicida, o individuo
resistente tem menor habilidade competitiva (PEREIRA et al., 2012). Um exemplo, é que a
resisténcia pode ter um efeito pleiotropico, resultando em menor adaptabilidade (MA,
MICHAILIDES, 2005).

Tal fato é demonstrado por Davidse (1986), onde observou que varias mutacoes
ocorrendo no gene B-tubulina de A. nidulans poderia conferir resisténcia a benomil, bem
como, sensibilidade a altas e baixas temperaturas. Outro exemplo foi observado por Yan e
Dickman (1996), em que um mutante resistente a benomil de Fusarium moniliforme (J.
Sheld) induzido em laboratério, com uma mutagdo no cédon 50 do gene B-tubulina mostrou
sensibilidade ao frio, ndo sendo capazes de crescerem em temperaturas baixas (15 °C). Ao
examinaram a segregacdo da sensibilidade ao frio e da resisténcia ao benomil utilizando

cruzamentos sexuais, 0 mutante A102tub2 foi cruzado com um isolado sensivel A-59, e a
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progénie gerada foi resistente ao benomil, além disso, houve 100% de correlacdo da
resisténcia a benomil com a sensibilidade ao frio. Portanto, parece que tanto a resisténcia a
benomil quanto a sensibilidade ao frio ocorre devido a uma mutagéo no cédon 50.

Tais efeitos pleiotropicos podem interferir na adaptabilidade dos isolados resistentes e
imporem uma desvantagem seletiva sobre esses isolados em condi¢bes de campo.
Adicionalmente, a informacdo sobre a sensibilidade de temperatura dos isolados resistentes
poderia impactar diretamente nas estratégias de aplicacdo de fungicidas, por exemplo, se
isolados resistentes mostram sensibilidade a altas temperaturas, dias quentes podem ser as
vezes mais apropriado para a aplicacdo de fungicidas em campo onde isolados resistentes
foram detectados (MA; MICHAILIDES, 2005).

Em algumas ocasides, os isolados resistentes podem ser adaptados tanto quanto os
isolados sensiveis e persistirem por um longo periodo mesmo sem o uso de fungicidas. Esse
fato foi comprovado por Baraldi et al. (2003), ao analisarem a sensibilidade a tiabendazol
(MBC) e a adaptabilidade de isolados de Penicillium expansum (Link) patogénicos a pera.
Onde verificaram que isolados sensiveis e resistentes tem crescimento in vitro similar, porém
0s isolados resistentes foram caracterizados por uma alta severidade da infec¢dao nos frutos. O
diametro da lesdo para todos os isolados sensiveis foi de 19 mm, enquanto que para 0sS
isolados resistentes o diametro da lesdo variou de 32 a 39 mm, houve uma diferenca
significativa no didmetro da lesdo entre os isolados sensiveis e resistentes.

N&o ha duvidas de que os métodos quimicos de controle serdo requeridos para manter
os produtos agricolas confiaveis e de boa qualidade, mas os agroguimicos ndo podem ser
adotados isoladamente como Unica medida de controle, é recomendada a integracdo do
controle quimico com outros métodos de controle. O grande desafio da protegdo de plantas é
diminuir as consequéncias indesejaveis do manejo incorreto dos agroquimicos, tais como
perda da eficiéncia dos fungicidas devido a emergéncia de resisténcia fungica e reduzir a
quantidade de residuos quimicos nos produtos (AZEVEDO, 2001).

Diante do exposto, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a sensibilidade de isolados de
L. theobromae ao fungicida tiofanato metilico, fungicida comumente empregado em pomares
de mamoeiros no Nordeste brasileiro, bem como mensurar 0s Vvarios componentes de
adaptabilidade, tais como, taxa de crescimento micelial, sensibilidade osmética, producédo de
conidios e picnidios, germinacdo de conidios, crescimento em diferentes temperaturas e

viruléncia em frutos do mamoeiro.
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Resumo A podriddo peduncular causada por Lasiodiplodia theobromae é uma doenca em
pos-colheita importante na cultura do mamoeiro no Brasil. O uso de fungicidas € uma das
principais medidas de manejo da doenca. Dados sobre a sensibilidade de L. theobromae a
tiofanato metilico, fungicida comumente empregado em pomares de mamoeiros no Nordeste
brasileiro sdo inexistentes. Sendo assim, a CEsy de 109 isolados do fungo, representando
cinco populagbes do patdgeno foi estimada in vitro para o fungicida tiofanato metilico (Metil
Benzimidazol Carbamatos-MBC). Sete componentes de adaptabilidade foram mensurados
para os 10 isolados com menores e maiores valores de CEsg. Dos 109 isolados, 20,2% foram
ndo sensiveis (NS) ao fungicida com valores de CEsg superiores a 300 pg ml™, para 79,8%
dos isolados remanescente denominados de sensiveis (S), a média de CEs, foi 1,87 pg ml™.
Os valores da CEs dos isolados NS foram significativamente (P<0.05) superiores quando
comparados com os isolados S. Quando foram avaliados os componentes de adaptabilidade,
os isolados ndo sensiveis apresentaram capacidade de esporulagdo significativamente inferior

aos isolados sensiveis, indicando um custo de adaptabilidade.

Palavras-chave adicionais: resisténcia a fungicidas, Carica papaya, podriddo peduncular,

Botryosphaeriaceae, adaptabilidade

Abstract Stem rot caused by Lasiodiplodia theobromae is an important postharvest disease of
papaya in Brazil. The use of Fungicides is one of the main disease management measures.
However, there are no data available on the sensitivity of L. theobromae to thiophanate
methyl, the most common fungicide used in papaya orchards in Northeastern Brazil. Thus, the
ECso of 109 isolates of the fungus, representing five populations of the pathogen was
estimated in vitro for the fungicide methyl thiophanate (methyl benzimidazole carbamates).
Seven components of fitness were measured for the 10 isolates with lower and high values of
ECso. Of the 109 isolates, 20,2% were non-sensitive (NS) to the fungicide with EC50 values
greater than 300 mg ml-1, for the remaining 79.8% sensitive (S) isolates the average ECs
was 1.87 ug ml™. The ECs values for the NS isolates were significantly (P<0.05) higher than
those for the sensitive isolates. When the fitness components were evaluated, the non-
sensitive (NS) isolates showed sporulation capacity significantly lower than the sensitive

isolates, indicating a fitness costs.

Additional Keywords: fungicide resistance, Carica papaya, stem rot, Botryosphaeriaceae,

fitness



34

Introducéo

O Brasil ocupa a segunda posic¢ao no ranking mundial de produgdo de mamao (Carica
papaya L.), com 17% do volume global, sendo superado apenas pela Iindia. O pais exporta
cerca de 30 mil toneladas dessa fruta, destinadas principalmente a Unido Europeia, 0 que
representa apenas 2% do volume total produzido, gerando mais de US$ 39 milhdes em receita
anualmente (Anuario Brasileiro da Fruticultura 2012). Nos tltimos 12 anos, o Brasil registrou
um aumento de mais de 600% nas exportacbes de maméo (FAO 2013). Em funcéo desse
avanco, tem havido significativos investimentos em préticas que visam a melhoria da
qualidade do fruto para suprir as exigéncias dos paises importadores, principalmente no que
se refere a sanidade e presenca de produtos residuais. O rigor na qualidade e na sanidade dos
frutos imposto pelo mercado externo ocorre em fungéo da maior parte desses ser reservada ao
consumo in natura. Além disso, qualquer anormalidade, especialmente lesdes causadas por
patogenos, implica em inadequacdo ao mercado (Ritzinger e Souza 2000).

As podriddes causadas por fungos sdo as doencas mais comuns na fase de pds-colheita
do maméo (Dantas e Oliveira 2006; Silva et al. 2007; Ventura et al. 2003). A podridao
peduncular causada por Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. é uma importante
doencga pos-colheita dessa cultura no Brasil e no mundo, pois resulta em perdas de producéo e
reducdo no valor comercial dos frutos (Dantas et al. 2003; Freire et al. 2004; Paull et al. 1997,
Pereira et al. 2012; Ventura et al. 2003).

Os sintomas da doenga iniciam na regido do pedunculo e depois avangam por todo o
fruto. Os tecidos ficam com aspecto encharcado e com a progressdo dos sintomas, as lesoes
tornam-se marrom-escuras e deprimidas. A area infectada torna-se aos poucos desprovida do
tecido parenquimatoso e os frutos perdem sua consisténcia e vigor (Dantas e Oliveira 2006;
Ventura et al. 2003). L. theobromae também é capaz de infectar a regido central dos troncos
do mamoeiro, causando podriddo. Em casos mais graves, essa situacdo pode levar a
destruicdo de pomares inteiros (Freire et al. 2004; Viana et al. 2007).

A podriddo peduncular do mamao inicia no campo, onde o patdgeno se estabelece no
fruto imaturo e permanece em estadio quiescente, sem o aparecimento de sintomas, até que
ocorram condi¢Oes favoraveis para o inicio do processo de infeccdo. O manejo da podriddo
peduncular consiste em praticas para prevenir a infeccdo e retardar o desenvolvimento dos
sintomas. Diante disso, para o controle eficiente da doenca é necessario que as préaticas de
manejo se estendam desde o campo até a pos-colheita. As medidas incluem pulverizacdes

periddicas com fungicidas a partir do inicio da frutificacdo, evitar ferimentos na superficie dos
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frutos durante a colheita, armazenagem a baixas temperaturas e tratamento quimico com
fungicidas na pos-colheita (Dantas e Oliveira 2006; Santana et al. 2007; Ventura et al. 2003).

Vaérios fatores podem levar a resultados desfavoraveis quando as doencas de plantas
sdo manejadas com fungicidas. Um dos fatores mais problematicos é a baixa eficacia devido a
resisténcia dos patogenos aos fungicidas, o que se tornou comum apés a introducdo de
fungicidas com mecanismos especificos de acdo (Avenot and Michailides, 2010; Brent and
Hollomon 2007a; Brent and Hollomon 2007b; Kuck et al. 2012; Ma and Michailides 2005).

No Brasil, apenas tiabendazole (benzimidazol, grupo dos metil benzimidazol
carbamatos — MBC) ¢é registrado para o controle de L. theobromae em mamoeiro (MAPA
2013). No entanto, varios outros principios ativos sao utilizados nas areas de producéo de
mamao do Nordeste brasileiro (Pereira et al. 2012), com destaque para tiofanato metilico
(tiofanato, grupo MBC), registrado para o controle de Colletotrichum gloeosporioides e
Oidium caricae (MAPA 2013; Ventura et al. 2003). Os fungicidas MBCs atuam sobre a
mitose e a divisdo celular dos fungos e tém como sitio primario de agao a montagem da [3-
tubulina na mitose (FRAC 2013; Kuck et al. 2012).

O uso freqliente de fungicidas com sitios especificos de acdo, como os MBCs, tém
grande potencial para o desenvolvimento de resisténcia em populacdes de L. theobromae.
Isolados de L. theobromae obtidos de manga apresentaram resisténcia aos fungicidas tiofanato
metilico, benomil e tiabendazole nos Estados Unidos da América (Spaldind 1982), enquanto
isolados de mamé&o apresentaram baixa sensibilidade a benomil e tiabendazole no Brasil
(Pereira et al. 2012). Embora benomil tenha sido retirado do mercado brasileiro em 1992
(May-de-Mio et al. 2011), os produtores de maméao tém a opc¢do de usar tiofanato metilico,
outro MBC, em substituicdo ao benomil. Como os mecanismos de acdo desses principios
ativos sdo os mesmos, existe uma elevada probabilidade da existéncia de populagdes de L.
theobromae resistentes a tiofanato metilico nos pomares brasileiros de mamoeiros.

Um dos fatores mais importantes afetando a evolucdo da resisténcia a fungicidas em
populacbes de fungos € a adaptabilidade de isolados resistentes (Peever e Milgroom 1994;
Skylakakis 1987). Adaptabilidade tem sido definida como a habilidade de um isolado para
sobreviver, desenvolver e reproduzir comparado a outros isolados sob as mesmas condicdes.
Assim, algumas mudancas metabolicas que determinam um isolado se comportar como ndo
sensivel podem estar ligadas a uma menor adaptabilidade na presenca ou auséncia do
fungicida (Ghini e Kimati 2000). Parametros como a capacidade do patégeno para crescer,
reproduzir e competir em um hospedeiro susceptivel, bem como patogenicidade e

sobrevivéncia através de ciclos repetidos, sdo usadas para mensurar a adaptabilidade de um
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organismo. Custos de adaptabilidade também tém sido mensurados em termos de crescimento
micelial, producdo de esporos, germinacdo de esporos, periodo de incubacdo e viruléncia
(Antonovics e Alexander 1989).

Esse estudo teve como objetivos investigar a sensibilidade de isolados de L.
theobromae do mamao a tiofanato metilico e a relacdo entre sensibilidade a esse fungicida e
0s parametros associados a adaptabilidade. Portanto, testam-se duas hipéteses: 1. Populacdes
de L. theobromae de pomares de mamoeiro diferem na sensibilidade a tiofanato metilico; 2. A
sensibilidade de populagdes de L. theobromae a tiofanato metilico estd associada com
parametros de adaptabilidade: taxa de crescimento micelial, crescimento micelial em
diferentes temperaturas, producdo de picnidios e esporos, germinacdo de esporos,

sensibilidade osmatica e viruléncia em frutos do mamoeiro.

Material e métodos

Isolados fangicos

Foram utilizados 109 isolados de L. theobromae, coletados em 15 pomares de
mamoeiro no Nordeste brasileiro em 2006 e 2007 (Pereira et al. 2012). Os isolados foram
identificados por inferéncia filogenética baseada na sequéncia completa da regido ITS (espaco
interno transcrito) e na sequencia parcial do gene EF-1a (fator de elongagdo), como descrito
previamente (Brito Netto 2012). Esses isolados representam cinco populagdes (A a E) de
acordo com sua origem geografica (Tabela. 1). Somente os pomares da populacdo C néo
receberam aplicacdo de fungicidas. Todos os outros campos receberam pelo menos uma
pulverizagdo com fungicidas metil benzimidazole carbamatos (MBC), inibidores da
demetilagcdo (DMIS) ou pertencentes a outros grupos (Tabela 1). Os isolados encontram-se
depositados na Colecdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos "Prof. Maria Menezes"
(CMM) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Recife, Pernambuco, Brasil) e
culturas estoque foram mantidas em meio batata dextrose &gar — BDA (Acumedia, Lansing,

MI, USA) inclinado a 5°C no escuro.

Sensibilidade dos isolados a tiofanato metilico

Nesse estudo foram utilizados todos os isolados de L. theobromae e a formulagédo

comercial do fungicida tiofanto metilico (Cercobin 700 WP, 700 g Kg™ ingrediente ativo (i.a.)
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WP, lharabras, S&o Paulo, SP, Brasil). O fungicida foi dissolvido em agua destilada
esterilizada e adicionado ao meio BDA fundente (45°C) para produzir sete concentracdes:
0,25;0,5; 1;2; 4; 8 ¢ 16 pg de i.a ml™.

Discos de micélio (4 mm de didametro) removidos de margens de culturas com 4 dias
de idade foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo BDA suplementado com
as diferentes concentracGes do fungicida. Placas de Petri contendo BDA sem fungicida foram
utilizadas como testemunha. Foram utilizadas quatro placas (repeticGes) por combinacao
isolado x concentracdo. Apos 48 h de incubacdo a 28°C no escuro, o crescimento radial
(diametro) de cada col6nia foi mensurado em duas dire¢des perpendiculares, e o didmetro
original do disco de micélio (4 mm) foi subtraido dessa mensuracdo. A porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial (ICMg) foi calculada com a formula ICMg=[(T - F)/T]x100,
onde T é o didmetro da col6nia da testemunha (sem fungicida) e F € o didametro da col6nia
para o tratamento com o fungicida. A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial foi
calculada para todas as concentragdes do fungicida. A concentragdo efetiva do fungicida (pg
i.a ml™) para inibir 50% do crescimento micelial (CEs) foi calculada para cada isolado pela
regressao linear das inibi¢es do crescimento micelial versus a transformacéo log;o para cada
concentragdo do fungicida.

Quatro concentragdes adicionais de tiofanato metilico a 50, 100, 200 ¢ 300 pg de i.a
ml™ foram preparadas para testar os isolados menos sensiveis, utilizando procedimentos
similares ao descrito acima. Placas com BDA sem o fungicida foram utilizadas como
testemunha.

Distribuicdes de frequéncia dos isolados de L. theobromae entre os intervalos de
valores de CEsy foram estabelecidas. Os 10 isolados com menores e maiores valores de CEsy
foram agrupados e denominados como sensiveis (S) e ndo sensiveis (NS), respectivamente. A
diferenca nos valores de CEs, entre isolados sensiveis e ndo sensiveis a tiofanato metilico foi
determinada pelo teste t-Student (P=0,05). Em seguida, os valores de CEsp das cinco

populacbes foram comparados pelo teste LSD de Fisher (P=0,05).
Componentes de adaptabilidade de isolados sensiveis e ndo sensiveis a tiofanato metilico
Os seguintes componentes de adaptabilidade foram estimados e comparados para 0s

isolados de L. theobromae sensiveis e ndo sensiveis a tiofanato metilico: (a) taxa de

crescimento micelial, (b) temperatura O6tima para crescimento micelial, (c¢) producdo de
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picnidios, (d) producéo de esporos, (e) germinacédo de esporos, (f) sensibilidade osmdtica e (g)
viruléncia. Em todos os experimentos foram utilizados 10 isolados sensiveis e 10 isolados ndo

sensiveis ao fungicida.

Taxa de crescimento micelial

Discos de micélio (4 mm de didmetro) removidos de margens de culturas com 4 dias
de idade foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo BDA sem fungicida, as
quais foram incubadas no escuro a 28°C. Foram utilizadas cinco placas (repeti¢es) por
isolado. O diametro das colonias foi mensurado a 24 h e 36 h em duas direcdes
perpendiculares e obtida a média para calcular a taxa de crescimento micelial (TCM) em mm
h.

Temperatura 6tima para crescimento micelial

Discos de micélio (4 mm de didmetro) removidos de margens de culturas com 4 dias
de idade foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo BDA sem fungicida. Em
seguida, as placas foram incubadas separadamente a 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40°C no escuro.
Foram utilizadas quatro placas (repeti¢fes) por combinacdo isolado-temperatura. O diametro
das coldnias foi mensurado com 36 h de incubacgéo, em duas dire¢des perpendiculares, sendo
calculada a média. Os valores dos diametros das col6nias versus temperaturas foram ajustados
para curvas de regressdo usando o modelo polinomial clbico (y = a + bx + cx* + dx®). A
temperatura 6tima (TOT), definida como aquela que propiciou maior crescimento micelial, foi
estimada usando o modelo de regressdo e o sumario numérico com o programa TableCurve™
2D v. 5.01 (SYSTAT Software Inc., Chicago, IL, USA).

Producéo de picnidios, producédo e germinacéo de esporos

Para a producdo de picnidios (PIC), discos de micélio (4 mm de didmetro) removidos
de margens de culturas com 4 dias de idade em BDA foram transferidos para o centro de
placas de Petri contendo &gar agua a 2% — AA sem fungicida. Em seguida, quatro aciculas de
pinheiro esterilizadas foram colocadas ao lado do disco na superficie do meio de cultura e as

placas foram incubadas a 28°C sob fotoperiodo de 12 h iluminagdo proxima a luz ultravioleta
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(Slippers et al. 2004). Foram utilizadas cinco placas (repeti¢fes) por isolado. Apos duas
semanas de incubacdo, foi realizada a contagem do numero de picnidios produzidos nas
aciculas por placa de Petri.

Para a andlise da producdo de esporos (PES), as aciculas foram removidas da
superficie do meio AA e transferidas para almofariz esterilizado. Apds a adi¢do de 10 ml de
agua destilada esterilizada, foi efetuada a maceracdo dos picnidios com pistilo esterilizados
para a liberacdo dos esporos. A suspensdo obtida de cada isolado foi filtrada em gaze
esterilizada em camada dupla, transferida para tubos de ensaio esterilizados e 0 numero de
esporos por placa foi estimado utilizando-se um hemacitdometro. Trés gotas de suspenséo de
esporos foram contadas de cada placa e cinco placas foram utilizadas por isolado.

Para avaliar a germinacdo dos esporos (GER), a suspensdo obtida no ensaio de
producdo de esporos foi ajustada para a concentracéo de 1 x 10% esporos ml™ com o auxilio de
hemacitdometro. Em seguida, quatro gotas (uma gota = 40 ul) da suspensdo de esporos foram
colocadas na superficie do AA sem fungicida e cobertas com uma laminula esterilizada. As
placas foram incubadas a 28°C no escuro. Foram utilizadas quatro placas (repeticdes) por
isolado. Ap6s 6 h de incubacgdo, a germinagdo dos esporos foi paralisada pela coloracdo com
fucsina &cida em lactofenol e a porcentagem de germinacdo dos esporos foi determinada pela
observacao de 200 esporos por placa com auxilio de microscopio composto (Olympus BX41;
Olympus Co., Tokyo, Japdo). Um esporo foi considerado germinado quando o tubo

germinativo apresentou pelo menos a metade do tamanho do seu eixo longitudinal.

Sensibilidade osmotica

Para analisar a sensibilidade osmética (SOS), discos de micélio (4 mm de diametro)
removidos de margens de culturas com 4 dias de idade foram transferidos para o centro de
placas de Petri contendo BDA suplementado com cloreto de sodio (NaCl) nas concentracdes
de 1, 2, 4, 6 e 8% (peso/volume). Placas de Petri contendo BDA sem NaCl constituiram-se
das testemunha. Foram utilizadas quatro placas (repeticbes) por combinacdo isolado-
concentracdo de NaCl. Apos 36 h de incubagdo a 28°C no escuro, foi mensurado o didmetro
das coldnias em duas direcdes perpendiculares. A porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial (ICMy) foi calculada com a férmula ICMy=[(T — N)/T]x100, onde T é o diametro da
colbnia da testemunha (sem NaCl) e N é o diametro da colbnia para o tratamento com NaCl.
A porcentagem de inibigdo do crescimento micelial foi calculada para todas as concentragdes

de NaCl. A concentracdo efetiva de NaCl (%) para inibir 50% do crescimento micelial
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(CEsoN) foi calculada para cada isolado pela regresséo linear das inibi¢es do crescimento

micelial versus a transformacao log;o para cada concentracdo de NacCl.
Viruléncia em frutos do mamoeiro

Na analise de viruléncia dos isolados foram utilizados frutos de mamoeiro (cv.
Golden) no estadio 4 de maturacdo (Ministério da Integracdo Nacional 2000), que nao haviam
sido tratados com fungicidas. Os frutos foram lavados com detergente em &gua corrente,
desinfestados superficialmente em solug&o de hipoclorito de sodio (NaOCl) a 1% por 3 min e
lavados com agua destilada. Apds a secagem, a epiderme de cada fruto foi perfurada em um
unico ponto com auxilio de uma agulha esterilizada a profundidade de 3 mm. Um disco de
micelio (4 mm de didmetro) de cada isolado foi removido da margem de colénia com 4 dias
de crescimento em BDA e transferido para a epiderme ferida. Para a testemunha, foram
utilizados discos de BDA néo colonizados pelo fungo. Os frutos foram colocados em bandejas
plasticas forradas com papéis toalhas umedecidos com agua destilada e cobertos com saco
plastico. Foram utilizadas cinco repeti¢fes (2 frutos por repeticdo) por isolado. As bandejas
foram incubadas a 28°C no escuro. Apés 24 h, foram removidos os sacos plasticos e 0s papéis
toalhas das bandejas, e os frutos foram armazenados na mesma temperatura por um periodo
adicional de 24 h. O diametro da lesdo (DLE) foi mensurado 48 h apds a inoculacdo em duas
direcOes perpendiculares e calculado o didmetro médio da lesdo.

Para cada variavel dos componentes de adaptabilidade analisados, as diferencas entre
os isolados de L. theobromae sensiveis e ndo sensiveis a tiofanato metilico foram
determinadas pelo teste t-Student (P=0,05). As analises estatisticas foram realizadas com o
programa STATISTIX v. 9.0 (Analytical Software, Tallahassee, FL, USA).

Resultados
Sensibilidade dos isolados a tiofanato metilico

A resposta de sensibilidade a tiofanato metilico variou entre os isolados de L.
theobromae, sendo que nas concentragdes analisadas os isolados apresentaram uma resposta

continua de inibicdo entre os extremos de sensibilidade. Os valores estimados de CEsg

apresentados pelos isolados variaram de 0,88 a 8,3x10° pg de i.a. ml™. Valores de CEsp
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superiores a 300 pg ml™, concentragdo méaxima avaliada, ocorreram em 20,2% dos isolados,
sendo denominados como ndo sensiveis (NS) a tiofanato metilico. Para os demais 79,8% dos
isolados, considerados sensiveis (S), a média de CEsy foi de 1,87 pug ml™ (amplitude: 0,88 a
5,78 ug ml™). Valores de CEsp entre 1,33 e 1,98 ug ml™ ocorreram em 59,6%, e 5,5% dos
isolados apresentaram CEsp entre 0,88 ¢ 1,30 ug ml™ (Fig. 1). Todos os isolados NS eram da
pertenciam a populagédo E (Tabela 1) e foram obtidos de pomares nas cidades de Parnamirim e
Sdo José do Mipibu no estado do Rio Grande do Norte, representando 62,5% e 68,0% dos
isolados dessas cidades, respectivamente. Foram constatadas diferencas (P<0,05) no nivel de
sensibilidade ao tiofanato metilico entre as popula¢Bes de L. theobromae associadas a estes
pomares. A populacdo E foi a menos sensivel ao fungicida, enquanto as populacbes C e D
foram as mais sensiveis (Tabela 2).

Quando os isolados de L. theobromae foram agrupados conforme os extremos de
sensibilidade, os valores de CEsy dos 10 isolados sensiveis (S) variaram entre 0,88 e 1,47 pg
ml™, sendo a média (1,26 pg ml™) significativamente (P<0,05) inferior & constatada (>300 ug
ml™®) nos 10 isolados ndo sensiveis (NS). Entre os isolados classificados como S, 40%

pertenciam a populagbes C e 40% a populacdo D (Tabela 1).
Componentes de adaptabilidade de isolados sensiveis e ndo sensiveis a tiofanato metilico

Sete componentes de adaptabilidade foram mensurados para os 20 isolados de L.
theobromae pertencentes a dois diferentes grupos de sensibilidade a tiofanato metilico. Nao
houve diferenca (P=0,05) entre isolados sensiveis (S) e ndo sensiveis (NS) a tiofanato
metilico para taxa de crescimento micelial em meio de cultura sem fungicida (TCM),
temperatura 6tima para crescimento micelial (TOT), producdo de picnidios (PIC), germinacao
de esporos (GER), sensibilidade osmotica (SOS) e viruléncia em frutos de mamoeiro (DLE).
Houve diferenca (P=0,017) entre os isolados S e NS a tiofanato metilico somente em relacéo

a producdo de esporos (Tabela 3).
Discussao
Este € o primeiro relato sobre a sensibilidade de isolados de L. theobromae obtidos de

pomares de mamoeiro a tiofanato metilico e sobre a influéncia desse fungicida nos

componentes de adaptabilidade de isolados sensiveis e ndo sensiveis, embora um estudo com
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L. theobromae (Pereira et al. 2012) tenha sido realizado previamente com benomil e
tiabendazole, também pertencentes ao grupo MBC.

Tiofanato metilico ndo é registrado no Brasil para o controle de L. theobromae em
mamoeiro, mas tem registro para o controle de C. gloeosporioides e O. caricae nessa fruteira
(MAPA 2013; Ventura et al. 2003), motivo pelo qual é utilizado nos pomares do Nordeste
brasileiro para o controle de L. theobromae (Pereira et al. 2012). Os resultados desse estudo
indicam que a eficacia de tiofanato metilico no controle de L. theobromae em mamoeiro no
Nordeste brasileiro pode ser baixa, tendo em visto a elevada frequéncia (20,2%) de isolados
nao sensiveis (NS) a uma alta concentragdo do principio ativo (300 pg i.a. ml'l). Todos os
isolados NS de L. theobromae foram oriundos de uma unica populacdo (E) e representaram
66,7% dos isolados dessa populacdo. Resultados similares foram constatados por Pereira et al.
(2012), quando analisaram a sensibilidade de isolados dessa populacdo em relagédo aos
fungicidas benomil e tiabendazole. Portanto, existem fortes indicios de ocorréncia de
resisténcia cruzada aos diferentes principios ativos, todos pertencentes ao grupo MBC.
Resisténcia cruzada a MBCs é comum entre espécies fungicas e amplamente reportada na
literatura, uma vez que 0s mecanismos que governam a resisténcia fungica aos fungicidas
MBC séo similares (Davidson et al. 2006; Ma e Michailides 2005). Na maioria dos casos
estudados, a principal causa desse fendmeno consiste no mecanismo de resisténcia ser um
ponto de mutagdo do gene p-tubulina (Ma e Michailides 2005). Embora os pomares de
mamoeiro onde as populagdes A, B e D de L. theobromae foram obtidas também tenham sido
submetidos a aplicacdo de tiofanato metilico, nestas ndo foram detectados isolados néo
sensiveis a esse fungicida. Alelos resistentes sdo muitas vezes raros ou inexistentes em
populacbes de fungos antes da utilizacdo de um determinado fungicida, porém, podem surgir
apos a aplicacdo de fungicidas. A velocidade das mudancas causadas pela resisténcia é
determinada pela epidemiologia do patégeno e a frequéncia ou duracdo da pressdo de selecdo
aplicada (Brent e Hollomon 2007a; Brent e Hollomon 2007b; Ma e Michailides 2005).
Portanto, a populacdo E pode ter sido submetida a pressdo de selecdo pelo uso frequente e ao
longo do tempo de tiofanato metilico e outros MBCs para o controle de L. theobromae ou
outros patdgenos.

O valor médio de CEsp dos isolados sensiveis a tiofanato metilico (1,87 ug ml™ ) foi
mais elevado que os constatados por Pereira et al. (2012) em populagdes de L. theobromae
sensfveis a benomil (0,083 pg ml™) e thiabendazole (0,765 pg mi™).

Informaces sobre os componentes de adaptabilidade de fungos resistentes e sensiveis

a fungicidas sdo Uteis para evitar o desenvolvimento da resisténcia e nas estratégias de manejo
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das doencas (Antonovics e Alexander 1989; Ma e Michailides 2005). Adaptabilidade é uma
medida da producdo total de descendéncia viavel por um individuo em sua vida (McDonald,
2004). Resisténcia a fungicidas, por si so, € um condicionador de adaptabilidade importante
nos campos em que os fungicidas sdo aplicados. Neste cenario, os individuos ndo sensiveis
estdo em vantagem porque superam a “barreira seletiva™ exercida pelo uso de fungicida,
completando assim seu ciclo de vida e deixando mais descendentes do que os individuos
sensiveis. Contudo, a resisténcia pode ter um custo de adaptabilidade, em que na auséncia de
uma "barreira seletiva" os individuos resistentes possuem menor habilidade competitiva. Em
outras palavras, a resisténcia pode ter um efeito pleiotropico, resultando em menor
adaptabilidade e fazendo com que a frequéncia de isolados ndo sensiveis decline quando a
pressdo de selecdo do fungicida for descontinuada no campo (Ma e Michailides 2005).
Diferengas consideraveis foram detectadas entre os extremos de sensibilidade a tiofanato
metilico, mas ndo houve nenhuma evidéncia ligando niveis de sensibilidade dos isolados de L.
theobromae com a taxa de crescimento micelial, temperatura étima para crescimento micelial,
producdo de picnidios, germinacdo de esporos, sensibilidade osmética e viruléncia em frutos
do mamoeiro. De maneira similar, Pereira et al (2012) ndo constataram diferencas na taxa de
crescimento micelial e na viruléncia em frutos do mamoeiro entre isolados de L. theobromae
sensiveis e ndo sensiveis a benomil e tiabendazole. O Unico componente de adaptabilidade de
L. theobromae afetado pela sensibilidade ao fungicida nesse estudo foi producdo de esporos,
uma vez que isolados ndo sensiveis apresentaram capacidade de esporulacdo
significativamente inferior aos isolados sensiveis, indicando um custo de adaptabilidade.

Os isolados de L. theobromae ndo sensiveis a tiofanato metilico foram coletados no
principal polo de producdo de mamao para exportacdo do Brasil, localizado no estado do Rio
Grande do Norte. Isso torna os resultados ainda mais preocupantes em termos de possiveis
impactos econdmicos decorrentes da predominéncia de isolados ndo sensiveis a MBCs e

ineficacia do controle da doenca baseado na aplicacdo desses fungicidas.
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Tabela 1 Populaces de isolados de Lasiodiplodia thebromae coletados em pomares de
mamoeiro no Nordeste brasileiro, localizados nos estados da Bahia (BA), Pernambuco (PE),
Paraiba (PB) e Rio Grande do Norte (RN), com indicagdo dos fungicidas utilizados para o
controle das doencas

Populagdo®  Municipio No. de isolados Ingrediente ativo utilizado®

A Petrolina (PE), Juazeiro (BA) 25 tebuconazole?, tiofanato
metilico’, mancozeb?,
oxicloreto de cobre*

B Amaraji (PE) 10 mancozeb*, tebuconazole?,
tiofanato metilico

C Goiana (PE), Pitimbu (PB) 10 nenhum

D Conde (PB), Santa Rita (PB) 31 azoxystrobin®,
difenoconazole?, tiofanato
metilico’, oxicloreto de
cobre?

E Parnamirin (RN), Sao José do Mipibu (RN) 33 azoxystrobin®,
difenoconazole?,
mancozeb*, pyraclostrobin®,
tebuconazole?, tiofanato
metilico®

& Cada populacéo foi definida com base na distancia geografica entre os pomares de origem dos isolados

b Grupos: metil benzimidazole carbamatos — MBC (1), inibidores da demetilagdo — DMI (2), inibidores da

quinona — Qol (3) e protetores (4)
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Tabela 2 Comparagdo da concentracdo efetiva de tiofanato metilico para inibir 50% do

crescimento micelial (CEsp) entre cinco populagdes de isolados de Lasiodiplodia theobromae

coletados em pomares de mamoeiro do Nordeste brasileiro

Populagao®

CEso (ug i.a mI™h)P

A (Petrolina-PE, Juazeiro-BA)
B (Amaraji-PE)
C (Goiana-PE, Pitimbu-PB)

D (Conde-PB, Santa Rita-PB)

E (Parnamirin-RN, S&o José do Mipibu-RN)

2,16 b (+0,098)
1,99 be (+0,155)
1,48d (0,155)
1,72 cd (+0,088)

>300a (£732,542)

® Cada populaco foi definida com base na distancia geogréafica entre os pomares de origem dos isolados

® Valores (ug i.a ml™) seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste LSD de Fisher

(P=0.05). Valores (£) nos parénteses representam os erros padrdes

Tabela 3. Comparacdo na taxa de crescimento micelial, sensibilidade osmética, temperatura

6tima para o crescimento micelial, producdo de picnidios e conidios, taxa de germinacdo de

esporos, e viruléncia entre os isolados sensiveis (S) e ndo sensiveis (NS) de Lasiodiplodia

theobromae a tiofanato metilico de mamoeiros.

Classe? Taxa de Sensibilidade Temperatura  Producéo de Producéo de Taxa de Viruléncia
crescimento osmotica para 0 6timo  picnidios/placa® conidios/mL®  germinacdo  (didmetro
micelial (CEsoNaCl)®  crescimento de esporos da leséo
(mm/h)° micelial (%)° em mm)°
(cy
Sensivel (S) 12a 28a 29,0a 336a 8,2x10°b 55,2a 149 a
N&o sensivel 13a 28a 284 a 239a 2,6x10°a 66,3 a 14,6 a
(NS)
P 0,2803 0,6778 0,3263 0,2708 0,0171 0,3831 0,9065

# Cada classe é composta de 10 isolados, selecionados pelos valores menores e maiores de CEsg,

® Valores dentro da coluna seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente de acordo com o teste de

Student (P=0,05).

Valores (+) em parénteses representam o erro padrao.
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Fig. 1 DistribuicGes de frequéncia de concentragdes efetivas de tiofanato metilico para inibir
50% do crescimento micelial (CEsp) de 109 isolados de Lasiodiplodia theobromae coletados

em pomares de mamoeiros no Nordeste brasileiro
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CONCLUSOES GERAIS

1. Populagdes de L. theobromae de mamoeiros do Nordeste brasileiro diferem na

sensibilidade a tiofanato metilico;

2. Nenhuma evidencia sélida foi encontrada ligando niveis de sensibilidade dos isolados
de L. theobromae com taxa de crescimento micelial, producédo de picnidios, germinacéao

de esporos, sensibilidade osmdtica e viruléncia em frutos de mamoeiro;

3. Ha indicacéo da existéncia de um custo de adaptabilidade dos isolados néo sensiveis,
pois esses apresentaram menor capacidade de esporulacdo comparado aos isolados

sensiveis.
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