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CAPITULO 1
4

SENSIBILIDADE E RESISTENCIA IN VITRO DE
Botrytis cinerea A FUNGICID@S

RESUMO

KIMURA, Mauro Koozo. Sensibilidade e resisténcia in vitro de Botrytis
cinerea a fungicidas. Lavras: UFLA, 132p. (Dissertagio - Mestrado em
Fitopatologia). ‘

A cultura do eucalipto ¢ considerada de grande importancia agricola,
devido a grande extensdo em drea plantada. Dentre alguns problemas da cultura
destaca-se, as perdas ocasionada por fingos na fase de :fonnaqéo das mudas. A
intensiva produgdo de mudas em viveiros florestais, ;propicia um ambiente
favoravel a ocorréncia de doengas, destacando a doenga conhecida como mofo
cinzento ou tombamento de estacas ocasionada pelo fungo Botrytis cinerea. Para
o controle deste patogeno, diversas medidas de manejo da doenga podem ser
adotadas, mas devido a necessidade da grande produc;ig de mudas, taticas de
controle quimico sdo adotadas indiscriminadamente, pois ha poucos estudos sobre
a recomendacdo de fungicidas e sua estratégia de aplicaciio do controle do mofo
cinzento do eucalipto. O uso de forma inadequada destes fungicidas ocasiona
diversos problemas, sendo um deles relacionado a resisténcia de fungos a
fungicidas, problemas advindos da ma aplicagio em altas concentracdes e em

épocas inadequadas. A ocorréncia de fungos resistentes pode ocasionar grandes

Comité Orientador: Paulo Esteviio de Souza - UFLA (Orientador), Mario Licio Vilela
Resende - UFLA, Mirio Sobral de Abreu - UFLA, Ricardo Magela de Souza - UFLA



perdas na cultura e para a empresa fabricante do produto quimico, entretanto,

isto ocorre quando o fungo se adapta as condi¢Oes locais competindo com os
fungos sensiveis ¢ mantendo-se patogénicos, com a mesma capacidade de
sobrevivéncia e disseminagio. Em diversos paises da América, Europa e Asia
varias publica¢Ges tem relatada a resisténcia de fungos a fungicidas como para o
benomyl, iprodione, dichlofluanid, procymidone, metalaxyl e para alguns
fungicidas DMI’s (inibidores de reacdo de demetilagdo) como os triazéis,
imidazoles e pirimidinas. Diversos pesquisadores realizaram testes in vitro,
utilizando o método de fungicida incorporado ao meio de cultura BDA, para
avaliar a sensibilidade micelial ao fungicida, a sensibilidade de conidios em
solucdo fungicida, testes in vivo para avaliar a patogenicidade e capacidade
competitiva das linhagens; e para a adaptabilidade do fungo ao fungicida, teste
sobre a estabilidade da resisténcia sdo feitas no meio de cultura com e/ou sem
fungicida. Pela falta de estudos, necessitam-se de estudos relacionados as
estratégias de controle do mofo cinzento e sensibilidade de B. cinerea a
fungicidas, e também da adaptabilidade de linhagens resistentes a fungicidas.

il



ABSTRATC

KIMURA, Mauro Koozo. In vitro sensitivity and resistance of Botrytis cinerea
to fungicides. Lavras: UFLA, 1999. 132p. (Dissertation - Magister Science
in Phytopathology) :

Eucalyptus cultivation is considered of great agricultural importance, due
to the large extension in planted area. Of the problems 6f the culture, the losses
brought about by fungi at the phase of cutting formation stand out. The intensive
production of cuttings in forest nurseries, enables an environment favorable to the
occurrence of diseases, standing out the disease known gray mold or damping-off,
proveked by the fungus Botrytis cinerea. For the control of this pathogen, a
number of measures of management of the disease can be adopted, but due to the
need of the great production of cuttings, chemical control tactics are adopted
indiscriminately for there are few studies on fungicide recommendation and its
application strategy of the control of eucalyptus gray molgl. Use in an inadequate
way of those fungicides brings a lot of problems, one of thém being related to the
resistance of fungi to fungicides, problems stemming from misapplication at high
doses and in inadequate times. Occurrence of resistant fungi can give rise to large
losses in the crop and to the enterprise manufacturing the chemncal, however, this
takes place when the fungus becomes adapted to the local conditions, competing
with sensitive fungi and keeping themselves pathogenic, with the same capacity of
survival and dissemination. In several countries of the Americas, Europe and

Guidance Committee: Paulo Estevio de Souza - UFLA (Adviser), Mirio Licio Vilela
Resende - UFLA, Mirio Sobral de Abreu - UFLA, Ricardo Magela de Souza - UFLA.
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Asia, a number of issues has reported the fungal resistance to fungicides, such as
benomyl, iprodione, dichlofluanid, procymidone, metalaxyl and to some DMI's
(demethylation reaction inhibitors) as triazols, imidazols and pirimidines. Several
research works utilize in vitro tests as the method of fungicide incorporated to the
of cuiture medium PDA to evaluate the mycelial sensitivity to the fungicide, the
sensitivity of spores in fungicide solution, in vivo tests to evaluate the
pathogenicity and competitive capacity of the strains; and for the adaptability of
the fungus to the fungicide, test about the resistance stability are done in the
culture medium with and/or without a fungicide. Further studies related to the
control strategies of gray mold and the sensitivity of B. cinerea to fungicides, and
also of the adaptability of fimgicide resistant strains are needed.

iv



1 INTRODUCAO GERAL

Atualmente, a cultura do género Eucalyptus apresenta-se como a 3* maior
cultura em érea cultivada no Brasil, apresentando 7 milhdes de hectares no ano de
1994, superada apenas pelas culturas do milho e da soja (FAO, 1992). A
participagdo dos produtos florestais nas exportagdes brasileiras chegoun a 5,2%
em 1992, mantendo uma participagiio de 2 a 7% no PIB nacional nos ultimos 20
anos. O setor florestal cria, diretamente, em tomo de 600 mil empregos, e
indiretamente, 1 milhdo (Anuario ..., 1993 e Associagdo ..., 1993).

A produciio de mudas das espécies florestais, sobretudo a de eucalipto, é
realizada por empresas florestais, utilizando tecnologia de produgdo intensiva de
mudas, por meio de estaquia, microestaquia, nﬁcropropagac;ﬁo e semente.

A tecnologia que tem colocado as empresas florestais em destaque em
termos de produgdo de mudas de eucalipto tem trazido dificuldades,
especialmente no que se refere a incidéncia e severidade de doengas fiingicas.
Dentre as muitas doengas fingicas no viveiro florestal de eucalipto, destacam-se
o mofo cinzento e o tombamento de mudas, causado por éotwﬁs cinerea Pers. ex
Fr (Ferreira, 1989 e Ferreira, 1997).

O fungo B. cinerea é um parasita facultativo, que’ encontra-se distribuido
em todo mundo, principalmente em cultivos dentro de césas-de-vegetacéo e em
cultivos intensivos, ocasionando grandes perdas quando ndo controlado ou
quando torna-se resistente aos fungicidas.

O ambiente com elevada umidade e temperaturas amenas ¢é extremamente
favoravel para o desenvolvimento do patogeno, que nestas condigdes é favorecido

em termos de scbrevivéncia, de adaptacdo, de disseminaqid e de infecco.



Com a implantagdo de macigos homogéneos, o risco da ocorréncia de
doengas em niveis epidémicos é grande, com isso, ha necessidade de se adotar
medidas de controle. Atualmente, uma das medidas mais utilizadas é o controle
quimico, que quando utilizado de maneira correta, com um acompanhamento
especializado, € capaz de controlar eficientemente as doengas mais importantes
que possam ocorrer principalmente em viveiros florestais. Uma das principais
preocupagdes quanto ao uso indiscriminado de fungicidas é a possibilidade de
adaptacdo dos fungos, criando resisténcia (Kimati, 1987).

Muitos trabalhos tém demonstrado a existéncia de isolados de B. cinerea
resistente a fungicidas, obtidos de cultivos comerciais, em diferentes culturas.
Tem-se encontrado linhagens de B. cinerea resistentes, principalmente aos grupos
quimicos benzimidazois (Smith, 1994) e dicarboximidas (Lorenz, 1994),
podendo, em alguns casos, esta resisténcia ser, para ambos grupos quimicos,
chamadas de resisténcia cruzada (Northover e Matteoni, 1986; Kimati, 1995 e
Raposo, 1996).

No cultivo de mudas de eucalipto, ndo ha fungicidas especificamente
recomendados para o controle de B. cinerea. E necessario testar novas moléculas
para que haja altemativas do controle, através da integragio de varios métodos,
reduzindo o surgimento de resisténcia a fungicidas nas populagdes do patégeno.

O presente trabalho objetivou avaliar a sensibilidade de B. cinerea a
fungicidas e a adaptabilidade de linhagens resistentes a fungicida, in vitro.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais de Botrytis cinerea Pers. ex Fr.

O fungo B. cinerea é um parasita facultativo, cosmopolita, causando
danos principalmente em casas-de-vegetacio e em plantas omamentais,
horticolas, frutiferas (Agrios, 1997, Krugner e Bacchi, 1995) e também em
mudas de eucalipto (Ferreira, 1989). E o agente causal de doencas conhecidas
como mofo cinzento, queima de botrytis e tombamento de mudas, atacando
folhas, hastes e frutos. E considerada como uma das dgenc.as mais comuns em
cultivos protegidos.

Sdo sintomas comuns causados por B. cinerea: manchas foliares,
podriddes da coroa e da copa, cancro das hastes,; podriddes de mudas,
tombamentos, podridoes de armazenamento de raizes, de nzomas e de frutos. Os
tecidos feridos ou senescentes sdo especiaimente susceptiveis a invasdo pelo
fungo. Lesdes causadas por B. cinerea sio facilmente identificadas, no campo,
pelas suas caracteristicas de esporulaciio e do mofo penﬁgento (Ferreira, 1989,
Daughtrey, Wick e Peterson, 1995).

No tombamento de mudas de eucalipto, praticamgnte véem-se infecgdes
de B. cinerea com mais intensidade no estadio de fechaméno de canteiros, sendo
o patdgeno que predomina nesse estadio. Provavelmente, o que acontece € que a
partir de outras fontes de indculo e com o auxilio de ventos, 0s conidios sdo
disseminados e chegam até as copas das mudas nesse %osﬁdio. Em seguida,
lavados pela irrigagdo ou pela chuva, caem sobre folhas ménas, na superficie dos
recipientes, sob a copa entrelagada das mudas, onde se veriﬁca a sua colonizagio
saprofitica, seguindo-se intensa produgiio de estruturas reprodutivas do fungo na
superficie desse substrato.



A presenga de esporula¢ao do fungo € visualizada sobre folhas mortas na
superficie dos recipientes, como mofo marrom-acinzentado ou prateado. As
primeiras infecgdes de hastes das mudas ocorrem quando o fungo entra em
contato com o limbos senescentes, ocorrendo a colonizagio e esporulagdo. A
elevada umidade e temperaturas relativamente baixas ou moderadas (dias
garoentos) s3o condigdes favoraveis para infecglio e esporulagiio de B. cinerea.
Os conidios podem ser disseminados facilmente pelo impacto de gota de agua de
irmgacdo ou de chuva na esporulagio, que normalmente é abundante e seca.
Saprofiticamente, o fingo vive em folhas e em outros érgdos vegetais mortos no
solo, especialmente de seus hospedeiros. Sobre e nos tecidos desses materiais, o
fungo produz hifas e esclerédios. Os esclerédios podem garantir-lhe sobrevivéncia
em condi¢des de ambiente desfavordveis, fatais para as hifas normais. Em
condicdes de temperatura e umidade favoraveis, os esclerddios germinam
produzindo hifas com poder para colonizar tecidos vegetais vivos ou mortos e
produtoras de conidiéforos e conidios. (Ferreira, 1989; Krugner e Auer, 1997).

2.2 Taxonomia de Botrytis cinerea

Botrytis cinerea Pers. ex Fr é um fungo mitospérico, sendo anamorfo do
filo ascomicota, da ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae, do género
Botryotinia (Alexopoulos, Mims e Blackwell, 1995 e Hawksworth et al., 1995).
O anamorfo produz micélio abundante, de ooloraqe_‘io pardo acinzentada, com
conidioforos longos, septados, com ramificacdes dicotdmicas e denticulos
sutentadores dos conidios. Células conidiégeneas terminais apresentam-se nas
extremidades das ramificagGes, com conidios unicelulares nas dimensdes de 4-11
um x 6-18 um, em que sdo multinucleados (3 a 18 niicleos, média de 5), hialinos
ou quase hialinos; lisos e globosos encontram-se ligados. A produgdo de conidios
¢ abundante, tanto em meios de cultura como em tecidos de hospedeiros



infectados. Formam esclerodios bem desenvolvidos, com variagdo de tamanho
desde poucos milimetros até mais de 1 cm, de mlomgéo negra tanto em meio de
cultura com em restos culturais, que determinam a sobrévi\é:cia do patégeno em
condi¢des adversas (Agrios, 1997; Krugner e Bacchz, 1995; Ferreira, 1989 ¢
Jarvis, 1980).

2.3 Controle quimico de Botrytis cinerea

Atualmente, nfo existem fungicidas registrado no Ministério da
Agricultura para o controle de tombamento de mudas ou mofo cinzento, causados
por B. cinerea na cultura do eucalipto (Compéndio, 1999). Utilizam-se, portanto,
as recomendacdes definidas para outras culturas. Entretanto, o uso desordenado e
sem acompanhamento técnico correto aumenta o risco de usar uma super ou sub-
dosagem necessaria, bem como intervalos de aphcagoes muito proximas ou
distantes, possibilitando ao fungo selecionar e/ou adquirir resisténcia em relacdo
ao produto aplicado inadequadamente. Para oon@le, pulveriza¢Ses sio
realizadas em intervalos de 2-3 dias entre as aplica¢des. !

De acordo com Ferreira (1989), o controle quimico seria recomendavel
somente apés a constatagdo da doenga em viveiros de grandes dimensdes quando
© manejo da doenga ndo poderia ser realizado em curto periodo (3 ou 4 dias) ou
quando chuvas ocorressem nos dias subsequentes a reailimqﬁo das priticas de
manejo. Neste caso, o controle quimico dar-se-ia somente durante as proximas
duas semanas, realizado-se de uma a duas pulverimg:ﬁ&s semanais, altemadas
com as misturas de 35 g de benomyl + 150 g de thiran/1 00 L e 35 g de benomyl +
100 g de captan/100 L. Ferreira (1997) também reoomenda utilizar 120 g de
captan, ou 120 g de chlorotalonil ou 120 g de dicloran/100 L de 4gua, em duas
Pulverizagdes semanais, apés realizar o rouging, Kmlgner e Bacchi (1995)
recomenda pulverizagdes de thiran, maneb, captan, aceu?xto de trifenil estanho,



iprodione ou vinclozolin. O uso de benomyl somente podera ser feito juntamente
" com algum dos principios ativos citados, pela existéncia de isolados ja resistente
ao mesmo. Daughtrey, Wick e Peterson (1995) recomenda os fungicidas
chlorotalonil, hidréxido de cobre e mancozeb, usados em misturas de tanque
fungicidas convencionais e sistémicos, em dosagens reduzidas, no controle de B.
cinerea. Souza (1991), pulverizando mudas de eucalipto com os fungicidas
benomyl (35 e 70 g), captan (150 e 300 g) e thiran (210 e 420 g do P.C./100]) e
inoculadas com B. cinerea apés trés dias da pulveriza¢do, obteve grande variagdo
de controle do mofo cinzento do eucalipto.

Para o controle do mofo cinzento do morangueiro (Elad et al., 1995)
relatam uma utilizagio extensiva de fungicidas para o controle desta doenga,
destacando-se dois grupos de fungicidas, como os benzimidazdis e os
dicarboximidas, que inicialmente possuiam alta eficiéncia contra B. cinerea. Com
a entrada dos fungicidas dicarboximidas, em 1977 passou-se a controlar esta
doen¢a onde havia predominincia de populagSes do patogeno resistente aos
benzimidazéis (Panayotakou e Malathrakis, 1983). Por varios anos, o controle
quimico de doencas causada por B. cinerea foi dependente destes fungicidas,
principalmente o iprodione e vinclozolin (Locke e Fletcher, 1988), mas devido a
sua grande e indevida utilizagio, surgiram populagdes resistentes do patogeno a
esses produtos (Vali ¢ Moorman, 1992; Northover ¢ Matteoni, 1986 e Katan,
1982). Lorbeer e Vincelli (1990) obtiveram varios graus de controle da queima
das folhas de cebola utilizando os fungicidas dicarboximidas sozinhos ou em
mistura, Quando aplicado sozinho, iprodione foi melhor que vinclozolin.
Entretanto, usando dicarboximidas misturados com chlorotalonil, o controle foi
melhor que chlorotalonil, iprodione e vinclozolin aplicado sozinho. O fungicida
chlorotalonil teve melhor desempenho do que mancozeb ou maneb+zinco quando
aplicados em mistura com os dicarboximidas.



Souza (1991), realizando ensaio in vitro com B: cinerea provenientes do
eucalipto, constatou que disco micelial do fungo, trai:adas por 2 minutos em
solucdo de fungicida, foram erradicados por benomyl: (35 ppm), procymidone
(200 ppm), captan (15 ppm) e thiran (210 ppm). Para o tratamento de esclerédios
por fungicidas, somente nas maiores concentra¢des iie benomyl (350 ppm),
captan (1500 ppm), e procymidone (2000 ppm) foram efetivas em 2 minutos de
tratamento, e thiran ndo erradicou os esclerddios. Ja para erradicagdo de conidios,
houve grande variagio tanto no tempo de tratamento quanto na concentragdo dos
fungicidas. ¥

Os testes in vitro realizados com incorporacgdo de fungicidas para avaliar
a sensibilidade de B. cinerea da roseira demonstraram que: os fungicidas
vinclozolin, dicloran, propiconazole, folpet, dichlofluanid le tebuconazole inibiram
completamente o crescimento micelial, e chlorctalonil e: thiabendazole inibiram
parcialmente. Para o teste de inibigio da germinacdo, os fungicidas mancozeb,
dichlofluanid, folpet, dicloran, vinclozolin e chlorotalonil lmlblram a germinacio,
e tebuconazole obteve 25% de germinagdo e ﬂziabendazc;le e propiconazole nio
tiveram efeito. Em condigdes ambientais controladas, os fungicidas folpet,
vinclozolin, diclofluanid e mancozeb foram eficientes no controle do mofo
cmzento em botdes florais de rosa apos a inoculagio amﬁclal e os fungicidas
benomyl, propiconazole e dicloran nio controlaram; entretanto, em ensaio na
casa-de-vegetacdo niio houve diferenca na incidéncia da doenca (Monteiro, 1996).

Visando a capacidade de fungicidas de inibir o cresclmauo micelial de
Botrytis sp., causador do mofo cinzento de estacas e lmcro estacas de eucalipto,
Yamashita et al. (1997) destacaram os melhores ﬁmglcldas, como tebuconazole,
tolilfluanid e triadimenol, nas dosagens de 10, 100 e 1000 ppm do ingrediente
ativo, inibindo totalmente o fungo. Porém, fungicidas como triadimefon, folpet,
cymoxamil, chlorotalonil, thiran e captan a 1000 Ppm (inibiram o fungo; e



iprodione, enxofte, tiofanato metilico, procymidone, oxycarboxin, quintozene,
imibenconazole, fosetyl-al, tiofanato metilico + chlorotalonil, benomyl e
thiabendazole foram ineficientes mesmo em concentragdo de 1000 ppm.

Com essa variabilidade de produtos, com relagdo a eficiéncia em testes
“in vitro”, (Elad et al., 1995) relatam a importancia na adog@o de estratégia de
controle da doenca, em combinag¢des ou em rotagio com outros fungicidas, o que
pode auxiliar na redu¢io do surgimento de populagdes resistentes.

2.4 Resisténcia a fungicidas

A partir de 1960, foram constatadas resisténcia de fungos a fungicidas.
Paralelamente, esta época coincide com a introdugdo de novos compostos que
agem sitios especificos (fungicidas sistémicos) do patégeno, visando ao
tratamento curativo e erradicante de doengas de plantas (Kimati, 1987 e Eckert,
1994).

Segundo Kéller e Scheinpflug (1987), os fungicidas convencionais que
interferem em varios sitios metabdlicos do patdgeno. precisam de varias
modificagbes no seu genoma para desencadear o processo de resisténcia. Por
outro lado, fungicidas inibidores de sitios especificos, ou seja, os fungicidas
sistémicos, tém um alto grau de especificidade bioquimica e inibem somente um
ou poucos sitios especificos no patdgeno, sendo, entio, mais comum o
aparecimento de resisténcia devido 3 mutagdo em apenas um gene ser suficiente
para diminuir a afinidade com o fungicida.

Apds o lancamento do benomyl, em 1969, foram desenvolvidos varios
outros fungicidas sistémicos, entre 1970 ¢ 1980, como os grupos quimicos:
fenilamidas, dicarboximidas e inibidores da sintese de esterol (triazdis, imidazdis,
pirimidinas, etc); por isso, a partir de 1980, varios casos de resisténcia de fungos
a fungicidas foram registrados em varias culturas (Eckert, 1994).



De acordo com Delp e Dekker (1985), citados por Koéller e Scheinpflug
(1987), resisténcia deve ser usada apenas para definir o ajuste estavel e
hereditario pelo fingo ao fungicida, resultado da reducdo da sensibilidade ao
fungicida. A diferenca na sensibilidade pode ser deﬁnidaépelo fator de resisténcia,
expressa como a taxa de EDs, (taxa suficiente para inibir 50% do crescimento
micelial).

O surgimento da resisténcia esti condicionadc% por fatores inerentes,
como: maiores taxas e ciclo de reprodugiio e infeccdo do fungo e de variabilidade
genética conferem ao fungo maiores chances de adaptacdio a um novo fungicida.
Quanto mais especifica a afinidade fungicida e fungo (modo de agfio), maior a
probabilidade de resisténcia, visto que a alteragiio de apexi;as um gene pode tomar
o fungo insensivel ao produto quimico. A ocorréncia dé mutantes resistentes ¢
proporcional a frequéncia de uso do produto fungicida, o que é consequéncia da
pressio de selegio exercida pelo fungicida. (Gllpatnck, 1983; Koller e
Scheinpflug, 1987 e Georgopoulos, 1994).

Estima-se que células fiingicas mutantes, espontineas ou induzidas,
resistentes a fungicidas sistémico, surgem numa proporgdo de 1 em 10°a 1 em
10°. Ainda que, em condigdes de laboratério, consigam-se mutantes resistentes de
todos os fungos a todos os fungicidas sistémicos t&ctados, 530 necessarios mais
dois fatores para que o problema tenha repercussdo no campo: a adaptabilidade
do mutante e a pressdo de selegio (Kimati, 1995). O decréscimo de sensibilidade
pode ser causado por alterages genéticas, fisiologicas ou é’daptaq:ﬁo da célula do
fungo. As alteragdes ndo genéticas podem ser instaveis e desaparecer na auséncia
do produto (Dekker, 1976 e Dekker, 1977).

Segundo Dekker (1982), a adaptabilidade, isto e, a viruléncia e ou
habilidade competitiva destas linhagens, é um fator i lmportante no estabelecimento
das mesmas. Se a mutagio para resisténcia ou adaptaqao ao produto afetar



negativamente a sua adaptabilidade, dificilmente esta nova populagdo podera ser
dominante. Caso contrario, o fungicida seletivamente reduzirda ou eliminara a
linhagem sensivel e a populagdo podera sobreviver e disseminar.

Para Wade (1982), a taxa de sobrevivéncia e a dissemina¢io das
linhagens resistentes dependem: a) do grau de resisténcia adquirido pelos
mutantes; b) do mimero de esporos resistentes dentro da populacio selvagem; c)
da quantidade de inéculo que sobreviveu para a préxima estagdo; d) do tipo de
doenca; e) da intensidade do uso do fungicida. A intensidade do uso de fungicida
é uma fun¢go composta por cinco fatores: a dose aplicada, o mimero de aplicagio
por estacdo, a area tratada, a eficiéncia da aplicagdo e a persisténcia do quimico.

Alguns pardmetros estudados em laboratério e casas-de-vegetacio, tais
como, adaptabilidade de linhagens resistentes, podem fomecer subsidios para a
previsio de provaveis conseqiéncias que poderio advir da expansdo da
populagio resistente no campo (Georgopoulos, 1977).

A emergéncia de linhagens resistentes, in vitro, nio é um indicativo
seguro de que este produto possa falhar no controle da doenga no campo. O
surgimento de linhagens resistentes, no campo, depende de virios fatores: da
probabilidade de infecgdo, da velocidade de colonizagiio do tecido hospedeiro e do
grau de esporulagdo do mutante, os quais dependerdio do nivel de adaptabilidade
das linhagens resistentes (Dekker, 1982).

A baixa adaptabilidade tem sido observada pelo decréscimo da taxa de
crescimento, da esporulagdo e da viruléncia em relagio a linhagem selvagem
(Beever, Laracy e Pak, 1989). Além disto, a competicdo entre estas linhagens
pelo espago e por nutrientes pode ser outro fator importante no estabelecimento
das linhagens resistente no campo.

Uma alta adaptabilidade dos mutantes nio significa, obrigatoriamente,

problema de resisténcia no campo mem uma baixa adaptabilidade significa
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auséncia de riscos de resisténcia. Mesmo um fungicida pouco vulneravel estara,
sob condicdes de alta pressio de selecio, correndo riscos de aumentar as chances
de mutacdes que originam tipos cada vez mais adaptad&s de mutantes resistente.
Assim, o surgimento de problemas de resisténcia a fungicidas no campo depende,
em grande parte, da pressio de selegio exercida pela inadequada aplicagdo de
fungicidas. L

De acordo com Davidse (1994), o desenvolvimento de resisténcia a
benomyl e outros benzimidazois tem sido relatada para um grande nimero de
patogenos, em condigdes de laboratério ou de campo. Para Delp (1980),
problemas de resisténcia aos benzimidazois surg;ram devido a utilizagio
extensiva e intensiva do fungicida, e por ser tambem inibidor de um sitio
especifico do metabolismo do fungo, agindo na inibi¢3o da mitose (tubulina).

Quando problemas com resisténcia ocorrem, as linhagens resistentes a um
benzimidazol sfo resistentes aos outros do mesmo grupo, isto é, apresentam
resisténcia cruzada. Os fungicidas do mesmo grupo quimico apresentam modos
de acdo semelhantes, sendo necessario, para o fungo, a irmtac:-’io de apenas um
gene ser suficiente para adquirir resisténcia cruzada aos fungicidas do mesmo
grupo quimico (Miller e Fletcher, 1974; Miller e Jeves, 1979 e Lorenz, 1994).

Lorenz (1994) relata que isolados duplo -! resistentes entre os
dicarboximidas e benzimidazéis sdo comuns devido as circunstancias de controle
de B. cinerea. Devido a utilizag3o de dois fungicidas de modo de agdo diferentes,
o fungo adquire resisténcia para ambos fungicidas, simultaneamente. Isolados
duplo - resistentes entre os benzimidazéis e outros fungicidas foram constatados
por Chastagner e Ogawa (1979), obtendo-se linhagens de B cinerea resistentes a
benomyl e dicloran, em teste in vitro. ;

Diversos trabalhos relatam que isolados de B. cinerea foram resistentes a
benomyl em EDs, maior que 0,4+0,05 ppm {Ghini, 1996; Hsiang e Chastagner,
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1992; Moorman e Lease, 1992; Northover e Matteoni, 1986; Papas, Cooke e
Jordan, 1979; Dennis e Davis, 1979 e Cho, 1977), e ndo constataram nenhuma
diferenca entre isolados tolerante e sensivel quanto ao crescimento micelial,
esporulagdo, produgdo e viabilidade dos esclerddios e patogenicidade.

No Brasil, poucos trabalhos relacionados & resisténcia de B. cinerea a
fungicidas tem sido relatadas. Entretanto, problemas de ineficiéncia de fungicidas
tém ocorrido, principalmente de plantas cultivadas em casas-de-vegetagio, como
as horticolas, flores e de eucaliptos. Caldari Junior (1998), testando varios
isolados de B. cinerea provenientes de diferentes culturas e locais diferentes,
confirmou a ocorréncia de resisténcia para o benomyl. Os isolados cresceram na
presenga de 100 ppm de benomyl, fato que, de acordo com Cabrini (1985),
possibilita caracteriza-los como resistentes. Alguns isolados demonstraram alto
nivel de resisténcia ao benomyl, crescendo na concentra¢io de 1000 ppm do
fungicida (Caldari Jinior, 1998). Ghini (1996) encontrou apenas 3 isolados
sensiveis ao benomyl em 28 isolados de B. cinerea coletados em casas-de-
vegetagdo, principalmente de flores e plantas omamentais. Isolado de B. cinerea,
agente causal do mofo cinzento em beringela, demonstrou ser resistente a
benomyl e com baixa resisténcia a iprodione; sensivel a captan, chlorotalonil e
maior sensibilidade a mancozeb, e resistente a tiofanato metilico. Isolados de B.
cinerea resistentes a benomyl, obtidos de eucalipto e morango, foram patogénicos
quando inoculados em beringela (Ghini, 1990). De 52 isolados de B. cinerea
coletados por Cabrini e Kimati (1986), na cultura do morangueiro, 12
apresentaram resisténcia a 100 pg/ml de benomyl, e 4 cresceram a 1000 pg/ml do
fungicida, e os isolados resistentes esporularam e cresceram menos do qixe o
sensivel em meio de BDA, e todos os isolados apresentaram-se altamente

sensiveis ao procymidane e a0 iprodione.
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Os fungicidas do grupo dos dicarboximidas (vinclozolin, iprodione e
procymidone) atuam nos processos oxidativos (respiracdo) (Kimati, 1995);
entretanto, de acordo com Pappas e Fisher (1979), todds os dicarboximidas tém
modo de agdo similar. Devido ao seu amplo espectro de agdo, controlam
importantes doengas, principalmente patdgenos taxonomicamente relacionados
(Sclerotiniaceae), incluindo Sclerotinia, Monilinia e Botrytis (Ghini, 1987), e
também pelos problemas relativos ao surgimento de résisténcia de fungos aos
dicarboximidas.

Em relagio a ineficiéncia no controle do mofo cinzento em casas-de-
vegetacdo, pelos fungicidas dicarboximidas, segundo Katan (1982), é provavel
que esteja ocorrendo o desenvolvimento da resisténéia aos fungicidas na
populagdo do patogeno de B. cinerea. Resultados demonstraram que em isolados
nunca exposto a estes fungicidas, seus conidios nio genﬁimvam em meio BDA
contendo 5pg/ml dos fungicidas, enquanto isolados ja expostos a estes fungicidas,
germinavam normalmente em meio de BDA com IOOngmi de vinclozolin,

Stehmann e De Waard (1996) efetuaram teste' com 121 isolado de
Botrytis cinerea de varios paises (Franga, Alemanha, !srael e Holanda). Os
resultados demonstram que 100% dos isolados apreséntavam resisténcia a
benomy! (benzimidazol) e 71% a vinclozolin (dlmrboxnmda) Os triazdis
inibiram o crescimento micelial da maioria dos isolados, apenas um isolado da
Alemanha mostrou-se pouco sensivel a esse grupo de fungicida.

Isolados com baixo nivel resisténcia cresceram em 2—4 mg/1 de iprodione,
produzindo macroconidios e esclerédios com abundancid, mas o crescimento
micelial foi levemente menor que os isolados sensiveis. A‘ mistura de captan +
iprodione, reduziu apenas levemente o niimero de isolados resistente a iprodione
comparado com dareas que s6 foram tratadas com ipi%oditme. Porém, esta

estratégia ndo previne o aumento de incidéncia de fungos resistente aos
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dicarboximidas dentro de um populagio de B. cinerea (Northoever e Matteoni,
1986).

Nenhuma relacio entre resisténcia ¢ AUDPC (area abaixo da curva de
progresso da doenca) foi detectada por Moorman e Lease (1992). Isolados
resistente foram tdo variavel em sua habilidade patogénica como o sensivel,
contrariando outros resultados, em que os isolados resistente a dicarboximida
tende a ser menos virulento e geralmente esporulam menos do que o sensivel.

Diversos trabalhos demonstraram a resisténcia de B. cinerea aos
fungicidas dicarboximidas (Ghini, 1996; Latorre e Flores, 1994; Moorman, Lease
e Valli, 1994; Moorman e Lease, 1992; Vali e Moorman, 1992; Rewal, Coley-
Smith e Sealy-Lewis, 1991; Chastagner e Vassey, 1979), em diferentes niveis de
resisténcia, avaliadas quanto ao crescimento micelial, esporulagdio, produgdo de
esclerodios e patogenicidade. Recente trabalho realizado por Caldari Junior
(1998) demonstrou que os isolados estudados ndo apresentaram resisténcia ao
fungicida do grupo dicarboximida iprodione, com exce¢do de um isolado, que
apresentou crescimento na concentragdo de 100 ppm de iprodione, tendo
apresentado resisténcia cruzada ao benzimidazol benomyl.

Nos ultimos 30 anos, varios compostos foram pesquisados e
desenvolvidos para o controle de fungos fitopatogénicos, com elevada acio
toxica, sendo classificados como inibidores da biosintese de esteréis (SBI’s). Os
fungicidas classificados como SBI's inibem reagdes quimicas e formacio de
compostos intermediarios da sintese do ergosterol. Dentre o grupo de substincias
quimicas que agem na formagio de compostos intermedidrios, destacam-se os
inibidores da reagdo de demetilagio (DMI’s), os quais inibem a passagem do
lanosterol (1* reagdio) para 4,4-dimetil-colesta-8,14,24-trienol.(2* reagiio). Este
grupo compreende os fungicidas classificados como pirimidinas (fenarimol,

nuarimol e triarimof), piridinas (butiobate), piperazinas (triforine), imidazois
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(imazalil, procloraz e triflumizole) e triazois (triadimefon, triadimenol,
propiconazole, difenoconazole, hexaconazole, epoxiconazole, tebuconazole,
cyproconazole e tetraconazole). Outro grupo de fungici‘das, como dimethomorph,
fenpropenorph e tridemorph, sdo inibidores de réacdes de isomerizagio,
ocorrendo entre os compostos fecosterol (10° reagiio) e episterol (11%). Compostos
quimicos identificados como azasteréis impossibilitam as reagdes de reducdo que
ocorrem entre os compostos intermediarios 4,4-dimetil-colesta-8,14,24-trienol (2*
reacdo) e 4,4-dimetil-colesta-8,24-dienol (3* reagio). Os‘azasteréis podem, ainda,
inibir reagbes de transmetilagio que ocorrem na cadeita lateral, entre os
compostos zimosterol (5° reagio) e fecosterol (10* reagéio), (Forcelini, 1994)

Os fungicidas triazis apresentam modo de agdo.especifico, atuando com
um ou poucos modo de a¢do sobre o metabolismo do fungo, e s3o amplamente
utilizados em cereais, frutiferas e olericolas, no conij:role de patégenos que
apreseatam vdrios ciclos anuais (Koller e Scheinpﬂungi 1987; Smith e Kéller,
1990). Em laboratério, os fungos sdo facilmente induzidos a produzirem mutantes
resistentes aos triazois. Tais fatores classificariam os triazdis como altamente
propensos & ocorréncia de resisténcia, nio fosse a 'menor capacidade de
competicdo apresentada pelos mutantes resistentes no canipo (Dekker, 1985). Tal
fato pode explicar as ocorréncias parciais de reducdes na eficiéncia desses
fungicidas, geralmente associadas is adaptagdes tempararias do patégeno ao
produto. Contudo, o uso frequente e isolado de oompostos%haibidores de reagdo de
demetilagio (DMI’s) pode levar esses mutantes ao nivel de estabilidade que
determina a resisténcia, com a consequente perda de ﬁmgltoxmdade (Koller e
Scheinpflug, 1987; Urech e Egli, 199]) 2

A presenca de linhagens com decréscimo da sensibilidade ndo
necessariamente implica em perda de controle no mnipo pelo DMI’s. Isto

depende do nivel de resisténcia e frequéncia de esporos resistentes. Diversos
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relatos nos quais houve redugio da sensibilidade e/ou resisténcia do patégeno,
foram encontrados: Erysiphe graminis f.sp. hordei em cevada (Fletcher e Wolfe,
1981), Sphaerotheca fuligineai em pepino (Schepers, 1983), Pyrenophora teres
em cevada (Sheridan, Grbavac e Sheridan, 1985), Venturia inaequalis em maca
(Stanis e Jones, 1985), Erysiphe graminis f.sp. tritici em trigo (De Waard et al.,
1986), Rhynchosporium secalis em cevada (Hunter, Jordan e Kendall, 1986),
Penicillium digitatum em citros (Eckert, 1987), Uncinula necator em uva (Steva,
Cartolaro e Gomes da Silva, 1990), Pseudocercosporella herpotrichoides em
trigo (Leroux e Marchegay, 1991), Botrytis cinerea em vegetais (Elad, 1992),
Mycosphaerella fijiensis em banana (Anénimos, 1992), Puccinia horiana em
crisantemo (Cevat, 1992) citados por De Waard, (1994).

No Brasil, apenas o trabalho realizado por Caldari Juntor (1998) detectou
alguns isolados de B. cinerea, com possivel resisténcia ao triazol difenoconazole,
crescendo na concentragdo de 100 ppm do fungicida. Entretanto, trabalho feito
por Ghini (1996) ndo detectou isolados de B. cinerea resistente ao triazol
propiconazole.

Devido 2 reagdo cruzada entre fungicidas com mesmo modo de acdo, nio
se realiza mistura e/ou altemincia de triazdis, de imidazéis, de piridinas, de
pirimidinas e de piperazinas. Com relagio aos fiumgicidas classificados como
morfolinas, e que agem na inibigio da sintese de ergosterol em ponto diferente do
metabolismo, os resultados disponiveis sdo contraditorios (Lorenz et al., 1992;
Peever e Milgroom, 1992).

No Brasil, nenhum estudo de resisténcia de fungos ao fungicida
tolilfluanid (similar ao dichlofluanid) foi descrito. Entretanto, tolilfluanid é um
inibidor muito eficaz da germinagio de esporos e de micélio. Numerosos estudos
sobre o mecanismo de agdo do tolilfluanid mostram que o ingrediente ativo,
pertencente ao grupo de bloqueadores de SH (grupo tiol), que interfere no
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metabolismo da célula do fungo), atua de modo nio especifico em numerosos
locais. O principio de agiio baseia-se na interacdo direta do ingrediente ativos com
grupos SH (grupo tiol) de proteinas contendo enxofre, :enzimas ou constituintes
das células com baixo teor molecular, como a coenzima A (Corréio Agricola,
1995) !

Dichlofluanid e chlorotalonil t3m sido usados como altemativas
consideradas de baixo risco para o fungo adquirir a resisténcia. Malathrakis
(1989) constatou isolados de Botrytis cinerea resistente ao dichlofluanid, na
concentragdo maior ou igual a 81pg/ml, quando avaliou lo crescimento micelial e
germmagdo dos esporo. Isolado com baixo nivel de resﬁsténcia a dichlofluanid
teve 0 ECs, para o crescimento micelial de 3,2 ng/ml, e os ultra baixo resistentes
de 1,3ug/ml (Rewal, Coley-Smith e Sealy-Lewis, 1991). '

De 76 isolados coletados em casas-de-vegetagdo,' 55 delas apresentaram
isolados resistente ao dichlofluanid, em que ocorreu falha'no controle da doenca,
sendo esse o primeiro relato de resisténcia ao dichiofluanid. Nas casas-de-
vegetacdo que apresentaram pouco indculo de B, cii'nerea, os fingicidas
dichlofluanid, captan e chlorotalonil foram eficazes contra o mofo cinzento. Em
nenhum relato a resisténcia cruzada ainda foi descrito, porém podem ocorrer a
outros ftalamidas (folpet e captafol), em que o modo de a(ﬁo € similar ao thiran,
ao chlorotalonil e a0 dichlofluanid, que tem modo de aguo similar ao captan
(Rewal, Coley-Smith e Sealy-Lewis, 1991). i

O isolado resistente a dichofluanid foi também ao vinclozolin porém, o
isolado resistente a dichlofluanid revelou falta de adaptabilidade quando
comparado com o isolado sensivel (Rewal, Coley-Smith e Séaly-Levﬁs, 1991).

Caldari Jimior (1998), avaliando a sensibilidade de B. cinerea nunca
expostos ao fungicida azoxystrobin, encontrou grande variabilidade do
crescimento micelial in vitro dos resultados obtidos, encditrando isolados que
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cresceram entre 1 ¢ 1000 do azoxystrobin. De acordo com Caldari Junior (1998),
estes resultados discordam do conceito de resisténcia de fungos a fungicidas.

Segundo Wade (1994), quando ndo se pode evitar o emprego de um
determinado fungicida propenso a induzir resisténcia, deve-se minimizar a
pressdo de selecdo exercida por ele sobre o patogeno através de: a) aplicagdo
somente em épocas criticas do ano; b) reducdo da dose e freqiiéncia de aplicagio
20 minimo necessario para um controle econémico; ¢) selecio de um método de
aplicagdo que minimize a exposicdo do patogeno ao quimico; d) limitagio da area
tratada; e) aplicagdo do produto, curativamente, logo apos o inicio da infecgdo; f)
aplicacdio do produto em combinagio com outros medidas de controle.

Em uma estratégia de aplicagio de um fungicida, n3o hd nenhum modelo,
pois ocorrem muitas mteragdes entre cultura/patégeno/fungicida/meio ambiente;
entretanto, alguns principios podem ser aplicados, como minimizar a exposi¢do
da populagdo do patdgeno a um produto quimico, embora mantendo um nivel
aceitavel de controle da doenga. Para isto, torna-se necessario estabelecer o nivel
toleravel da doenga na cultura estudada sem acarretar-lhe perdas econdmicas,
evitando, assim, a aplicagio excessiva de fungicidas. O incremento de
monitoramento e de sistema de previsdo de doenca, bem como o uso mais
adequado de variedades resistentes e novas tecnologias de aplicagio de
fungicidas, sdo fatores muito importantes dentro da sistemitica de uso de
fungicidas (Georgopoulos, 1994; Staub; 1991 e Gilpatrick, 1983).

Nesta ultima década, tém sido formuladas misturas de tanque de
fungicidas de sitio especifico com fuﬁgicidas de contato, visando minimizar os
problemas relativos a resisténcia de patogenos a estes produtos. Resultados
favoraveis empregando misturas de fungicidas como estratégia foram encontrados
por Sanders et al. (1985), Samoucha e Gisi (1987) e Samoucha e Cohen (1988).
Como medida preventiva contra a resisténcia de fungos a fungicidas, empresas
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formuladoras estdio introduzindo, no mercado, a pré-misturas de fungicidas
sistémicos, mais fungicidas protetores, como: thiran + carboxin, mancozeb +
metalaxyl, cyproconazole + oxicloreto de cobre, tiofanato metilico + chlorotalonil
(Compéndio, 1999).

Estudos realizados com fungicidas no contl'oie de B. cinerea, varios
relatos indicam a eficiéncia in vitro e in vivo dos benzimidazois e dicarboximidas.
Entretanto, poucos trabalhos tém sido realizados com outros fungicidas, como os
triazdis e outros compostos ndo testados no controle do patégeno. Virios
trabalhos relacionados 3 resisténcia de B. cinerea a fimgicidas indicam a
facilidade deste fungo de adquirir a resisténcia | aos benzimidazéis e
dicarboximidas, quando o fingo sofre pressdo de selegzo por estes fungicidas.
Diversos trabalhos relatam que além de adquirir a reswtencxa o fungo adapta-se a

pressdo de selecdo do fimgicida, causando infecgGes e disseminagdes.
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CAPITULO 2

SENSIBILIDADE IN VITRO DE Botrytis cinerea
A FUNGICIDAS.

1 RESUMO

KIMURA, Mauro Koozo. Sensibilidade in vitro de Botrytis cinerea a
fungicidas. Lavras: UFLA, 1999. 132p. (Dissertagio - Mestrado em
Fitopatologia)

Testes in vitro sdo realizados para avaliar a sensibilidade de fungos
patogénicos a fungicidas. Experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Epidemiologia € Manejo de Doengas do Departamento de Fitopatologia/UFLA,
para avaliar a sensibilidade de isolado de Botrytis cinerea a fungicidas. O isolado
foi obtido de viveiro de mudas de eucalipto, onde sdo feitas intensivas
pulverizacdes com os fungicidas benomyl, tiofanato metilic;, iprodione,
procymidone e captan. Utilizou-se o método do fungicida incorporado ao meio de
cultura BDA, misturas de fingicidas incorporado ao meio, inibigio da
germinag3o, teste de erradicagio micelial e de esclerodios, frequéncia de conidios
resistentes a fungicidas e indugio a producdo de esclerodios por fungicidas. De
fato, quando o isolado demonstrou menor sensibilidade micelial aos fungicidas em
uso no controle do patogeno, demonstrou ser altamente sensivel aos fungicidas do
grupo dos triazdis, ao fungicida tolilfluanid, e insensivel ou pouco sensivel a
outros fungicidas. A mistura do fungicida tebuconazole com outros fungicida,
demonstrou para algumas misturas na concentragdo de 1 ppm (procymidone,
captan e benomyl) a melhoria da eficiéncia, e para (dodine, tolilfluanid, iprodione

Conité Orientador: Paulo Estevdo de Souza - UFLA (Qrientador), Mario Licio Vilela
Resende - UFLA, Mirio Sobral de Abreu - UFLA, Ricardo Magela de Souza - UFLA.
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e triforine) a diminuicio da eficiéncia, no entanto, todas as misturas foram
altamente eficazes na concentracio de 100 pPpm, devido a grande eficiéncia do
tebuconazole. A mistura entre fungicidas aplicados no viveiro, foi na maioria
altamente eficientes, com excego da mistura entre captz.;n, benomyl e tiofanato
metilico, que foram altamente ineficazes, mesmo na concentragio de 100 ppm. Os
fungicidas triazois demonstraram mibi¢do da genninat?ﬁo conidial. Benomyl,
tiofanato metilico e procymidone com menor mibico. Os fungicidas triazdis,
dicarboximidas, captan e tolilfluanid apresentaram efeito na erradicagdo micelial,
e benomyl, dodine, azoxystrobin e triforine, nio foram wpam na erradicagio
micelial. Os triazois e tolilfluanid apresentaram grande eﬁgwnma na erradicagdo
de esclerédios nas concentrages acima de 500 PPm, e outros fungicidas como
benomyl, procymidone, iprodione e captan demonstmram pouca ou nenhuma
eficiéncia na erradicagdio de esclerodios mesmo em altas conoentraq:oes sendo
ainda grandes indutores na produgio de esclerodios, fato que n3o ocorreu com o
tolilfluanid. O isolado de B. cinerea em estudo, demonstrou adquirir resisténcia
ao fungicida benomyl, que pelo teste de germinacgdo de ‘comdlos, desenvolveu
igualmente a testemunha, e o isolado demonstrou insens;ibilidade ao fungicida
azoxystrobin.
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2 ABSTRACT

KIMURA, Mauro Koozo. In vitro sensitivity of Botrytis cinerea to fungicides.
Lavras: UFLA, 1999. 132p. (Dissertation - Master in Phytopathology)

In vitro tests are conduted to evaluate the sensitivity of pathogenical
fungi to fungicides. Experiments were undertaken in the Laboratory of
Epidemiology and Diseases Management of the Department of
Phytopathology/UFLA, to evaluate the sensivitity of isolate of Botrytis cinerea to
fungicides. The isolate was obtained from a nursery of eucalyptus cuttings where
intensive spraying are done with the fungicide benomyl, thiophanate-methyl,
iprodione, procymidone and captan. The method of the fungicide incorporated
with PDA culture medium, mixtures of fungicides incorporated with the medium,
germination inhibition, mycelial and sclerotium eradication tests, frequency of
fungicide resistant spores and indution sclerotium production by fungicides. In
fact, when the isolate showed less mycelial sensitivity to the fungicides in use in
the control of the pathogen, it proved to be highly sensitive to the fungicides of the
triazol group, to the fimgicidel tolylfluanid and insensitive or little sensitive to the
other fungicides. The mixture of the fungicide tebuconazole with another
fungicide, showed to some mixtures at the concentration of 1 ppm, (procymidone,
captan and benomyl), improved efficiency and to (dodine, tolylfluanid, iprodione
and triforine) the decrease of efficiency, nevertheless, all the mixtures were highly
effective at the concentration of 100 ppm, due to the great efficiency of
tebuconazole. The mixture among fungicides applied in the nursery was in most
cases, highly efficient with exception of the mixture between captan, benomyl and

Guidance Committee: Paulo Esteviio de Souza - UFLA (Adviser), Mario Licio Vilela
Resende - UFLA, Mario Sobral de Abreu - UFLA, Ricardo Magela de Souza - UFLA.
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thiophanate-methyl, which were greatly inefficient, even at the concentration of

100 ppm. The triazol fungicides showed inhibition of spores germination
benomyl, thiophanate-methyl and procynudone with less inhibition. The triazol
fungicides, dicarboximidas, captan and tolylfluanid presented effects on mycelial
eradication and benomyl, dodine, azoxystrobin and triforine were not able in
mycehal eradication. The triazols and tolylfluanid showed great efficiency in
eradicating sclerotium at the concentrations above 500 ppm and other fungicides
as benomyl, procymidone, iprodione and captan showed either little or no
efficiency in the eradication of sclerotium even at high concentrations, they still
being great inducers in the production of sclerotium, a fact which didn't occur
with tolylfluanid. The isolated of B. c¢inerea under study, showed to acquire
resistance to the fungicide benomyl, showed by the spores germination test
developed equally the check and the isolated showed insensibility to the fungicide

azoxystrobin.
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3 INTRODUCAO

O controle de doengas causada por Botrytis ¢ extremamente dificil porque
eles sdao capazes de infectar a cultura em quase todos os estadios de seu
crescimento e armazenamento e afetar todas as partes da planta, incluindo
cotilédones, folhas, hastes, flores, frutos e raizes. Algumas espécies,
particularmente Botrytis cinerea, representam uma ameaga constante porque o
fungo ocorre ao longo do ciclo atil da espécies cultivadas e hospedeiros
selvagens. Podem também persistir em plantas debilitadas mortas no solo. Nessas
circunstancias, o tratamento preventivo em certas partes da planta pode nao ser
suficiente para proteger outros tecidos.

Atualmente, ndo existem fungicidas recomendados para o controle de
tombamento de mudas ou mofo cinzento, associado a B. cinerea, na cultura do
eucalipto no Brasil (Compéndio, 1999). Utilizam-se, portanto, as recomendacdes
definidas para outras culturas. Entretanto, o uso inadequado e sem
acompanhamento técnico, aumenta o risco do surgimento de formas resistentes do
fungo a fungicidas.

Powelson (1960) demonstrou que frutos de morango ndo foram
diretamente infectados pelo fungo B. cinerea, mas foram secundariamente
invadidas pelo fungo em estado latente, previamente infectado por algum tempo
nas partes florais. Esse fato explica, geralmente, o melhor desempenho da rotina
das pulverizagdes pré-colheita no controle da podriddo dos frutos, em oposigio da
pulverizagdo na estacdo da colheita. O reconhecimento do estado latente
determina a realizagdo do tratamento preventivo da cultura apenas quando o
sintoma da doenca torna-se aparente, devendo ser pulverizado antes da lesdo

aparecer.



Em culturas no campo, fungicidas protetores, como captan, dichlofluanid,
chlorotalonil, dicloran e dithiocarbamatos, particularmente thiran, tdm sido
usados em pulverizagdes com alto volume no controle do mofo cinzento do
morango (Maude, 1980). Alguns fungicidas, como folpet, captafol e methiram,
tém sido usados em mistura com outros fungicidas no controle do B. cinerea da
videira (Maude, 1980). Apés a introdugiio dos fungicidas sistémicos no final de
1960, os fungicidas do grupos dos benzimidazdis foratﬁ Os primeiros a serem
usados no controle do mofo cinzento (Maude, 1980 e Smith, 1994). Com excegio
do thiabendazole, outros compostos como benomyl, tiofanato metilico e
carbendazin resultam em similares niveis de controle' do mofo cinzento mo
morangueiro e similar controle na videira (Jordan, 1973). No final da década de
70, fungicidas do grupo das dicarboximidas, como os fungicidas iprodione,
vinclozolin e procymidone, foram intensivamente aplimdqs no controle do mofo
cinzento (Lorenz, 1994). Entretanto, virios trabalhos tém relatado a ocorréncia de
isolados de B. cinerea resistente ou tolerante aos fungicidas dos grupos
benzimidazoles (Smith, 1994) e dicarboximidas (Delp, 1994).

O presente trabalho visou estudar a sensibilidadé in vitro de Botrytis
cinerea a fungicidas, em diferentes métodos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencio do isolado de Borrytis cinerea

Para avaliar a sensibilidade de Bonytis cinerea a fungicidas, foram
realizados testes in vitro, conduzidos no Laboratorio de Epidemiologia e Manejo
de Doengas do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras, MG.

O isolado de B. cinerea foi obtido a partir do mudas de eucalipto
apresentando sintomas tipicos da doenga, provenientes de um viveiro comercial,
situado em Mogi-Guacu, SP. A coleta foi feita no més de outubro de 1996, no
microjardim clonal, o qual é local de grande pressdo de indculo e de intensiva
aplicagdo de fumgicidas.

Apos coletadas, as mudas foram levadas para o laboratdrio, colocadas em
cAmara imida e incubadas sob temperatura de 22+2°C e fotoperiodo de 12 horas.
Apos 4 dias de incubagdo, com auxilio de agulha esterilizada, uma massa conidial
do fungo foi transferida para placas de Petri contendo meio de cultura BDA
(batata 200 g — dextrose 20 g - agar 20g). Essas placas foram incubadas por 7

dias em cimara de crescimento, sob temperatura de 22+2°C e fotoperiodo de 12
horas, obtendo-se, assim, um intenso crescimento micelial e esporulagio do
fungo.

O isolado obtido foi preservado por meio de repicagens tubo a tubo,

usando-se como substrato o meio BDA inclinado em tubos de 1,5 x 15 cm,

mantidos em geladeira (38°C). As repicagens foram feitas a cada 6 meses.

36



4.2 Sensibilidade micelial de Botrytis cinerea a fungicidas

O bioensaio empregado foi o de incorpora¢do! de fungicidas no meio
BDA. Os fungicidas foram incorporados ao meio fundido a uma temperatura
entre 45-50°C, e em seguida vertidos em placas de Petri de 9 cm de didmetro.
Logo apés solidificado o meio, discos de 7 mm de didmetro contendo o inéculo
foram colocados no centro das placas de Petri. As placas foram incubadas na

cémara de crescimento, em temperatura de 22+2°C, com fotoperiodo de 12 horas.
O ingrediente ativo dos fungicidas, modo de agdio e concentraqoes encontram-se
na Tabela 1.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
77 tratamentos e 4 repeticdes, sendo uma placa por parcela. Os tratamentos
foram os fungicidas ( azoxystrobin, tolilfluanid, dodine, triforine, procymidone,
dimethomorph, dithianon, imibenconazole, captan, folpet, benomyl, iprodione,
tebuconazole, triadimenol, difenoconazole, proplconazole cyproconazole,
tiofanato metilico, quintozene) em 4 concentragdes (1, 10 100 e 1000 ppm ) e
mais a testemunha sem fungicida.

Para avaliagio, mediu-se o diimetro do crescimento micelial em dois
sentidos, na perpendicular, usando uma régua graduada em milimetro (mm).
Diante dos dados, os tratamentos fungicidas, com todas as suas concentragdes,
foram submetidas a uma analise de regressio, obtendo-se o EDs, (concentragio
do ingredientes ativo capaz de inibir 50% do crescimento micelial do isolado).
Avaliou-se também a concentragdo minima inibitéria (CMI), ou seja, intervalo
entre concentragdes dos fungicidas capaz de inibir totalmente o crescimento
micelial do fungo.

Apés o célculo do EDs, o isolado de B. cinerea foi classificado em 4
categorias de sensibilidade in vitro aos fungicidas, segundo escala de Edgington,
Khew e Barron (1971), onde:
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EDs < 1 ppm: alta sensibilidade (AS); EDs 1 - 10 ppm: moderada

sensibilidade (MS); EDso 10 - 50 ppm: baixa sensibilidade(BS); EDs, >

50 ppm: insensibilidade (I).

Diante do calculo do EDs, os fungicidas foram classificados em 4
categorias de eficiéncia in vitro dos fungicidas, de acordo com a escala de Bollen
e Fuchs (1970), Edgington, Khew e Barron (1971) e Kataria e Grover (1978)
citada por Parisi (1997), onde:

EDs < 1 ppm: alta eficiéncia (AE); EDs, 1 - 10 ppm: modera eficiéncia
(ME); EDs, 10 - 50 ppm: baixa eficiéncia (BE); EDs, > 50 ppm:

ineficiéncia (I).
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4.3 Sensibilidade micelial de B. cinerea a misturas de fungicidas

O método empregado foi o de incorporagdo de fungicidas no meio BDA.
Para a obtengao das misturas, os fingicidas foram incorporados um a um ao meio
fundido a uma temperatura entre 45-50°C, e em seguida vertidos em placas de
Petri de 9 cm de didmetro, e logo apds solidificado o meio; discos de 7 mm de

didmetro, contendo micélio, foram colocados no centro das placas de Petri. As

placas foram incubadas na camara de crescimento, em temperatura de 22%2°C,
com fotoperiodo de 12 horas por 7 dias. O ingrediente ativo dos fungicidas, modo
de acdo e concentragdes, encontram-se na Tabela 01.

O delineamento experimental adotado no 1° bioensaio foi o inteiramente
casualizado, com 11 tratamentos e 4 repeticGes, sendo uma placa por parcela. Os
tratamentos foram os fungicidas tebuconazole, misturados com azoxystrobin,
tolilfluanid, dodine, triforine, procymidone, captan, benomyl, iprodione, tiofanato
metilico e tebuconazole, utilizado isoladamente, sendo em 2 concentragdes (1 e
100 ppm ) e mais a testemunha sem fungicida.

No 22 bioensaio, o delineamento experimental adotado foi o inteiramente
causalizado, com 11 tratamentos e 3 repeticdes, sendo uma placa por parcela. Os
tratamentos das misturas de fungicidas foram: iprodione+benomyl,
iprodione+tiofanato  metilico, iprodionetcaptan, iprodione+procymidone,
benomyl+tiofanato metilico, benomyl+captan, benomyl+procymidone, tiofanato
metilico+captan, tiofanato metilico+procymidone, captan+procymidone, todas em
duas concentracdes (1 e 100 ppm) e mais a testemunha sem fungicida.

Apés o periodo de incubagdo, avaliou-se o didmetro do crescimento
micelial, medindo em dois sentidos na sua perpendicular, usando uma régua
graduada em milimetro (mm). Diante dos dados, os tratamentos fungicidas foram
comparados com a testemunha calculando-se o percentual de inibicio do
crescimento micelial (P.1.C), citado por Edgington, Khew e Barron (1971), por
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meio da formula (PIC) e submetidos & analise estatistica pelo teste de Tukey,
individuaimente para cada concentraciio de 1 e 100 ppm.
P.IC = [(cresc. da testemunha - cresc. do tratamento)/cresc. da
testemunha]*100

4.4 Sensibilidade de conidios de B. cinerea a ﬁmgicidag

Para avaliar a inibicéio da germinagéio dos esporos, utilizou-se isolado de
B. cinerea incubado, igualmente ao item 4.1., porém por dez dias, obtendo-se
uma densa massa micelial e conidial. Por um proc&ssokle filtragem da massa
micelial mais conidial, obteve-se uma suspensio de e‘bnidjos de B. cinerea
contendo agua destilada mais Tween 80 a 1%, e sua conoentrar;ao ajustada a 2,0
x 10° esporos/ml com auxilio de um hemacitdmetro. h

O teste adotado foi o da diluigio de fungicidas em agua destilada. As
concentragdes fungicidas foram preparadas em 5 ml de agua destilada, obtendo-se
as concentragdes de 2, 20, 100 e 200 ppm. Amostras ae 50ul da suspensio
conidial foram depositadas em liminas escavadas, e em seguida, 50 pl da
concentragdo do fungicida preparado foram depositados ‘sobre a suspensdo de
conidios e misturados, obtendo-se as concentragdes dos fungicidas de 1, 10, 50 ¢

100 ppm com uma suspensdo conidial de 1,0 x 10° ooﬁidios/ml As laminas
escavadas foram colocadas em placas de Petri de 15 ¢cm de dlametro contendo, em
seu interior, duas folhas de papel de filtro previamente umldecldas com agua
destilada, e em seguida incubadas no escuro sob temperatura ambiente (20-25°C).

O delineamento experimental adotado foi o mtelramente casualizado, com
52 tratamentos e 4 repeticdes, sendo uma limina esmvada por parcela,
Utilizaram-se, para os tratamentos, os seguintes MCI&S. azoxystrobin,
tolilfluanid, dodine, procymidone, captan, benomyl, iprodione, tebuconazole,

!
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triadimenol, difenoconazole, propiconazole, tiofanato metilico, em 4
concentragSes (1, 10, 50 e 100 ppm) e a testemunha em agua destilada sem
fungicida.

Para avaliagdo da inibigdo da germinacdo, determinou-se a porcentagem
de conidios germinados apés 16 horas de incubagdo, com base em 100 conidios
avaliados, realizados sob microscépio estereoscopio no aumento de 100x.
Considerou-se, como conidios germinados, aqueles que apresentavam um tubo
germinativo com comprimento de, no minimo, uma a duas vezes o maior diametro
do esporo. Para analise dos dados, utilizou-se a sobreposi¢do do intervalo de
confianga, com 95% de probabilidade.

4.5 Erradicacio de micélio de Borrytis cinerea

Para avaliagdo da erradicagdo de micélio de B. cinerea, utilizaram-se
discos das bordas do crescimento micelial, incubadas durante sete dias. Preparou-
se o meio de BDA a 3 % (batata 200g — dextrose 20g —~ agar 30g), que foi
fundido e um pequeno volume do meio a 3% foi vertido sobre placas de Petri, e
rapidamente homogeneizado, obtendo-se uma fina pelicula. Em seguida, discos de
7 mm de didmetro de cultura de B. cinerea foram retirados das bordas das
colénias, e transferidos para as placas contendo a pelicula de BDA a 3%. Apés

trés dias de incubagiio a 22%2°C e fotoperiodo de 12 horas, o novo micélio
desenvolvido na pelicula foi tratado com 10 m! dos fungicidas preparado em agua
destilada esterilizada. Apés dois minutos de tratamento, a suspensdo fungicida foi
descartada. Cinco discos de 7 mm de didmetro da pelicula micelial tratada, foram
transferidos por placa de Petri contendo BDA a 2%. '

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 29
tratamentos em 3 repetigdes, sendo uma placa com 5 discos da pelicula micelial
por parcela. Para os tratamentos, utilizaram-se os seguintes fungicidas:
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azoxystrobin, benomyl, iprodione, _procymidone, captan, tiofanato metilico,
tolilfluanid, triadimenol, tebuconazole, difenoconazole, propiconazole,
cyproconazole, triforine e dodine, em duas ooncentracoes de 100 e 1000 ppm,
mais a testemunha sem tratamento fungicida.

As avaliagSes foram realizadas apos quatro dlas de incubagéio, como no
item 4.1., contando-se o nimero de colénias desenvolwdas e nio desenvolvidas, a
partir dos discos de pelicula micelial tratados. Os dados foram transformados em
porcentagem de discos erradicado pelos fimgicidas. Para analise dos dados,
utilizon-se a sobreposicdo do intervalo de confianga, com 95% de probabilidade.

4.6 Erradicacdo de esclerédios de Borrytis cinerea

Os esclerodios foram produzidos em grande quantldade por meio de
cultivo em meio BDA, como descrito no item 4. 1. ,© mcubados por 20 dias.

Os esclerddios produzidos foram retirados com o auxilio de uma pinga,
picados com uma Iimina de ago inox e transferidos ‘para tubos de ensaio
(15x1,5cm) contendo a calda fungicida previamente diluiido em agua destilada
esterilizada. Apés cinco minutos de imersio na solugdo fungicida, os esclerédios
foram transferidos para placas de Petri © cm) contendé BDA, e em seguida
foram incubados 4 temperatura de 22+2°C ¢ fotoperiodo de 12 horas.

O delineamento experimental foi o inteiramentegcasualizado, com 37
tratamentos em 4 repeticdes, sendo uma placa com 5 esplerédios por parcela.
Como tratamentos, utilizaram-se os seguintes ﬁmgicidaé: tolilfluanid, captan,
iprodione, procymidone, triforine, dodine, difenoconazble tebuconazole ¢
azoxystrobin, em 4 concentragdes (100, 500, 1000 e ,2000 ppm) e como
testemunha, meio de cultura sem fungicida. ‘,A

Apos trés dias de incubagio, realizou-se a awﬁaﬁo, determinando-se a

porcentagem de esclerddios que ndo germinaram. Para anilise dos dados,
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utilizou-se a sobreposicio pelo intervalo de confianga, com 95% de
probabilidade.

Apos avaliagdo, algumas placas foram incubadas no escuro a temperatura
de *30°C por mais 12 dias, obtendo-se, assim, a indugio da producio de
esclerodios por fungicidas.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 21
tratamentos e 2 repeticdes, sendo uma placa por parcela. Os tratamentos
constituiram-se dos fungicidas benomyl, tolilfluanide e captan, nas concentragdes
de 100, 500, 1000 e 2000 ppm, procymidone nas concentragdes de 100, 1000 e
2000 ppm e iprodione nas concentragdes de 1000 e 2000 ppm, e mais a
testemunha sem fungicida.

As avaliagOes foram realizadas apés periodo de incubagdo, contando-se o

numero de esclerodios produzidos por placa.

4.7 Frequéncica de conidios de B. cinerea resistentes a fungicidas

Para avaliar a frequéncia de conidios resistentes a fungicidas, incubou-se
o isolado de B. cinerea, igualmente ao item 4.1., porém por dez dias, obtendo-se
uma densa massa micelial e conidial. Por um processo de filtragem da massa
micelial mais conidial, obteve-se uma suspensdo de conidios em solugdo aquosa
de Tween 80 a 1%, e sua concentra¢do ajustada a 2,0 x 10° esporos/ml. Em
seguida, 200ul da suspensio conidial foram depositados sobre as placas de Petri
com meio BDA mais os fungicidas, previamente incorporado ao meio de cultura
nas concentracdes de 100 e 1000 ppm. A suspensdo conidial foi homogeneamente
espalhadas em toda area da placa e incubada, como no item 4.1., durante 15 dias.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com
24 tratamentos em 4 repetigdes, sendo cada repeti¢do constituida de uma placa de



Petri. Os tratamentos consistiram dos fungicidas benomyl, azoxystrobin, triforine,
triadimenol, difenoconazole, tebuconazole, propiconazole, procymidone,
iprodione, captan, tolilfluanid e dodine, em duas concentragdes de 100 e 1000

ppm, e mais a testemunha sem fungicida. !

As avaliagbes foram realizados diariamente, contando-se o nimero de
coldnias formadas, até o preenchimento total das placas por col6nias durante o

periodo de 15 dias, sendo contado um nimero maximo de ,l 20 colénias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sensibilidade micelial de B. cinerea a fungicidas

O isolado em estudo, de modo geral, demonstrou sensibilidade aos
fungicidas avaliados (Tabela 2 e 3).

Dentre os fungicidas do grupo dos DMI’s (inibidores de reacdo de
demetilagio), o fungo demonstrou alta sensibilidade ao tebuconazole,
propiconazole e imibenconazole, com EDs calculado menor que 1 ppm.
Resultados semelhantes foram encontrados por Ghini (1996) para o triazol
propiconazole quando o EDs, também ficou abaixo de 1 ppm, com pequena
insensibilidade para alguns isolados avaliados, com concentragio minima
ficou entre 1 ¢ 10 ppm, tendo este fungicida maior potencial no controle do B.
cinerea do que o fungicida tebuconazole, com CMI entre 100 e 1000 ppm.
Apesar do baixo EDs para o imibenconazole, este apresentou uma CMI maior
que 1000 ppm, comportando-se com certa ineficiéncia, resuitado também
encontrado por Yamashita et al. (1997) quando isolados de B. cinerea cresceram
em 1000 ppm de imibenconazole. Os outros fungicidas DMI’s comportaram-se
com moderada sensibilidade, como para o difenoconazole, cyproconazole,
triadimenol e triforine, com o EDs, variando de 1 a 10 ppm. Do mesmo modo,
Caldari Junior (1998) encontrou, para o triazol difenoconazole, verificando
extrema sensibilidade dos isolados ao fungicida, mas alguns isolados
demonstraram certa insensibilidade, desenvolvendo-se no meio com 100 e/ou
1000 ppm do fungicida. Esses resultados demonstram que os fungicidas DMI’s
podem selecionar linhagens resistentes, ndo sendo segura a utilizagio individual
de um triazol, principalmente quando utilizados em sistemas de produgdo
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altamente intensivos, como em casas-de-vegetagdo. De acordo com Stehmann e
De Waard (1996), o uso dos triazdis pode ser limita%io no controle do mofo
cinzento no campo, pelo fato da selecdo de mutantes resisitentes pelos triazois.

Dentre os fungicidas continuamente aplicados sobre o patégeno em
estudo, o isolado foi altamente sensivel aos fungicidas iprodione e procymidone,
com EDs, calculado < 1 ppm. Porém, os fungicidas procymldone e iprodione
permitiram o crescimento micelial em altas concentrat;o&s com a CMI acima de
1000 ppm, provavelmente o isolado deve estar adaptando-se as condigdes de
pressdo de selecio dos fungicidas. Resultados semelhanté foram encontrados por
Ghini (1996) quando a maioria dos isolados avaliados tlveram o seu EDy, abaixo
de 1 ppm, porém com concentragio minima inibitéria de 100 ppm. O fungo
comportou-se com baixa sensibilidade ao fungicida benomyl, com EDy; entre 10 e
50 ppm, e para os fungicidas tiofanato metilico e captan, o isolado comportou-se
como insensivel, com EDs, acima de 50 ppm. A msmsnblhdade do isolado aos
fungicidas benomyl e tiofanato metilico confirma a ocorréncia de resisténcia
cruzada para esse grupo de fungicidas, com abundante desenvolvimento micelial
na concentragdo de 1000 ppm do fungicida no meio BliA, demonstrando alto
nivel de resisténcia. Resultados semelhantes foram encontrados por Ghini (1996)
e Moorman e Lease (1992), onde encontraram isolados com resisténcia cruzada
aos fungicidas do grupo dos benzimidazis.

Para os fungicidas ainda n3o utilizados no controle do patdgeno, o isolado
comportou-se altamente sensivel ao tolilfluanid, com ED;, < 1 ppm. Malathrakis
(1989) também obteve resultados semelhantes, e detectou: isolado resistente ao
dichlofluanid na concentragio de 81 ppm, o qual é um produto similar ao
tolilfluanid (Rewal, Coley-Smith e Sealy-Lewis, 1991). Para os fungicidas dodine
e quintozene, o fungo comportou-se com moderada sensibilidade, com valores do

EDs entre 1 e 10 ppm. O fungo demonstrou insensibi]idade para os fungicidas
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folpet, dithianon, azoxystrobin e dimethomorph, com EDs, > que 50 ppm. Para o
fungicida azoxystrobin, do grupo das estrobilulinas, Caldari Janior (1998)
encontrou grande variagdo no crescimento micelial de isolados provavelmente
ainda ndo expostos a esse fungicida, no qual o EDj, situou-se abaixo de 0,1 ppm
e para outros em 1000 ppm, indicando que esse composto nio tem nenhuma ou
pouca influéncia no crescimento micelial in vitro, discordando também do
conceito de resisténcia de fungos a fungicidas. Mesmo em altas concentragGes, os
fungicidas azoxystrobin, folpet, dithianon, quintozene e dimethomorph ndo foram
capazes de inibir o fungo, comportando-se como ineficientes.

Virios trabalhos relatam a eficiéncia de fungicidas benzimidazois (Smith,
1994) e dicarboximidas (Lorenz, 1994) contra B. cinerea. Entretanto, observou-
se que alguns fungicidas avaliados ndo foram eficientes na inibigdo do
crescimento micelial. Este resultado provavelmente pode estar relacionado 3
resisténcia do isolado a fungicidas.
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TABELA 2 - Equagdes de regressiio, valores médio de EDs, (concentragdo suficiente para inibir 50% do crescimento

micelial), eficiéncia e sensibilidade de Botrytis cinerea a fungicidas. UFLA, Lavras - MG, 1999.

Fungicidas Equagdes da regressiio R? EDso sh E2
Difenoconazole Y=1.2516x%-14.6865x+50.1880 0.95 1.43 MS ME
Tebuconazole =0.8804x%-9.0911x+28.2175 0.95 <1 AS AE
Cyproconazole Y=1.5229x%16.8175%+50.6069 0.95 141 MS ME
Triadimenol Y=1.5219x%-16.9621x+51.8745 0.95 1.52 MS ME
Propiconazole Y=1.0087x%-10.0161x+28.7832 0.95 <1 AS AE
Triforine Y=-0.5149x2-3.3420x+50.7558 0.95 4.11 MS ME
Imibenzonazole Y=0.9588x2-9.9274x+37.4054 0.95 <1 AS AE
Tiofanato Metilico Y=0.3039x-2.3857x+90.8496 0.95 >1000 | 1
Benomyl =0.7787x°-12.5315x-72.1760 0.95 13.24 BS BE
Procymidone Y=0.5843x%-5.6650x+37.2865 0.95 <1 AS AE
Iprodione Y=0.8189x%-5.7655x+42.9041 0.95 <1 AS AE
Captan Y=-3.0573x%+14.2356x+56.7544 0.95 21528 1 I
Dimethomorph =.] .4963x2+9.7692x+55. 1508 0.95 >1000 | 1
Tolilfluanid Y=14828x"15.2931x+42.6173 0.95 <1 AS. . AE -
Folpet - : “Y=-3.3493x%+14.9335%+75.7800 0.95 404.16 | I
Dithianon Y=-3.7202x2+22.2539x+51.1735 0.95 516.73 1 I
Azoxystrobin Y=~2.2182x’+15.696lx+54.8881 0.95 >1000 I )|
Dodine Y=0.6662x2-10.9364x+51.6288 0.95 1.87 MS ME

Quintozene __Y=0.7100x’-8. .6055x+55.7338 0.95 4.10

1\ AS (alta sensnblhdade), MS (moderada sens:bxlldade), BS (balxa sensnblhdade), I (msensnvel)
2\ AE (alta eficiéncia), ME (moderada eficiéncia), BE (baixa eficiéncia), I (ineficiente)
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TABELA 3 - Valores médio de porcentagem de inibicio do crescimento micelial (PIC) de Boirylis cinerea e a
concentragio minima inibitéria (CMI)". UFLA, Lavras - MG, 1999,

Concentragdes (ppm) CMI
Fungicidas 1 10 100 1000
Difenoconazole 4458% 89.16 90.96 100 100-1000
Tebuconazole 72.74 97.59 100 100 10-100
Cyproconazole 45.03 88.55 100 100 10-100
Triadimenol 43.22 88.25 08.49 100 100-1000
Propiconazole 71.54 100 100 100 1-10
Triforine 52.26 45.18 93.37 100 100-1000
Imibenzonazole 61.30 88.86 90.96 91.42 > 1000
Tiof. Metilico 0.15 0.00 8.28 0.00 > 1000
Benomyl 20.18 53.16 70.63 80.87 > 1000
Procymidone 62.95 76.36 79.82 77.11 > 1000
Iprodione 53.92 75.00 61.14 59.64 > 1000
Captan 437 46.84 51.36 94.13 > 1000
Dimethomorph 47.59 10.54 37.80 43.22 > 1000
Tolilfluanid 54.07 96.23 100 100 10-100
Folpet 16.42 4,07 8.73 89.61 > 1000
Dithianon 51.05 2.26 20.18 75.90 > 1000
Azoxystrobin 45.93 6.33 15.36 38.70 > 1000
Dodine 4398 77.41 85.99 100.00 100-1000
Quintozene 39.76 63.86 68.67 72.59 > 1000

1\ Intervalo entre concentragdes, onde pode-se encontra valores de 100% de inibigdo do crescimento micelial.
2\ Média de 4 repeticGes



5.2 Sensibilidade micelial de B. cinerea a misturas de fungicidas
A sensibilidade micelial de B. cinerea em meio BDA com misturas de

fungicidas esta apresentados nas Tabelas 4 e 5, ;

Verifica-se que com 1 ppm dos fungicidas utiliz;ados em mistura com 1
ppm do fimgicida tebuconazole, quando comparadas com o fungicida
tebuconazole utilizado isoladamente, a mistura com ,azoxystrobin, triforine,
tiofanato metilico, benomyl, captan e procymidone camportou-se igualmente.
Quando se compara os fungicidas aplicados 1solada¥nente e os fungicidas
misturados com tebuconazole, nota-se que para os fungicidas captan,
procymidone e benomyl, ocorreram interagdes entre os fungicidas positivamente.
Essa interagiio pode ser observada pelo aumento da mibiﬁo micelial ser superior
ao do fungicida tebuconazole e dos fungicidas aplicados iﬁoladamente. Isto indica
que os modos de acdo dos fingicidas utilizados na mistura agem de forma
independente. Os fungicidas azoxystrobin e tiofanato metilico ndo foram
eficientes; a mibigio micelial pode ter sido causada pelo fungicida tebuconazole.
Para os fungicidas triforine, dodine, tolilfluanid e iprodione, ocorreram efeitos
negativos, pois houve decréscimo na inibicdo do crescimento micelial quando
comparadas com o fungicida tebuconazole. O efeito negativo pode ser devido ao
impedimento da agdio do fungicida tebuconazole, ou vice-versa, relacionado a
auto-incompatibilidade entre os ingredientes ativos. Na concentragio de 100 ppm
dos fungicidas misturadas com 100 ppm de tebuconazole, todos foram eficientes
na inibi¢io do crescimento micelial, ndo podendo dizer se ocorreu interagio
positiva ou negativa, ou seja, se houve compatibilidade;ou incompatibilidade
entre os ingredientes ativos. Os resultados demonstram que nem sempre a mistura
de 2 fungicidas aumenta a eficiéncia dos fungicidas, apesar de aumentar o custo
da aplicagdo, |
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Quanto A avaliagdo das misturas contendo 1 ppm de cada fungicida,
normalmente aplicados sobre o patdgeno em estudo, observa-se que as misturas
que contém o fungicida procymidone a 1 ppm sdo altamente eficientes na inibi¢do
do crescimento micelial de B. cinerea. As demais misturas que ndo contém o
procymidone demonstraram ser ineficazes para inibir o crescimento micelial do
fungo. Ja as misturas entre benomyl, tiofanato metilico e captan proporcionaram
total crescimento micelial do fungo, com grande probabilidade desse isolado ser
resistente aos fungicidas do grupo benzimidazdis.
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TABELA 4 - Porcentual de inibigio micelial de B. cinerea por misturas de fungicidas com tebuconazole, nas concentragdes
de 1 e 100 ppm. UFLA, Lavras - MG, 1999,

Concentracdes (ppm) Concentragdes (ppm)
Tratamentos 1 100 Tratamentos 1 100
Azoxystrobin + Tebuconazole  74.64  cde" 100.00 a Tebuconazole 72.74 cde 10000 o
Captan + Tebuconazole 1000 e 100,00 a Azoxystrobin 5391 ¢ 15.36 a
Procymidone + Tebuconazole 91.54 e 10000 a Captan 4683 bc 51.35 b
Triforine + Tebuconazole 4765 abcde 10000 a Procymidone 6295 ¢ 79.82 cde
Dodine + Tebuconazole 2887 ab 100.00 a Triforine 5226 bec 9337 de
Tolilfluanid + Tebuconazole 2652 a 10000 a Dodine 4397 bc 85.99 cde
Tiof. Metilico + Tebuconazole 67.60  bede 100.00 a Tolilflanid 5406 ¢ 10000 e
Benomy! + Tebuconazole 8497 de 100,00 a Tiof. Metilico  0.15 a 8.28 a
Iprodione + Tebuconazole 44.13  abe 9783 a Benomyl 20.18 ab 70.63... bed
e T T - _Iprodione 5391 ¢ __6L14  bc _
CV (%) 21.62 0.86 CV (%) 29.82 15.66

1\ Média seguida pelo mesma letra néio diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0.05).
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TABELA 5 - Porcentual de inibigdo micelial de B. cinerea por misturas entre fungicidas nas concentragoes de 1 e 100
ppm. UFLA, Lavras - MG, 1999.

ConcentragGes (ppm) Concentragdes (ppm)

Tratamentos 1 100 . Tratamentos 1 100
Tprodione + Captan 2065 a 9731 d" Procymidone 6295 ¢ 7982 b
Iprodione + Tiofanato metilico 4353 b 95.11 d Iprodione 5391 ¢ 61.14 b
Iprodione + Procymidone 0858 ¢ 9116 d Captan 4683 bc 5135 b
Iprodione + Benomyl 4621 b 0889 d Benomyl 2018 ab 7063 b
Benomyl + Captan® - . 4731 ¢  Tiofanatometilico 015 a 828 a
Benomyl + Tiofanato metilico™ - - 1056 a - - - - -
Procymidone + Captan 97.16 ¢ 98.76 d - - - - -
Procymidone + Tiof. metilico 9952 ¢ 9845 d - - - - -

_Tiofanato metilico+ Captan®™ __ - ___- 3091 b __ - ____________ - __ - - __-_

CV (%) 4.86 4.30 CV (%) 36.80 25.68

1\ Média seguida pelo mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0.05).
2\ Excluidos da analise estatistica (1 ppm).




Na avaliagfo entre as misturas com 100 ppm dos fungicidas, observou-se
grande eficiéncia na inibicio do crescimento n'ucehdl do fungo quando se
utilizaram as misturas que contém os fungicidas :prochone e/ou procymidone.
Este resultado ¢ um grande indicativo de que os ﬁmglcidas do grupo dos
dicarboximidas mantiveram-se eficientes, apesar do lsolado ja ter entrado em
contato com esse grupo de fungicida. Apesar da provavél resisténcia do isolado
aos benzimidazdis, o isolado demonstrou ser sensivel ao dicarboximidas.
Entretanto, as misturas entre benomyl, tiofanato metilico'e captan proporcionam
pouca inibicdo do crescimento micelial do fungo, resultado semelhante a0 da
concentragio de 1 ppm, comprovando que este isolado provavelmente tenha
adquirido resisténcia aos fungicidas benomyl e tiofanato metilico, e estes
interferiram no modo de agdio do captan quando sio nﬁshxt?dos.

b
5.3 Sensibilidade de conidios de B. cinerea a fungicidas !

Os resultados das avaliagdes da sensibilidade da germinago de conidios
de B. cinerea podem ser observados na Tabela 6. ]

Observa-se que na concentragio de 1 ppm, os fungicidas benomyl,
iprodione, captan e dodine demonstraram maior ou ‘igual capacidade de
germinagéo em relagdo a testemunha. Os fungicidas bmorﬁyl, captan ¢ iprodione
sdo intensivamente aplicados sobre o patogeno em estudo; demonstrando que o
isolado, em baixa pressio de selegdo, é capaz de mamf&star conidios resistentes,
seguido pelo fungicida tiofanato metilico, que demonstrou: capacidade maior de
inibir a germinacdo do fimgo. Estatisticamente, os ﬁmgicidﬁns tiofanato metilico e
azoxystrobin proporcionaram o mesmo nivel de germinacdo, seguidos por

procymidone, propiconazole e triadimenol. E os ﬁmglcldas tebuconazole,
difenoconazole e tolilfluanid proporcionaram total ou pouca germmaqao
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Na avaliagdo utilizando-se 10 ppm dos fungicidas, com excegdo do
benomyl, todos os fungicidas proporcionaram germina¢iio de conidios inferior a
testemunha. A igualdade entre a testemunha e o benomyl, na germinagdo conidial,
pode estar relacionada a resisténcia do fungo a este fungicida. Os fungicidas
azoxystrobin e tiofanato metilico proporcionaram um nivel de germinagio pouco
inferior a testemunha, com nivel intermediario de germinacéo proporcionado pelo
procymidone, e com alto nivel e inibigdo total da germinagdo de conidios, pelos
fungicidas dodine, tebuconazole, triadimenol, difenoconazole, propiconazole,
captan e tolilfluanid, respectivamente.

Quando utilizaram 50 ppm dos fungicidas, todos comportaram-se com
eficiéncia na inibigio da germinacio conidial. Os fungicidas azoxystrobin e
benomyl foram os que mantiveram maiores niveis de germinagdo, seguidos por
procymidone e tiofanto metilico, com nivel intermediario, ¢ os demais fungicidas
inibiram totalmente a germinagdo conidial de B. cinerea.

Na concentragdo de 100 ppm dos fungicidas, todos comportaram-se com
eficiéncia na inibicdo da germinagiio conidial de B. cinerea. E os dados
estatisticos sdo semelhantes aos da concentragdo de 50 ppm.

Pode-se observar que os conidios tratados com os fungicidas benomyl e
azoxystrobin mantiveram niveis médio de germmacio semethantes em todas as
concentragdes avaliadas. A medida que se aumentavam as concentracdes dos
fungicidas benomyl e azoxystrobin, a tendéncia da germinagdo conidial no meio
com os fungicidas era mantida constante. Acredita-se que B. cinerea é
naturalmente insensivel a azoxystrobin e adquiriu resisténcia a benomyl, resultado
este compativel ao citado por Davidse (1994). O contrario ocorreu com os
fungicidas procymidone e tiofanato metilico. A medida que aumentaram as
concentragdes, ocorreram decréscimos na germinagao conidial. Provavelmente, os

fungicidas procymidone e tiofanato metilico foram poucos utilizados no controle
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TABELA 6 - Porcentagem de conidios germinados de Botrytis cinerea e intervalo
de confianga exato para a variavel 5 binomial de conidios
germinados. UFLA, Lavras - MG, 1999, -

Tratamentos Concentraghes (ppm)
I 10 50 100
Testemunha " 7675 7 75l 76.25
0.6751"-08478 * 0.6319-0.8139 d 0.6534- q.83 12 ¢ 0.6642-0.8397
Tebuconazole 1.75 0 0’ 0
0.0024-0.0703 a  0.0000-0.0362 0.00600-0.0362 a  0.0000-0.0362
Triadimeno) 32 0 0 0
0.2302-0.4207 b 0.0000- 0.0362 0.0000 - 0’?0362 a 0.0000-0.0362
Difenocanazole 0 0 0 i 1 0
0.0000-0.0362 a 0.0000- 0.0362 0.0000-0.0362 2  0.0000-0.0362
Propiconazole 23.75 0 0 0
0.1602-0.3357 b  0.0000- 0.0362 0.0000-0,0362 a  0.0000- 0.0362
Iprodione 86.25 35 o ! 0
0.7762-09212 e 0.0110- 0.0992 0.0000-0.0362 2  0.0000-0.0362
}
Azoxystrobin 40 46.5 35 36.5
0.3032-0.5027 bc 0.3598- 0.5625 0.2572 - 04518 b 0.2664-0.4624
Benomyl 71.50 % 59 49.5
0.6213-0.8052 de 0.9607- 0.9889 0.4871-0.6873 c 0.3983 - 0.6016
Captan 93 0 o 0
0.8610-0.9713 of 0.0000- 0.0362 0.0000 - 0.0362 a  0.0000-0.0362
Tiof. Metilico 53.75 38.25 16.75 | 8.5
04374-06401 cod 0.2847- 0.4825 0.1022-0.2581 b 0.0351-0.1 515
Tolilfluanid 0 0 0 0
0.0000-0.0362 a 0.0000- 0.0362 0.0000-00362 a  0.0000-0.0362
Dodine 85.75 6.0 1] 0
0.7762-09212 e 0.0223-0.1260 ab 0.0000 - 0.0362 a  0.0000-0.0362
Procymidonc 28.25 17.25 19.25 * ‘ 3.25
0.1947-0378 b 0.1022- 0.2581 b 0.1184-0.2806 b 0.0062 - 0.0851

1\ tratamento utilizado como testenmumha, total de 400 conidios avaliados
2\ dados originais
3\intervalo de confianca inferior e superior

4\ dados que sobrepdem um ao outro, s

si (p = 95)

57

t

eguidas pela mesmailetra, sd0 iguais entre



desse patdgeno mesta area, nio tendo o isolado tempo suficiente para adquirir
resisténcia. Os fungicidas do grupo das dicarboximidas (iprodione e
procymidone) demostraram eficiéncia na inibicdo da germinagdo, o mesmo
ocorreeu com os fungicidas protetores captan, tolilfluanid e dodine. Os fungicidas
triazdis  (tebuconazole, difenoconazole, triadimenol e propiconazole)
demonstraram grande poder de inibi¢io de germinacdo. Este resultado contraria
os trabalhos de Monteiro (1996), que observou meficiéncia na mibicio de
germinagdo de conidios. Pode-se observar que alguns fungicidas sistémicos agem
também de forma protetora, evitando a germinagio de conidios.

5.4 Erradicacio micelial de B. cinerea por fungicidas

Os resultados da avaliacio da erradicacio micelial de B. cinerea por
fungicidas podem ser observados na Tabela 7.

Dentre os fungicidas avaliados na concentra¢do de 100 ppm, o fungicida
protetor captan demonstrou alto efeito erradicativo do crescimento micelial,
seguido pelos fungicidas tolilfluanid, benomyl, iprodione e procymidone;
entretanto, inferior ao fungicida captan. Os fungicidas azoxystrobin, tiofanato
metilico, triadimenol, tebuconazole, difenoconazole, cyproconazole, triforine e
dodine ndo foram capazes de erradicar micélios do fungo nessa concentragio. Os
fungicidas iprodione, captan, procymidone, tebuconazole, difenoconazole e
propiconazole foram altamente eficientes na erradicagio micelial somente na
concentracdo de 1000 ppm, seguida por tolilfluanid, cyproconazole e dodine.
Com valores proximos ou semelhantes  testemunha, os fungicidas azoxystrobin,
benomyl, tiofanato metilico, triadimenol e triforine nio foram capazes de
erradicar o micélio, igualando-se estatisticamente a testemunha.

Os fungicidas protetores, nas concentragdes avaliadas, foram efetivos na

prevengdo do crescimento micelial sobre o meio de cultura BDA, demonstrando
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que, principalmente captan e tolilfluanid, possuem: potencial eficiéncia na
erradicacdo de B. cinerea, nas concentragées entre 1do e 1000 ppm, podendo,
estes fungicidas, ser utilizados no tratamento de partes vegetais, erradicando
micélio fiingico, localizado na parte extema, agindt‘a de forma protetora e
erradicante. '

Alguns fungicidas DMI’s possuem eficiéncia na protegdo e erradicagdo de
crescimento micelial de B. cinerea, podendo, os fung:c:das tebuconazole,
propiconazole e difenoconazole, ser utilizados nas conoentragoes entre 100 e 1000
ppm. Estes triazois possuem potencial de erradicar partes vegetais infectados pelo
micélio, localizados na parte externa e interna do érgdo vegetal, agindo de forma
protetora e erradicante. Entretanto, os fimgicidas triadimenol, triforine e
cyproconazole ndo possuem o efeito preventivo contra o crescimento micelial.
Isto demonstra que existe algum diferencial, na constituicio da molecula do
triazol, que o toma mais ativo ou nio. Os ﬁmglcxdas do grupo das
dicarboximidas (iprodione ¢ procymidone) demonstraram ieﬁciéncia para prevenir
e erradicar o crescimento micelial do fungo. Resultado semelhante foi obtido por
Souza (1991) quando erradicou micélio de B, cinerea com 200 ppm de
Procymidone. Os fimgicidas do grupo dos benzimidazdis e o azoxystrobin
demonstraram-se ineficientes para a erradicagdio micelial. Este fato pode estar
relacionado a resisténcia do fungo ao benomyl, pois trébalho feito por Souza

(1991) erradicou micélio de B. cinerea na concentracdo de 35 ppm.
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TABELA 7 - Porcentagem de erradica¢do micelial de Botrytis cinerea e intervalo
de confianga exato para a variavel binomial da erradicag¢io
micelial. UFLA, Lavras-MG, 1999.

Concentracdes (ppm)
Tratamento 100 1000
Testemunha o" 0
0.0000™ - 0.0362 d  0.0000-0.0362
Azoxystrobin 0 0
0.0000 — 0.0362 d 0.0000 - 0.0362
Benomyl 26.66 6.66
0.1860 - 0.3680 be 0.0286 - 0.1389
Iprodione 26.66 93.33
0.1860 - 0.3680 be 0.8610 - 0.9713
Procymidone 33.33 93.33
0.2391 - 0.4311 b 0.8610-0.9713
Captan 93.33 100
0.8610-0.9713 a 0.9637 - 1.0000
Tiof. Metilico 0 0
0.0000 - 0.0362 d 0.0000 - 0.0362
Tolilfluanid 40 86.66
0.3032 - 0.5027 b 0.7879 — 0.9289
Triadimenol 0 0
0.0000 - 0.0362 d 0.0000 - 0.0362
Tebuconazole 0 100
0.0000 - 0.0362 d 0.9637 - 1.0000
Difenoconazole 0 100
0.0000 — 0.0362 d 0.9637 - 1.0000
Propiconazole 0 100
0.0000 - 0.0362 d 0.9637 — 1.0000
Cyproconazole 0 40
0.0000 - 0.0362 d 0.3032 -0.5027
Triforine 0 0
0.0000 - 0.0362 d 0.0000 - 0.0362
Dodine 0 60
0.06000 — 0.0362 d 0.4972 - 0.6967
1\ dados originais

2\ intervalo de confianga inferior e superior
3\ média seguida pela mesma letra nio difere entre si a 95 % de probabilidade
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5.5 Erradicagiio e/ou inviabilizagio dos esclerédios de B. cinerea

Os resultados da avaliagio da erradicagio e/ou inviabilizaco de
esclerédios de B. cinerea por fungicidas podem ser observados na Tabela 8.

Os melhores tratamentos fungicidas para a erradicagio e/ou
inviabilizacio dos esclerodios foram aqueles que soﬁeram tratamentos com
fungicidas protetores. O melhor fimgicida protetor foi o tolilfluanid,
demonstrando grande capacidade de inibir a germinacgio dos esclerédios entre 100
e 1000 ppm do ingrediente ativo, apesar de uma relativa perda da eficiéncia a
2000 ppm. O fungicida dodine também demonstrou ser menos eficiente, porém
com grande variagdo na concentragdo utilizada de 500 é 2000 ppm. Com menor
eficiéncia, o fungicida captan inibiu quase totalmente a germinagdo dos
esclerddios a 100 ppm; porém, em concentragdes entre ;500 e 2000 ppm, a sua
eficiéncia diminuiu quase a metade. De acordo com Rewal, Coley-Smith e Sealy-
Lewis, (1991), captan e dichlofluanid apresentam modos de agdo similar,
entretanto, o fungicida tolilfluanid, um similar ao dichlofluanid, demonstrou
maior eficiéncia. Este fato pode estar relacionado ao rﬂelhor modo de agdio do
tolilfluanid, apresentando maior fungitoxicidade. A fnenor sensibilidade de
esclerédios do isolado ao captan pode estar relacionada 3 resisténcia on
adaptabilidade do isolado ao captan, pois este isolado foi proveniente de area com
intensivas aplicagdes do captan e ndo do tolilfluanid.

Dentre os fungicidas sistémicos, destacou-se o fingicida tebuconazole,
inviabilizando a germinagdo dos esclerddios, quando se usaram concentragdes a
partir de 500 ppm. Os outros fungicidas sistémicos (benomyl, iprodione,
procymidone, difenoconazole e triforine) demonstraram ineficiéncia par2 a
inviabilizagdo dos esclerédios, permitindo a germinacdo dos esclerédios em
todas as concentragdes. A ineficiéncia demonstrada pelos fungicidas benomyl,
iprodione ¢ procymidone pode estar relacionada & resisténi:cia do isolado a estes
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Tabela 8 - Porcentual de esclerédios de Botrytis cinerea niio germinados apds tratamento com fungicidas e intervalo de
confianga exato para a varidvel binomial de esclerddios ndo germinados. UFLA, Lavras — MG, 1999.

[£

Concentraces (ppm)

Tratamentos 100 500 1000 2000
Testemunha o® 0 0 0

0.0000%-0.0362 b“  0.0000-0.0362 ¢  0.0000-0.0362 c 0.0000-0.0362 d
Tolilfuanid 100 100 100 54.77

0.9637-1.000 a 0.9637-1.000 a 0.9637-1.000 a 0.4472-0.6496 b

Benomyl 0 0 0 0

0.0000-0.0362 b 0.0000-0.0362 c 0.0000-0.0362 c 0.0000-0.0362 d
Captan 95.45 43.19 40.40 10

0.8871-0.9835 a 0.3313-0.5328 b 0.3032-0.5027 b 0.04901-0.1762 c
Iprodione 0 0 0 0

0.0000-0.0362 b 0.0000-0.0362 ¢ 0.0000-0.0362 c 0.0000-0,0362 d
Procymidonc (] 0 0 0

0.0000-0.0362 b 0.0000-0.0362 c 0.0000-0.0362 c 0.0000-0.0362 d
Triforine 0 0 0 0

0.0000-0.0362 b 0.0000-0.0362 c 0.0000-0.0362 c 0.0000-0.0362 d
Dodine 0 94 .45 60.45 100

0.0000-0.0362 b 0.8739-0.9776 a 0.4972-0.6967 b 0.9637-1.0000 a
Difenoconazole 0 0 0 0

0.0000-0.0362 b 0.0000-0.0362 c 0.0000-0.0362 c 0.0000-0.0362 d
Tebuconazole 0 100 100 100

0.0000-0.0362 b 0.9637-1.0000 a 0.9637-1.0000 a 0.9637-1,0000 a
Azoxystrobin 0 0 0 0

0.0000-0.0362 b 0.0000-0.0362 c 0.0000-0.0362 c 0.0000-0.0362 d

1\ dados originais. 2\ limite inferior e limite superior. 3\ tratamentos com letras diferentes nas colunas, diferem
estatisticamente a 95% de probabilidade.



fungicidas. Também pede ser relacionada a resisténcia “fisica” dos esclerodios
aos fungicidas sistémicos, os quais agem de forma sistémica e nio por contato, ou
seja, o fungicida tem que ser ingerido pelo fungo éam causarem efeito. A
pulverizagdo de fungicidas sistémicos, nesse caso, pode induzir a produgio de
esclerédios. Entretanto, apesar do mesmo grupo quinﬁcéo, tebuconazole, ter sido
superior ao difenoconazole, este fato pode estar relacionado 4 molécula quimica
do ingrediente ativo, 0 qual ¢ diferenciado dos outros péla localizagio do radical

da molécula base do triazol (Forcelini, 1994).

5.6 Frequéncia de conidios de B. cinereq resistentes a fungicidas

Observa-se que a maioria dos fungicidas que apresentam eficiéncia contra
B. cinerea, no bioensaio de nibi¢do do crescimento micelial (Tabela 2 e 3), ndo
foram capazes de induzir conidios resistentes (Tabela 9). Dentre os fungicidas
que demonstraram eficiéncia, apenas o fungicida benomyl selecionou conidios
resistentes, apresentando germinagio conidial igual a t&stemunha Os fungicidas
procymidone e dodine também foram capazes de selecionar conidios resistentes,
porém em menores proporgdes que o benomyl. Outro fung',icida que se apresentou
como a testermmbha foi o fungicida azoxystrobin, entretanto este ndo demonstra
ser eficiente contra o B. cinerea.

A igualdade na germinacio canidial entre a testemunha e benomyl
demonstra a grande presenga de esporos mutantes rwstentes ao fungicida
benomyl, estando a frequéncia numa relacdo de 1 para 83. ‘De acordo com (Brent,
1995), numa relagio semelhante de 1 em 100 ou 1 em 10 na populagio, ha
dificuldade de controle da doenca e a presenca de mutantes resistentes é
facilmente detectada. Provavelmente, devido as diversas aphmcoes com fungicida
benomyl, a propor¢do do mutante foi aumentada. |
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TABELA 9 - Numero de colonias de Botrytis cinerea formadas no meio contendo

fungicidas. UFLA, Lavras - MG, 1999.

Tratamento

Concentra¢es (ppm)

100

1000

Testemunha

120

120

Benomyl
Azoxystrobin
Triforine
Triadimenol
Difenoconazole
Tebuconazole
Propiconazole
Procymidone
Iprodione
Captan
Tolilfluanid
Dodine

120

)
[
o

Poocooooooo

120
120

(%
coooShooocooo

Lh

Caldari Junior (1998) encontrou isolados que foram sensiveis e

insensiveis, em teste in vitro, quando testou isolados que nao tiveram contato com

o fimgicida. O isolado estudado ndo sofreu pressdo de selegdo pelo fungicida

azoxystrobin, mas comportou-se com insensibilidade ao fungicida, ou seja, o

modo de acio do azoxystrobin provavelmente ndo é capaz de afetar importantes

rotas metabolicas vitais do fungo.

A selecio de linhagem resistente ao procymidone pode estar relacionada

ao seu modo de agdo, semelhante ao dos fungicidas vinclozolin e iprodione. De

acordo com Pappas e Fisher (1979), todos os dicarboximidas tem semelhanga no

modo de agdo. Entretanto, iprodione n3o selecionou linhagem resistente

provavelmente devido & concentragdo do fungicida utilizado ser eficiente ou aos



modos de acdo dos dicarboximidas nio serem totalmente similares, sendo
necessario, portanto, mais estudos sobre o modo de acao dos dicarboximidas.

Por ainda ndo ter sido exposto aos fungicidas do grupo dos DMI’s, o
isolado de B. cinerea nio foi capaz de selecionar mutante resistente. Para os
fungicidas protetores que apresentam multi-sitios de agdo, como o captan e

tolilfluanid, o isolado nio foi capaz de selecionar mutante resistente, mesmo

sabendo que o isolado recebeu forte pressao de selecdo pelo captan.

5.7 Indugio a produgio de esclerédios de B. cinerea por fungicidas

De acordo com a Tabela 10, pode-se observar a inducio da producdo de
esclerodios por tratamento fungicida.

Apés 15 dias da incubacdo, notou-se que as culturas provenientes de
estacas que ndo receberam tratamento fungicida ndo foram capazes de produzir
novos esclerodios. Entretanto, quando os esclerodios foram submetidos ao
tratamento .por imersio em calda fungicida, elas foram incapazes de se
multiplicar.

O fungicida tolilfluanid demonstrou induzir poucos esclerodios em todas
as concentrages avaliadas. Isto pode estar relacionado a eficiéncia do fungicida
na erradicacao de esclerédios ou a inviabilizagdo dos esclerddios diante do
fungicida, ja que este demonstrou grande efeito a partir de 100 ppm. O fungicida
captan, demonstrou menor efeito na producdo de esclerodios. A partir da
concentracao de 1000 ppm, entretanto, em concentragdes inferiores, este
fungicida demonstrou ser grande indutor na producdo de esclerédios. Devido ao
fato do isolado de B. cinerea em estudo, ter provavel resisténcia ao fungicida
benomyl, este fungicida foi capaz de induzir a produgdo de esclerédios em todas
as concentragoes avaliadas. Quando os esclerédios foram imersos na calda

fungicida, demonstrou efeito inverso, ou seja, além de nio ter efeito na
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erradicacdo e/ou inviabilizagdo dos esclerodios, este fungicida demonstrou induzir
a produgdo de esclerodios. Os fungicidas iprodione e procymidone, mesmo nao
tendo efeito na erradicagdo e/ou inviabilizagdo de esclerodios, demonstraram
efeito na indugdo da produgdo de esclerodios, com valores abaixo do fungicida
benomyl.

Esta diferenga pode estar relacionado ao isolado, ou seja, isolado este
proveniente de area que recebeu intensivas aplicagdes dos fungicidas benomyl,
captan, iprodione e procymidone, e somente o fungicida tolilfluanid ainda ndo foi
aplicado sobre o patogeno, demonstrando a grande sensibilidade dos esclerodios
ao fungicida tolilfluanid. Para os demais fungicidas, os esclerodios do isolado
demonstraram menor sensibilidade ou até mesmo resisténcia a estes fungicidas,

com mais adaptagao ao fungicida benomyl.

TABELA 10 - Numero de esclerodios reproduzidos por Bofrytis cinerea, apos
tratamento de esclerodios com fungicidas. UFLA, Lavras - MG,

1999.
Concentragdes (ppm)
Tratamentos 100 500 1000 2000 Média
Testemunha 0 0 0 0 0
Benomyl 19 49 405 62 42.62
Tolilfluanid 0 4 4 14 5.5
Captan 60 48 0 11 29.75
Iprodione -— - 335 0 16.75
Procvmidone 20 — 275 20 225
--- ndo testados
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6 CONCLUSOES

1) O isolado de Botrytis cinerea em estudo demonstrou menor sensibilidade aos
fungicidas benomyl, tiofanato metilico, iprodione, procymldone € captan.

2) Dentre os fungicidas do grupo dos inibidores de reagdo de demetilagdo
(DMI’s), somente os triazobis (tebuconazole, triadimenol, difenoconazole,
propiconaozole e cyproconazole) demostraram alta eﬁcnencza na inibigo in
vitro de B. cinerea. |

3) O fungicida protetor tolilfluanid demonstrou grande eficiéncia contra B.
cinerea.

4) O isolado de B. cinerea demonstrou insensibilidade aos fungicidas dithianon,
dimethomorph, quintozene, folpet ¢ azoxystrobin. |

5) Os fungicidas dodine, triforine e imibenconazole apresentaram potencial na
inibigdo do fungo. !

6) As misturas de fungicidas envolvendo tebuconazole apn%esentaram altos indices
de eficiéncia. ;

7) Misturas de fungicidas entre benomyl, tiofanato metilico e captan foram
ineficazes na inibigdo de B, cinerea. ,

8) As misturas contendo os fungicidas procymidone e/ou iprodione sio eficientes

no controle de B. cinerea.
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CAPITULO 3 i

ADAPTABILIDADE IN VITRO DE LINHAGENS DE
Botrytis cinerea RESISTENTES A FUNGICIDAS.

!

1 RESUMO

KIMURA, Mauro Koozo. Adaptabilidade in vitro dé linhagens de Bortrytis
cinerea resistentes a fungicidas. Lavras: UFLA, 1999 132p. (Dissertagiio

- Mestrado em Fitopatologia) a
A ineficiéncia no controle de uma doenga no camll;o apos aplicagdo de um
produto quimico originalmente eficiente, pode ser devido ao surgimento de
linhagens resistentes. Este fato poders ser confirmado através de teste em
laboratério. Este trabalho objetivou o estudo in vitro ]ﬂo isolado de Bomyris
cinerea frente a resisténcia a fungicidas. Obteve-se as lmhagens possivelmente
resistentes aos fungicidas pelo método de fungicida inco;rporado ao meio BDA,
realizado no Laboratdrio de Epidemiologia ¢ Manejo dg Doengas Fingicas, do
Departamento de Fitopatologia/UFLA. Estudou-se a adapttabilidade das linhagens
pelo crescimento micelial das linhagens em meio fD& capacidade de
esporulagio, capacidade de germinacio dos conidios e patogenicidade das
linhagens obtidas. Estudou-se também a estabilidade das lmhagens em meio BDA
¢ a estabilidade das linhagens no meio com os ﬁngicihas. Diante de alguns
resultados, avaliou-se a resisténcia cruzada e dupla resisténcia das linhagens aos
fungicidas benomyl e iprodione. As linhagens proveniente do eucalipto usando os

Comite Orientador: Paulo Estevdo de Souza - UFLA (Orientador), Mario Lucio Vilela
Resende - UFLA, Mirio Sobral de Abreu - UFLA, Ricardo Magela de Souza - UFLA.
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fungicidas benomyl, tiofanato metilico, iprodione, procymidone e captan
usualmente aplicado sobre o isolado em estudo, demonstraram alta adaptabilidade
aos fungicidas benomyl, tiofanato metilico e iprodione, e média a baixa
adaptabilidade ao procymidone e ao captan. Quando se avaliou o crescimento
micelial. Entretanto, todas as linhagens demonstraram menor esporulacao que o
isolado original e a capacidade de germinag3o foram quase igual para todos. Com
exce¢do da linhagem proveniente do captan, as demais demonstraram estabilidade
no crescimento micelial e patogenicidade em plantulas de eucalipto, apés 10
sucessivas repicagens ao meio BDA; e também permaneceram-se com
estabilidade do crescimento micelial no meio com fungicidas; com resisténcia
cruzada e dupla resisténcia entre as linhagens. Para as linhagens proveniente dos
fungicidas nunca utilizados para o controle do isolado de B. cinerea em estudo, as
linhagens proveniente dos fungicidas DMI’s (inibidores de reagdo de demetilagéo)
de modo geral demonstraram adaptabilidade, entretanto ndo tiveram estabilidade
do crescimento micelial no meio BDA e no meio com fungicida, apresentado
dupla resisténcia ao benomyl! e ndo apresentado dupla resisténcia ao iprodione, e
para outras linhagens, ocorreu grande variagdo na adaptabilidade e estabilidade
da resisténcia. Conclui-se que o isclado de B. cinerea em estudo, demonstrou
resisténcia aos fungicidas benomyl e tiofanato metilico, e baixa resisténcia aos
fungicidas iprodione, procymidone e captan, com grande adaptabilidade aos
fungicidas benomyl e tiofanato metilico. Para os demais fimgicidas avaliados, o
isolado demonstrou adquirir resisténcia aos fungicidas, sendo de grande
importéncia este estudo na implementagio da estratégia de controle de B. cinerea.
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2 ABSTRACT

KIMURA, Mauro Koozo. In vitro adaptability of strains of Botrytis cinerea
resistant to fungicides. Lavras: UFLA, 1999, 132p. (Dissertation - Master
in Phytopathology)

The inefficient to control a disease in the ﬂeldé after application of an
originally efficient chemical may be due appearance of ﬁxpgicide resistant strains.
a fact that will be able to be confirmed through a laboratlory test. This work was
designed to study in vitro the isolate of Botrytis cinereg in view of fungicides
resistance. The possibly fungicides resistance strains werez obtained by the method
of fungicide incorporated into PDA culture medium, accomplished at the
Epidemiology and Fungal Disease Management | Laboratory, of the
Phytopathology Department/UFLA. The adaptability of 1;he strains was studied,
by the mycelial growth of the strain in PDA medium, sporulation capacity and
spore germinating capacity and pathogenicity of the strains obtained. Other
parameter studied was the stabilty of the strains in PDA culture medium and the
stability of the strains in the medium with the fungicides. In face of some results,
the cross resistance and double resistance of the strains to the fungicidal benomyl
and iprodione were studied. In general, to the strains coming from the fungicidal
benomyl, thiophanate-methyl, iprodione, procymidone and captan, usually applied
on the isolate under study showed high adaptability to the fungicides benomyl and
thiophanate-methyl and iprodione, and medium to low adaptability to
procymidone and the captan. When evaluating the mycelial growth, however all
strains showed less sporulation than the original isolate and germination capacity

Guidance Committee: Paulo Esteviio de Souza - UFLA (Adviser), Mario Licio Vilela
R&sende-UFLA,MéﬁoSobraldeAbmu-UFLA,RimdoMaggladeSouza-UPLA
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was almost equal for all with exception of the strain coming from captan, the
others showed stability in the mycelial growth and pathogenicity in eucalyptus
seedling, after 10 successive transplanting in the PDA medium and also remained
with stability of the mycelial growth in the medium with fungicides; with cross
resistance and double resistance among the strains. For the strains coming from
the fungicides never utilized for the control of the B. cinerea isolate under study,
the strains coming from the DMI's fungicides (demethylation reaction inhibitors),
in general showed adaptability, however, they didn't have the stability of the
mycelial growth in the PDA medium and i the medium with fungicide presenting
double resistance to benomyl and not presented double resistance to the iprodione
and for other strains occurred a great variation in the stability and adaptability of
resistance. I follows that the isolate of B. cinerea under study, showed resistance
to the fungicidal benomyl and thiophanate-methyl and low resistance to the
fungicides iprodione, procymidone and captan, with great adaptability to the
fingicides benomyl and thiophanate-methyl. To the other fimgicides evaluated,
the isolated showed to acquire resistance to the fungicides, this study being of
great importance in the implementation of the strategy of control of B. cinerea.
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3 INTRODUCAO

O desenvolvimento de populagdes de fungos resilstentes a fungicidas pode
ocasionar perdas tanto para o usudrio, o qual pode perder toda sua produgio por
falta da eficiéncia do fungicida, quanto para o ﬁ«lbnmnte do produto, o qual
investiu alto na descoberta e no desenvolvimento do ﬁmglclda E importante,
portanto, que essas novas e poderosas armas do arsenal quimico sejam utilizadas
com as estratégias certas para dirninuir esses riscos. |

Os fungos, como todos os organismos vivos, sio émmmte maleaveis
e podem, através de mutagGes, tomar-se resistentes a ﬁxﬁgicidas especificos que
atuam em um ou em poucos processos metabdlicos vrt'als O aparecimento de
organismos resistentes aos fungicidas inespecificos | é mais dificil, pois
necessitaria que o fimgo passasse por muitos processos de mutacdo, em varias
partes do genoma. Até 1970, devido 4 predominéncia de funglcldas inespecificos,
0s casos de resisténcia relatados no campo limitavam-se a menos de 10 géneros
de fungos. Em contraposigiio, coincidindo com a esmlada dos fungicidas
sistémicos, esse nimero ji era de aproximadamente 60 géneros em 1088,
contando também com aqueles com multipla resisténcia (Delp, 1994).

Estima-se que células fiingicas mutantes, &spoxlltaneas ou induzidas,
resistentes a fungicidas sistémicos, surgem numa propor;;ao delem 10*alem
10°. Ainda que, em condigBes de laboratério, consigam-se mm resistentes de
todos os fungos a todos os fungicidas sistémicos testados 580 necessarios mais
dois fatores para que o problema estenda-se ao campo a adaptabilidade do
mutante ¢ a pressdo de selegdo. Quando detecta-se a fatha de controle no campo,
apés aplicacio de um produto quimico originalmente eﬁcxente pode-se estar
frente a uma nova linhagem resistentes ao fungicida, fato este que podera ser

75



confirmado por meio de teste em laboratorio e casa-de-vegetagdo, tais como testes
de adaptabilidade de linhagens resistentes, que podem fomecer dados referente a
patogenicidade e habilidade competitiva da nova linhagem e fomecem subsidios
para a previsio de provaveis consequéncias que poderdo advir da expansdo da
populago resistente no campo.

A adaptabilidade do mutante depende, fundamentalmente, do gene ou
genes que sofreram mutagio para resisténcia. Se esses genes, antes da mutagdo,
eram importantes condicionadores de competitividade (por exemplo,
patogenicidade, capacidade de esporulagio e sobrevivéncia), entio o mutante tera
baixa adépmbilidade; caso contrario, continuarda com sua adaptabilidade
inafterada.

Essa adaptabilidade do mutante tem estreita relagdo com a forma de acdo
do fungicida, sendo que os mutantes bem adaptados surgem com mais facilidade
face a determinados principios ativos. Segundo Dekker (1982), citado por Kimati
(1995), ha indicagdes, ainda grosseiras, de que com fungicidas como as
acylalaninas (metalaxyl), os benzimidazois (benomyl, carbendazim, thiabendazole
e tiofanato metilico) apresentam alto risco de falhas, ao passo dos triazois
(triadimenol,  tebuconazole, bitertanol,  difenoconazole, propiconazole,
cyproconazole, etc.), imidazdis (imazalil) e as morfolinas (tridemorph,
dimethomorph, etc.) apresentam baixo risco.

Uma alta adaptabilidade dos mutantes ndo significa, obrigatoriamente,
problema de resisténcia no campo; nem uma baixa adaptabilidade significa
auséncia de riscos de resisténcia. Mesmo um fungicida pouco vulneravel estara,
sob condices de alta pressio de selegdio, correndo riscos de aumentar as chances
de mutagdes que originam tipos cada vez mais adaptados de mutantes resistentes.

Assim, o surgimento de problemas de resisténcia a fungicidas no campo depende,
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em grande parte, da pressdo de selecio exercida pela madequada aplicacdo de
fungicidas.

Diante desses fatos ¢ dada a importancia dos fungicidas, realizaram-se

trabalhos com o objetivo de estudar a adaptabilidade ddusolado e das linhagens
de B. cinerea resistentes aos fungicidas. !
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtengdio in vitro de linhagens resistentes a fungicidas

A partir de isolado de Botrytis cinerea, obtiveram-se, em condigdes de
laboratério, linhagens possivelmente resistentes. Os trabalhos foram
desenvolvidos no Laboratério de Epidemiologia e Manejo de Doencas Fimgicas,
do Departamento de Fitopatologia/UFLA. O isolado foi incubado por 7 dias, sob
temperatura de 2232°C e fotoperiodo de 12 horas; em seguida, discos de BDA de
7 mm de didmetro, contendo micélio do isolado, foram transferidos para placas de
Petri contendo meio BDA acrescido dos fungicidas nas concentragdes de: 1000
ppm de azoxytrobin, benomyl, iprodione, captan, tiofanato metilico, dodine; 100
ppm de procymidone e triforine; 10 ppm de tolilfluanid; 1 ppm de triadimenol,
tebuconazole, difenoconazole, propiconazole e cyproconazole, em seguida, as
placas foram incubadas nas mesmas condigdes ambientais acima descristas,
durante 7 a 10 dias. As linhagens obtidas foram posteriormente transferidas para
novas placas com BDA sem fungicida, e incubadas novamente por 7 dias. Em
seguida, para confirmar a resisténcia dos isolados aos fungicidas, os isolados
obtidos foram repicados em meio BDA contendo os fimgicidas nas concentragio
de 100 ppm.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 14
tratamentos e 4 repeti¢3es, sendo cada parcela constituida de uma placa, e mais a
testemunha sem fungicida.

Considerou-se, como linhagens resistentes ou insensiveis, aquelas quais
cresceram no meio contendo os fungicidas apés dois cultivos. As linhagens que
cresceram somente no primeiro cultivado, nos meios com os fungicidas, foram

consideradas como possiveis linhagens resistentes.
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4.2 Adaptabilidade avaliado pelo crescimento micelial'

Para avaliar o crescimento micelial das linhagens;de B. cinerea resistentes
aos fungicidas, discos miceliais provenientes do meio BDA, mais os fungicidas,
foram cultivados em Placas de Petri contendo meio BDA e incubados, como
descrito em 4.1., durante 5 dias. Em seguida, discos de BDA contendo micélio
das linhagens foram transferidas para o centro das placas de Petri contendo BDA
e incubadas durante 7 dias, sob as mesmas condicdes ja cltadas

O delineamento experimental foi mtexramentei casualizado, com 19
tratamentos e 4 repeticdes, sendo cada parcela constituida ;de 1 placa.

Avaliou-se diariamente, durante 7 dias, o cmcmmto micelial, medindo-
se o didmetro das colSnias em dois sentidos, na sua petﬁéndicu]ar usando uma
régua graduada em milimetro, obtendo-se o indice de crescnnento micelial (ICM),
calculado pela seguinte formula ICM=Z(L,-L.,)/n, onde: .

Ly: 1? leitura ... 72 leitura |

Todas as linhagens obtidas foram submetidas 3 analise de variincia
separadamente com a testemunha, e as médias foram comparadas pelo teste de
Dunnet (p<0,05).

4.3 Adaptabilidade avaliada pela esporulacdo !

Comparou-se a produciio de esporos entre as linhag(}.ns obtidas e o isolado
original de B. cinerea. Discos de 7 mm de BDA contendo i'}u’célio das linhagens,
foram transferidos para meio de BDA e incubados durante 15 dias sob
temperatura de 22+2°C e fotoperiodo de 12 horas, para inciuﬁo da esporulagdo.
Apés o periodo de incubagdo, quantificaram os esporos dos diferentes
tratamentos; para isto, 10 ml de agua destilada, mais um(a gota de Tween 20
(Polyoxethileno mono-oleato de sorbitan), foram colocadas sobre as placas com a

colénia, e com uma limina de aco inox o crescimento micelial foi
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superficialmente raspado, obtendo-se densa suspensdo fiingica. A suspensio
diluida foi filtrada em camada dupla de gase, obtendo-se, assim, uma suspensio
conidial. Com o auxilio de pipeta, uma gota da suspensdo foi depositada em
hemacitometro, realizando-se a contagem dos esporos em microscépio
esterioscopico.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 19
tratamentos e 4 repeti¢des, sendo cada repeticdo constituida pela média de duas
leituras. Os dados obtidos foram submetidos a anilise de varidncia e as médias
comparadas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

4.4 Capacidade de germinacfio dos conidios

Comparou-se a capacidade de germinacdo conidial entre as linhagens
obtidas e o isolado original de B. cinerea.

Apés a quantificagdo dos esporos produzidos por cada linhagem, uma
quantidade de 50yl da suspensdo conidial foi transferida para laminas, que foram
colocadas em placas de Petri de 15 cm de didmetro contendo papel de filtro
previamente umedecidos com é;gua. Em seguida, as placas foram incubadas por
16 horas no escuro e em temperatura ambiente de 2512°C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 19
tratamentos ¢ 4 repeticdes e cada repeticdo foi constituida por uma lamina
escavada e uma leitura.

Apés o periodo de incubagdo, quantificaram os esporos que germinaram
em microscopio estereoscopico com aumento de 40 vezes. Os dados obtidos
foram submetidos & analise de varidncia e as médias comparadas entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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4.5 Estabilidade da resisténcia das linhagens em meio BDA

Para avaliar a estabilidade da resisténcia, realizaram transferéncias
sucessivas das linhagens de B. cinerea resistentes aos ﬁ;nglcldas (DTF, DTB, -
DDF, DPP, DTD, UBN, UTF, UPC, UIP, UCP, NTL, NDD, NAZ, NDM, NDT
e NCH) em meio de BDA isento de fungicida.

Discos de 7 mm de didmetro contendo micélio das diferentes linhagens,
foram transferidos para o centro de placas de Petri coxitendo meio de BDA, e

incubados por 7 dias em cimara de crescimento, sob te#npemmm de 2212°C ¢
fotoperiodo de 12 horas. A partir do periodo de incubtac;ﬁo, foram realizadas
transferéncias sucessivas de discos micelial, em meio BDA, a cada trés dias de
incubagdo, realizando-se dez transferéncias sucessivas das linhagens, sendo as
placas incubadas sob as mesmas condicdes do ftem 1.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado,
utilizando 17 linhagens em 10 repeticSes (uma repeticio = uma transferéncia),
sendo uma placa por repeticiio.

Apés 3 dias de incubago, avaliou-se o crescimento micelial, medindo-se
o didmetro das colénias em dois sentidos, na sua perpendicular, usando uma
régua graduada em milimetro. Todas as linhagens obtidas: foram submetidas 2
analise de varidncia, separadamente com a testemunha, e as médias comparadas
pelo teste de Dunnet (p<0,05). j.

i
4.6 Patogenicidade das linhagens ;

Avaliou-se a capacidade patogénica das linhagens resistentes de B,
cinerea inoculando-se plantulas de eucalipto com micélio das linhagens obtidas a
partir da 1%, 5* e 10* repicagem do ensaio de estabilidade da resisténcia.

Para a formacdo das plantulas de eucalipto, foram uﬁlimdas sementes de
Eucalyptus grandis, semeadas em tubetes apropriados, ‘contendo substrato

81



Plantmax. Plantulas com 1-2 pares de folhas, com aproximadamente 60 dias apds
a semeadura, foram aclimatadas por 2 dias, em cimara climatizadora, a 24+2°C.
Em seguida, as plantulas foram inoculadas, por contato micelial, utilizando-se
culturas das linhagens de B. cinerea, mantidas por 5 dias no meio BDA. A
inoculac¢3o foi feita por meio de contato de disco micelial de 3 mm de didmetro,
com a haste principal das plintulas colocada logo abaixo do primeiro par de
folhas, e mantida por 5 dias em camara umida.

Utilizou-se o delincamento experimental em blocos casualizado com 42
tratamentos em 5 repeticdes, sendo um tubete por repeticio, em que a unidade
experimental constou de uma planta/tubete.

Procedeun-se a avaliagdo das plantulas, apés 3 dias da retirada da cimara
umida, contando o nimero de plantulas com sintoma do mofo cinzento. A
linhagem que causou sintomas da doenga nas plantulas foi considerada como
linhagem patogénica, e aquela que ndo causou sintomas nas plintulas,

considerada como n3o patogénica.

4.7 Estabilidade da resisténcia das linhagens em meio com fungicidas

A estabilidade das linhagens resistentes aos fungicidas foi avaliada por
sucessivas transferéncias de discos miceliais destas linhagens aos seus respectivos
fungicidas. As linhagens foram transferidas para placas de Petri contendo meio de
cultura BDA e incubadas por cinco dias, a 22+2°C e fotoperiodo de 12 horas.
Apds o periodo de incubagdo, discos miceliais foram retirados das bordas das
colonias e transferidos para placas de Petri contendo BDA mais o fungicida, na
concentracio de 100 ppm, previamente preparado pelo método incorporado do
fungicida ao meio BDA. As transferéncias miceliais foram realizadas a cada 3
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dias de incubagdo, durante 7 geragoes. As placas foram incubadas a 22¥2°C e
fotoperiodo de 12 horas.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado,

utilizando-se 13 fungicidas (azoxystrobin, tnforme‘ captan, triadimenol,
iprodione, propiconazole, difenoconazole, dodine, procyrmdone tolilfluanid,
benomyl, tebuconazole e tiofanato metilico) e mais a testemunha sem fungicida,
em 2 repeti¢des, sendo cada repeti¢do um disco micelial avaliado.
As avaliagdes do crescimento micelial foram realizadas medindo-se o
didmetro das coldnias em dois sentidos, na sua perpendicular, usando uma régua
graduada em milimetro. Todas as linhagens obtidas foram submetidas & analise
de varidncia separadamente com a testemunha, e as médias comparadas pelo teste
de Dunnet (p<0,05).

4.8 Resisténcia cruzada e a dupla resisténcia das linhagens obtidas, aos
fungicidas benomyl e iprodione

Para avaliar a resisténcia cruzada e a dupla resisténcia aos fungicidas
benomyl e iprodione, todas as linhagens resistentes aos ﬂmgmdas obtidos in vitro
foram testadas.
Os fungicidas foram incorporados ao meio de cultura BDA fundente a
uma temperatura de 45-50°C, obtendo-se uma concentracdo de 100 ppm. Apés a
homogeneizacio do meio, este foi vertido para placas de Petri de 9 cm de
didmetro e logo apés a solidificacdo do meio, dois discos de 7 mm de didmetro,
contendo micélio das linhagens resistentes, foram colocados em lados opostos das

placas. A incubagdo foi feita em cimara de crescimento com temperatura de

22%2°C e fotoperiodo de 12 horas, durante 8 dias.
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O delineamento experimental foi inteiramente casunalizado, utilizando 18
linhagens resistentes em duas repeti¢des, sendo cada parcela constituida de um
disco micelial.

As avaliacdes foram realizadas ao 4° e 8° dia de incubagdo, pela medigdo
do didgmetro das coldnias. As linhagens que se desenvolveram no meio iprodione
ou benomyl foram consideradas aptas a adquirir a dupla resisténcia ou resisténcia

cruzada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtengiio das linhagens resistentes aos fungicidas |

Os resultados da obtengio de linhagens resistentes de B. cinerea a
fungicidas podem ser observados na Tabela 1.

Verifica-se que o isolado de B. cinerea em estudo demonstrou produzir
linhagens potencialmente com resisténcia aos fungicidas. I-iouve desenvolvimento
no meio BDA acrescido de 1000 ppm de azoxystrobin, benomyl, iprodione,
captan, tiofanato metilico, dodine, chlorotalonil, fopet, qumtozme dimethomorph,
dithianon, imibenconazole; 100 ppm de procymidone e tnfonne 10 ppm de
tolilfluanid; 1 ppm de triadimenol, tebuconazole, dxfenoconazole propiconazole e
cyproconazole, apresentando crescimento micelial sobre os fungicidas
mcorporado ao meio. As linhagens que se desenvolveram no meio com os
fungicidas foram repicadas para o meio BDA e consndergdas como linhagens
provavelmente resistentes, obtidas in vitro, e utilizadas nos demais ensaios.

Das linhagens obtidas dos fungicidas inibidores da reag:éo de demetilagio
(DMI’s) que cresceram no meio com 1 ppm do ﬁmglcnda, quando foram
repicados para o meio contendo 100 ppm do mesmo ﬁmglclda somente a
linhagem DDF demonstrou desenvolvimento micelial, conﬁrmando que esta pode
ter adquirido resisténcia ao fingicida difenoconazole. As dmns linhagens que
cresceram a 1 ppm no meio com os fungicidas do grupo dos DMI’s e nio se
desenvolveram quando repicadas para o meio com 100 ppm podem, nio ter
adquirido a resisténcia a 1 ppm, com a excecdo da linhagem DCP, que nao foi
avaliada. A linhagem DTF, que foi obtida a 100 ppm, também nido se
desenvolveu quando foi novamente colocada para crescerhem 100 ppm de
triforine. A tnica linhagem do grupo dos DMI’s que cresceu em 1000 ppm foi a
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linhagem DIM, porém este isolado ndo foi repicado para o meio com 160 ppm do
fungicida. Essa variagdo da resisténcia do isolado aos fungicidas do grupo SBI’s
(inibidores da biosintese de esterdis) pode estar relacionado ao modo de aggo dos
fungicidas e a localizagdo do radical quimico da molécula basica de 1,2,4-triazol,
que da origem ao fimgicida. Apesar deste grupo agir na rota metabdlico da
formagio do ergosterol, ou seja, entre a 1* e a 2* reaciio, correspondendo entre a
passagem do lanosterol e o 4,4-dimetil-colesta-8,14,24-triencl (Forcelini, 1994),
provavelmente, a origem da molécula quimica determina a eficacia da
fungitoxicidade e a estabilidade da molécula, diante do fungo. De acordo com
Scheinpflug (1994), nenhuma ocorréncia natural da resisténcia de organismos, foi
verificada apds os primeiros anos de uso dos fimgicidas DMI’s na agricultura.
Isto sugere a facilidade de induzir artificialmente linhagens resistentes em
laboratorios, demonstrando inicialmente baixo nivel de resisténcia e instabilidade
do fungo resistente, devido a obten¢do de algumas linhagens resistente e outras
ndo resistentes .

Observa-se que o isolado de B. cinerea, proveniente de local que recebeu
intensivas aplicagbes dos fungicidas captan, benomyl, tiofanato metilico,
iprodione e procymidone, desenvolven crescimento micelial, demonstrado que
pode ter adquirido resisténcia a esses fungicidas. Contudo, somente no meio com
fungicida protetor captan, o isolado ndo foi capaz de desenvolver o crescimento
micelial. Porém, quando todas as linhagens obtidas a 1000 ppm foram repicado
para o meio com 100 ppm do fingicida, todas as linhagens desenvolveram
crescimento micelial, com excecio da linhagem UCP. Os dados demonstraram
que essas linhagens apresentaram resisténcia cruzada entre os ﬁmgicida§ do
grupo dos benzimidazoles (benomyl x tiofanato metilico) e ao grupos dos
dicarboximidas (iprodione x procymidone) e dupla resisténcia aos grupos dos
benzimidazoles x dicarboximidas, fato este relatado por Smith (1994), Schuepp e
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Lauber (1977); Staub e Diriwaechter (1986), segundo os quais a resisténcia ao
benomyl ocorreu apés dois anos de uso no controle do mofo cinzento em videira,
em que eram areas de alta pressdo da doenga e de intensivo uso do fungicida. O
numero de linhagens com resisténcia cruzada e duplo resistente aumentam
rapidamente com o uso intensivo em altemancia com bex{bmyl (Pommer e Lorenz,
1987). Observa-se também, que o isolado em estudo ainda ndo adquiriu,
Provavelmente resisténcia ao fungicida captan, do grupos das ftalimidas, pois este
necessitaria modificagdes em varios sitios de agdo para démadear © processo de
resisténcia do fungo ao fungicida (Koller e Scheinpflug, 1987).

Algumas linhagens podem ter adquirido resisténcia ao benomyl, tiofanato
metilico, iprodione, procymidone, sendo provavel que o isblado em estudo, por ter
sofrido pressdo de selegdo por estes fungicidas, tenha adquirido dupla resisténcia
a estes fungicidas; o mesmo resultado foi encontrado por Moorman e Lease
(1992). i

Observou-se que o isolado em estudo apresentou insensibilidade aos
fungicidas que nunca foram aplicados sobre a area, apr&sentando crescimento
micelial no meio fingicida com 1000 ppm. Esta msenmblhdade pode estar
relacionada ao modo de acdo do fungicida captan intensivamente aplicado, que é
semelhante ao modo de agio de alguns fungicidas, como o folpet, thiran,
chiorotalonil e dichlofluanid (Rewal, Coley-Smith e Seély-Lewis 1991), com
excecdo do fungicida tolilfluanid, no qual o fungo se d&senvolveu na concentragio
de 10 ppm, diferente do resuitado encontrado por Malathrakxs (1989), o qual
constatou isolado de B. cinerea resistente ao dichlofluanid (similar ao
tolilfluanid), na concentrago de 81 ppm, quando avaliou o crescimento micelial.
Das trés linhagens repicadas para o meio com 100 ppm do; fungicidas, apenas a
linhagem NTF néo foi capaz de desenvolver o crescimento %micelial no meio com

tolilfluanid, demonstrando que o isolado em estudo ainda n5§ esteve em contato
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TABELA 1 - Crescimento micelial de Botrytis cinerea, para obtencdio de isolados possivelmente resistentes aos fungicidas.
UFLA, Lavras - MG, 1999,

Obtengdo das linhagens _
Fungicidas Grupo Quimico Linhagens W I* Didmetro 2R Difmetro

(ppm) (mun) (ppm) (mm)
Cyproconazole DMI (nflo aplicado) DCP 1 45.63 ——- -
Difenoconazole DMI (n#o aplicado) DDF 1 48.25 100 32.00
Imibenconazole DMI (nflo aplicado) DIM 1000 18.38 - -
Propiconazole DMI (nflo aplicado) DPP 1 23.88 100 0
Tebuconazole DMI (no aplicado) DTB 1 22,50 100 0
Triadimenol DMI (nffo aplicado) DTD 1 75.25 100 0
Triforine DMI (nfio aplicado) DTF 100 83.00 100 0
Benomyl Benzimidazéis (aplicado) UBN 1000 271.75 100 37.00
Captan Fialimidas (aplicado) UCP 1000 14.25 100 0
Iprodione Dicarboximidas (aplicado) uIp 1000 19.38 100 26.00
Procymidone Dicarboximidas (aplicado) UPC 100 22.75 100 48.50
Tiofanato metilico  Benzimidazdis (aplicado) UTM 1000 64.0 100 39.36
Azoxystrobin Eslrobirulinas (nfio aplicado) NAZ 1000 56.13 100 23.76
Chlorotalonil Comp. Aromdticos (ndo aplicado) NCH 1000 13.88 - .-
Dimethomorph Morfolinas (nfo aplicado) NDM 1000 57.88 - -
Dithianon Antraquinonas (nfo aplicado) NDN 1000 29.38 — -
Dodine Guanidinas (nflo aplicado) NDD 1000 10.63 100 10.26
Folpet Ftalimidas (nfo aplicado) NFP 1000 10.38 oo -
Quintozene Nitrobenzenos (nio aplicado) NQZ 1000 25.50 - -
Tolilfluanid Der. de Anilinas (nfio aplicado) NTF 10 3.13 100 0
Testemunha - TES - 83.0 - 83.00

-- nffo testado 1\ distingio da procedéncia das linhagens, sendo a primeira letra: D ( grupo dos DMI's), U (fungicida
frequentemente aplicado na drea) ¢ N (fungicida nunca aplicado na 4rea). 2\ repicagem da linhagem obtida



com tolilfluanid. E para as linhagens NDD e NAZ, o isolado cresceu no meio
com 100 ppm dos fungicidas dodine e azoxy#trobh, respectivamente,
apresentando insensibilidade natural a estes ﬁmgicidés. Provavelmente, esses
fungicidas ndo apresentam modo de acdo capaz de inibir importante rota
metabolica vital do fungo.

!
5.2 Adaptabilidade avaliado pelo crescimento micelia! das linhagens

Os resultados da adaptabilidade pelo cr&scimento micelial das linhagens
resistentes de B. cinerea a fungicidas podem ser observados na Figura 1.
Observa-se que a maioria das linhagens apresentaram maiores indices de
crescimento micelial, porém mantendo a mesma tendmcxa do crescimento da
testemunha, apés o periodo de incubagio. ]

Dentre as linhagens obtidas dos fungicidas do grupo dos DMI’s, as
linhagens DTC (A), DDF (C), DTF (D), DPP (E)e DTD (F) apresentaram indice
de crescimento micelial superior 4 testemunha no penodo inicial da incubacdo,
distinguindo estatisticamente da testemunha, entretanto, apos 7 dias de incubagio,
a tendéncia do crescimento micelial igualou-se ao da txtemunha A linhagem
DCP (B) se desenvolveu na mesma proporgio da testemunha, tendo o didmetro
médio final do crescimento micelial e o indice de crescimento estatisticamente
igual & testemunha, mantendo a mesma tendéncia do creséimento micelial. Dessa
maneira, as caracteristicas das linhagens provenientes dos fungicidas do grupo
dos DMI’s demonstraram que as linhagens podem ser taolou mais adaptadas que
o isolado sensivel, podendo, assim, apresentar mpac:dade de predominar e
permanecer na populagdo do patdgeno quando sofrerem a pressio de selegio
pelos fungicidas DMI’s, ‘

Para as linhagens UBN (H), UIP (G) e UTM (L) cresceram com maior
intensidade que a testemunha, com maiores indice de cresclmento e também com
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maior didmetro médio do crescimento micelial apés o periodo de incubagiio, mas
mantendo a mesma tendéncia de crescimento micelial. Resultados semelhantes
foram encontrados por Ghini (1987) com isolados resistentes de Botrytis
squamosa a benzimi\dazéis, demonstrando que linhagens resistentes ao benomyl
podem ser tdo ou mais adaptadas do que as sensiveis, conferindo-lhes, assim, a
capacidade de predoxljninar e permanecer na populagio do patdgeno. Dennis e
Davis (1979) oonseéuimm isolar linhagens de B. cinerea provenientes de
plantagGes de morango e verificaram que estas linhagens eram capazes de crescer
em meio de cultura conitendo até 10000 ppm de iprodione e 1000 de vinclozolin.
A linhagem UPC (J) cresceu estatisticamene com menos intensidade que a
testemunha, com indice dé\ crescimento micelial e o didmetro final do crescimento
micelial inferior; porém, \;apés periodo de incubagdio, mostrou-se na mesma
tendéncia do crescimento l‘da testemunha. Apesar de procymidone apresentar
modo de ag¢dio semelhante ao iprodione, a diferenga do crescimento micelial entre
as linhagens provenientes de procymidone e iprodione pode indicar um diferencial
no modo de ac¢do entre estes dois fungicidas. Pappas e Fisher (1979), quando ndo
conseguiram determinar o modo de a¢do primario dos fungicidas iprodione,
procymidone e vinclozolin, citam haver diferentes mecanismos de ag3o entre os
dicarboximidas. A linhagem UCP (I) crescen na mesma tendéncia da testemunha,
obtendo indice de crescimento micelial e o didmetro do crescimento micelial final
estatisticamente proporcional 3 testemunha. Este resultado demonstra que, apos
sucessivas aplicagdes do captan, a ocorréncia de linhagem resistente a fungicidas
convencionais pode se adaptar e competir com o isolado selvagem.

Para as linhagens NCH (R) e NDD (P), os isolados tiveram um baixo
indice de crescimento micelial ¢ menor didmetro do crescimento miceiial final,
ndo seguindo a tendéncia de crescimento, quando comparados com a testemunha.

Provavelmente, chlorotalonil e dodine apresentam varios mecanismos de agdo que
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prejudicam alguma rota metabdlica vital de B. cinerea. E de fato as linhagens
NCH (R) e NDD (P) foram afetadas em alguma rota metabélica que codifica a
capacidade de crescimento micelial. As linhagens NAZ (N), NQZ (M), NDM (0)
e NDN (Q) apresentaram desenvolvimento superior ao da testemunha, em indice
de crescimento micelial e didmetro final do crescimento micelial, entretanto,
mantendo a mesma tendéncia de crescimento da testemunha. Pode-se observar
que azoxystrobin, quintozene, dimethomorph e dithianon nio apresentam
mecanismos de agio capazes de afetar importante rota metaboélica de B. cinerea.
A linhagem NTF (proveniente do tolilfluanid), apds a repibagem do disco micelial
para as placas de Petri, praticamente nio se desenvolveu durante o periodo de
incubagfo. O surgimento de linhagens resistentes em testes in vitro nio implica
que o uso destes produtos no campo resultara em falha do controle da doenga,
sendo que a resisténcia depende da adaptabilidade da linhagem resistente e da
pressio de selegdo (Dekker, 1982). Neste caso, pode-se observar que os
fungicidas tolilfluanid, dodine e chlorotalonil nio foram capazes de manter o
mesmo crescimento da testemunha, perdendo a sua habilidade competitiva. O
isolado demonstron ser insensivel aos fungicidas azoxystrobin, quintozene,
dimethomorph e dithianon, sendo que estes fungicidas ndo interferiram na

habilidade do crescimento micelial do mesmo.
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FIGURA 1 - Evolugdio do crescimento micelial de linhagens resistente a fungicidas e do isolado de Botrytis cinerea. Média
seguida por letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de Dunnet a 5% de probabilidade.
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5.3 Adaptabilidade avaliada pela esporulagiio e capacidade de germinagdo
das linhagens

Os resultados da adaptabilidade pela esporulagdo e capacidade de
germinagdo das linhagens resistentes de B. cinerea a fungicidas podem ser
observados na Tabela 2. Fato semelhante foi encontrado por Alves (1990) quando
estudou a esporulagdo de Alternaria porri, resistente a iprodione, € por Davis e
Dennis (1981) e Hisada et al. (1981) quando trabalharam com populagdes
resistentes de B. cinerea a dicarboximida.

As linhagens que mais esporularam foram aquelas provenientes dos
fungicidas propiconazole, seguidos por triadimenol e por azoxystrobin e triforine.
Os demais isolados apresentaram baixa esporulagido quando comparados com a
testemunha. As linhagens que sofreram pressio de selecdo pelos fungicidas
benomyl, captan, procymidone, iprodione e tiofanato metilico nio mantiveram a
mesma esporulagdo do isolado TES, ou seja, a sua capacidade de reprodugdo foi
retardada. De acordo com Moorman e Lease (1992), os isolados resistentes aos
fungicidas do grupo das dicarboximidas tendem a esporular menos do que os
isolados sensiveis. Entretanto, quando se avaliou a viabilidade da germinagdo dos
conidios, alto indice de germinagdo foi obtidos, com valores acima de 60% de
germinacio (Tabela 2). Davis e Dennis (1981) obtiveram mais de 95% de
germinag3o de conidios apos 15 horas de incubagdo de linhagens resistentes a
iprodione e vinclozolin. Houve linhagens que tiveram indices de germinagdo
significativamente mais altos que o isolado TES. As linhagens NTF e NCH nio
apresentaram indice de germinagdo, pois ndo foram capazes de esporular apés 20
dias de incubagdo.
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TABELA 2 - Nimero de conidios e capacidade percentual da germinagiio
conidial das linhagens resistentes de Botrytis cinerea. UFLA,
Lavras - MG, 1999,

Linhagens N2 de conidios/ml * * % de germinagio

*DCP (cyproconazole) 407 a¥ 99,5 d
DDF (difenoconazole) 433 d 86,75 c
DPP (propiconazole) 2280 h 78,5 b
DTB (tebuconazole) 0,25 a 90,0 c
DTD (triadimenol) 1970 g 89,0 c
DTF (triforine) 92,5 f 87,0 c
UBN (benomyl) 8,75 b 100,0 d
UCP (captan) 70,55 e 0,0 a
UIP (iprodione) 5,5 a 87,0 c
UPC (procymidone) 1,5 a 100,0 d
UTM (tiof. metilico) 15,8 c 92,0 c
NAZ (azoxystrobin) 104,0 f 78,0 b
NCH (chlorotalonil) 0,0 a 0,0 a
NDM (dimethomorph) 1,5 a 74,5 b
NDT (dithianon) 9,75 b 3,0 a
NDD (dodine) 51,3 d 77.5 b
NFP (folpan) — - — -
NQZ (quintozene) 17,8 c 78,5 b
NTF (tolilfluanid) 0,0 a 0,0 a
TES (testemunha) 384,0 i 79,5 b

* distingdo da procedéncia das linhagens, sendo a primeira letra: D ( grupo dos
DMI’s), U (fungicida frequentemente aplicado na area) e N (fungicida ainda
ndo aplicado na area). I

1\ Niimero de conidios x 10°, 3

2\ Média de dados originais. 3

3\ Média seguido pelo mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott,
ao nivel de 5% de probabilidade. b

5.4 Patogenicidade *
Os resultados da patogenicidade das linhagens de p cinerea resistentes
a fungicidas podem ser observados na Tabela 3. De um modo geral, todas as
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TABELA 3 - Patogenicidade das linhagens resistentes de Botrytis cinerea,
inoculadas em plantulas de eucalipto. UFLA, Lavras - MG,
1999.

Linhagens 1® repicagem”  5*repicagem 10 repicagem
*DCP (cyproconazole)
DDF (difenoconazole)
DPP (propiconazole)
DTB (tebuconazole)
DTD (triadimenol)
DTF (triforine)

UBN (benomyl)

UCP (captan)

UIP (iprodione)

UPC (procymidone)
UTM (tiof. metilico)

NAZ (azoxystrobin)

NCH (chiorotalonil)

NDM (dimethomorph)

NDT (dithianon)

NDD (dodine)

NFP (folpan)

NQZ (quintozene)

NTF (tolilfluanid)

TES (testerunha)

* distingdio da procedéncia das linhagens, sendo a primeira letra: D ( grupo dos
DMTI’s), U (fungicida frequentemente aplicado na area) ¢ N (fungicida ainda
ndo aplicado na area).

+ - Linhagens patogénicas. ~ - Linhagens ndo patogénicas — ndo inoculadas

1/ linhagens obtidas do teste de estabilidade das linhagens resistentes

2/ 5 repeticoes avaliadas

| + + + |

++ 4+ )+ F |+
R N I N

+++ | ++++ ||+ ++ ] +]]

+{ + |

linhagens obtidas demonstraram estabilidade na patogenicidade as plintulas do
eucalipto, causando sintomas visiveis do mofo cinzento e/ou tombamento nas
mudas, com esporulagdo do fungo sobre o material vegetal. As linhagens obtidas
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da primeira repicagem demonstraram ser patogénicas apds inoculadas. As
linhagens que se desenvolveram até a quinta repicagem, demonstraram ser
patogénicas. Para as linhagens que se desenvolveram até décima repicagem todas
mostraram ser patogénicas, com excecio das Imhagens NDD e NCH, que nio
mostraram patogenicidade. ‘

Observa-se que apds 10 sucessivas repicagens das linhagens, a maioria
das linhagens obtidas diante dos fungicidas usuahneqte aplicados (benomyl,
tiofanato metilico, iprodione, procymidone e captan), apeﬁas a linhagem UCP nio
demonstrou estabilidade da patogenicidade, e as linhagens UBN, UTM, UIP e
UPC demonstraram estabilidade da patogenicidade. Isolados resistentes a
benomyl e iprodione foram patogénica a cotilédones de %pepino (Raposo et al.,
1996), mesmo antes de aplicagio preventivo dos fungicidas. Os resultados da
estabilidade da patogenicidade podem indicar a adapta¢do das linhagens para
competir com o isolado selvagem.

Para as linhagens provenientes dos fungicidas amda ndo aplicados nessa
area, no controle de B. cinerea, as linhagens apresemaram estabilidade da

Patogenicidade, tendo este isolado potencial em adquirir resisténcia a esses
fungicidas, ainda ndo utilizados no controle do patégeno. !
5.5 Estabilidade da resisténcia das linhagens em meio BbA

Os resultados da avaliagdo da estabilidade da resisténcia das linhagens em
meio BDA, expressos pelo didmetro das coldnias, podem ser observados na
Figura 2. ]

Verifica-se que a maioria das linhagens origindrias do grupo dos
fungicidas DMI’s desapareceram apos sucessivas transferéncias. As linhagens
DTB (R), DDF (Q), DCP (S) ¢ DTF (P) desapareceram épés a7, 5 32e2?
repicagem, respectivamente. Somente a linhagem DPP manfeve a estabilidade do
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crescimento micelial apos 10 repicagens. Este fato demonstra que as linhagem
obtidas ndo foram capazes de modificar o gene que confere a habilidade de
competitiva (Dekker, 1977; Georgopoulos, 1977); tal fato pode ser explicado pela
nio mutagHio do isolado pelos fungicidas aplicados na area e pela ndo pressdo de
selecdo exercida pelos fungicida DMI’s.

As linhagens UBN (C), UIP (J) e UTM (I) mantiveram a estabilidade do
crescimento micelial e do didmetro médio semelhante ao da testemunha, em todas
as 10 repicagens. Isolados de B. cinerea resistentes a iprodione e vinclozolin
permaneceram estaveis apos 40 repicagens em meio sem fungicida (Davis e
Dennis, 1981). A linhagem UPC (F) manteve estabilidade do crescimento
micelial, porém com valores abaixo da testemunha. A linhagem UCP (N) cessou
o seu crescimento micelial apés a 3* repicagem, demonstrando ser um isolado ndo
adaptado. As linhagens provenientes dos fungicidas dos grupos dos benzimidazois
¢ dos dicarboximidas provavelmente adquiriram a habilidade de crescimento
micelial, adaptando-se a pressdo de selegdo exercida pelos fungicidas.

A unica linhagem que cessou o seu crescimento micelial foi a NAZ (0),
apds a 4* repicagem. As linhagens NCH (L) ¢ NTF (H) mantiveram uma
estabilidade no crescimento micelial, porém com didmetro médio inferior ao da
testemunha, tais fungicidas apresentam eficiéncia contra o fungo B. cinerea,
porém sdo fungicidas que agem em multiplos sitios de a¢do. As linhagens NDM
(A), NDT (B), NQZ (D) e NDD (G) mantiveram-se com a mesma propor¢io do
didmetro médio e da estabilidade do crescimento micelial, em relagdo a da
testemunha. Neste caso, o isolado demonstrou ser insensivel aos fungicidas
dimethomorph, dithianon, quintozene e dodine. '
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5.6 Estabilidade da resisténcia das linhagens em meio com fungicidas

Os resultados da avaliagio da estabilidade da r&siéténcia das linhagens em
meio com fingicidas, expressos pelo didmetro das colonias, podem ser
observados na Figura 3. '

Nota-se que entre as linhagens do grupo dos DMI’s, as linhagens DDF
(F) e DTF (A) mantiveram um crescimento nﬁcelia!3 constante apds as 7
repicagens sucessivas, porém com raio médio inferibr da testemunha. As
linhagens DTB, DTD e DPP nio se desenvolveram apos 'serem repicadas para o
meio com fungicidas. Observa-se que as linhagens ndo sobreviveram quando
expostas a pressio de seleg3o pelos fungicidas. i

Verifica-se que as linhagens UIP (B) e UPC (G) cresceram
constantemente durante as 7 repicagens, porém com v‘alores do crescimento
micelial inferior da testemunha. As linhagens UBN (D) e UTM (H) cresceram na
mésma propor¢ao da testemunha. Somente a linhagem UéP ndo foi capaz de se
desenvolver na presenga do fungicida, cessando o crescimento micelial na
primeira repicagem. Mesmo expostas ao fungicida, as lmhagens UBN (D) e UTM
(H) demonstraram adaptabilidade ao crescimento e adquiriram resisténcia aos
fungicidas, também demonstrado por Ghini (1987), em "que o isolado de B.
Squamosa resistente a benomyl permaneceu resistente apds 5 transferéncias de
culturas monospéricas provenientes do meio fungicida, méntendo a estabilidade
na auséncia do fungicida. b

A livhagem NAZ (E), apesar da baixa eficiéncia na inibicdo do
crescimento micelial em ensaio in vitro, manteve a &stabilidade do crescimento
micelial, porém abaixo da testemunha. A linhagem NDD (C) também apesar da
baixa eficiéncia na inibi¢io do crescimento micelial em, teste in vitro, nio
manteve estabilidade do crescimento micelial, cessando q, desenvolvimento a
partir da 3* repicagem. A linhagem NTF nio desenvolveu cr&scumemo micelial,
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FIGURA 3 - Estabilidade do crescimento micelial das linhagens resistente a

fungicidas em meio com fungicida, e do isolado de Botrytis
cinerea. Média seguida por letras distintas, diferem entre si pelo
teste de Dunnet a 5% de probabilidade.
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sendo inibido logo pa 1* repicagem. A linhagem NAZ (E) demonstrou realmente
ser msensivel ao fungicida azoxystrobin. As hnhagens NDD (C)e NTF
demonstraram ndo ter adquirido resisténcia e nem adapfabilidade aos fungicidas
dodine e tolilfluanid. X

5.7 Resisténcia cruzada e dupla resisténcia das linhagens ao iprodione

Os resultados da avaliagdo da resisténcia cruzada e dupla resisténcia ao
iprodione podem ser observadas na Tabela 4. Observa-se que muitas das
linhagens colocadas no meio com fungicida iprodione ndo tiveram capacidade de
se desenvolver. |

As linhagens DDF, DPP e DTB desenvolveram-se, demonstrando
resisténcia cruzada entre os fungicidas DMI’s e dupla resisténcia com o
iprodione, mas as linhagens DCP, DTD e DTF ndo apresentaram crescimento
micelial. "

A linhagem UBN apresentou dupla resisténcia ao iprodione, entretanto, a
linhagem UTM nio adquiriu resisténcia ao iprodione. A linhagem UPC mostrou-
se com resisténcia cruzada ao iprodione, fato conﬁmado por Lorenz (1994)
quando descreve a resisténcia cruzada entre os fungicidas do grupo dos
dicarboximidas. Provavelmente, os dicarboximidas apresentam similaridade no
modo de a¢do (Papas e Fisher, 1979) devido a0 o isolado%'apresentar resisténcia
cruzada entre iprodione e procymidone. A linhagem UCP nio demonstrou
adquirir resisténcia ao iprodione; neste caso, o isolado necesgitaria de mutagiio em
varios genes devido ao captan apresentar varios modos de agdo.

A linhagem NQZ foi a que apresentou maior. desenvolvimento do
crescimento micelial, demonstrando ter maior resisténcia ao: ‘iprodione. Dentre as
linhagens provenientes dos fungicidas protetores, apenag‘ a linhagem NCH
apresentou dupla resisténcia ao iprodione, fato nio explicado, pois chlorotalonil

}
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age em varios processos metabolicos vitais. As linhagens NAZ, NDD e NTL no
desenvolveram crescimento micelial. Apesar da ineficiéncia do azoxystrobin para
inibir o crescimento micelial, este foi capaz de selecionar linhagem ndo adaptada
ao iprodione. Dodine e tolilfluanid, além de apresentarem eficiéncia na inibigdo do
crescimento micelial, foram capazes de selecionar linhagens nfo adaptadas ao

iprodione. As linhagens NDM e NDT desenvolveram-se no meio com iprodione.

TABELA 4 - Didmetro da colénia (mm) de Botrytis cinerea, sobre o meio com o
fungicida iprodione. UFLA, Lavras - MG, 1999.

Linhagens Idade da cultura (dias)
4 8

"DCP (cyproconazole) 0.00 0.00
DDF (difenoconazole) 0.50 16.50
DPP (propiconazole) 26.50 4150
DTB (tebuconazole) 274 5.80
DTD (triadimenol) 0.00 0.00
DTF (triforine) 0.00 0.00
UBN (benomyl) 1.74 8.24
UCP (captan) 0.00 0.00
UIP (iprodione) 10.50 49.00
UPC (procymidone) 12.50 18.50
UTM (tiof. metilico) 0.00 0.00
NAZ (azoxystrobin) 0.00 0.00
NCH (chlorotalonil) 1.22 11.50
NDM (dimethomorph) 122 1.74
NDT (dithianon) 33.00 36.50
NDD (dodine) 0.00 0.00
NQZ (quintozene) 54.00 56.00
NTF (tolilfluanid) 0.00 0.00

1\ disting3o da procedéncia das linhagens, sendo a primeira letra: D ( grupo dos
DMI™s), U (fungicida frequentemente aplicado na area) e N (fungicida nunca
aplicado na area).
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5.8 Resisténcia cruzada e dupla resisténcia das linhagens ao benomyl

Os resultados da avaliagio da resisténcia cruzada e dupla resisténcia ao
benomyl podem ser observadas na Tabela 5. A maioria das linhagens estudadas
mostraram capacidade de desenvolvimento micelial sobre o meio com o fungicida
benomyl, com provavel aquisicio da resisténcia ao fungicida benomyl.

Dentre as linhagens obtidas aos fungicidas do grupos dos DMTI’s, todas
desenvolveram no meio com benomyl. As linhagens que apresentaram maiores
taxas de crescimento, em ordem decrescente, foram: DDF e DTB, DTD, DPP ¢
com taxas bem menores DCP e DTF, tendo, emao grande potencial de
desenvolvimento de dupla resisténcia entre DMI’s e benzimidazdis quando forem
introduzidos os fungicidas do grupo dos DMI”s. Isto e:gpbca a grande variacio
entre as moléculas quimicas, necessitando de cuidadcgﬁ na introdugio desses
fungicidas no controle de B. cinereaq, pois pertencem a gfupo quimico que age em
sitios especificos da rota metabélica do ergosterol. '

As linhagens provenientes do isolado que sofreu pressdo de selegfio por
alguns fungicidas demonstraram grande capacidade de desenvolvimento micelial
na presenga do fungicida benomyl. As linhagens UBN, UTM e UIP apresentaram
altos indices de crescimento micelial, seguidos pelas linhagens UPC e UCP. Pode-
se confirmar a resisténcia cruzada entre os benzimidazdis- ea dupla resisténcia de
benomyl com os fungicidas dicarboximidas e o captan De maneira geral, os
benzimidazdis atuaram na mitose, interferindo no ﬁxso mitdtico, observa¢des
feitas por Davidse (1994), indicando a formagdo de um complexo do carbendazim
com 2 sub-unidade da microtubulina dentro do fuso das fibras, podendo levar a
inibicdo da formag¢do do fuso. Yarden e Katan (1994), .estudando um isolado
resistente ao benomyl, concluiram que a mutac¢io no gene (dwgnado benA) nio
inibiu a formac3o do fuso.

i
i
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Observa-se que as linhagens NCH, NDM e NDT apresentaram amplo
desenvolvimento micelial, segnidas por NDD e NQZ, e com menores taxas de
crescimento, as linhagens NTF e NAZ. A grande pressio de sele¢do, sofrida pelo
isolado em estudo, induziu com maior facilidade linhagens resistente a outros
fungicidas, com adaptacgo ao crescimento micelial.

TABELA 5 - Diiimetro da colonia (mm) de Botrytis cinerea, cultivado sobre o
meio contendo o fungicida benomyl. UFLA, Lavras - MG, 1999.

Linhagens Idade da cultura (dias)
4 8

"DCP (cyproconazole) 0.00 9.66
DDF (difenoconazole) 83.00 83.00
DPP (propiconazole) 41.50 41.50
DTB (tebuconazole) 55.00 83.00
DTD (triadimenol) 48.00 53.00
DTF (triforine) 0.00 2.26
UBN (benomyl) 69.50 83.00
UCP (captan) 16.00 35.00
UIP (iprodione) 83.00 83.00
UPC (procymidone) 3350 55.00
UTM (tiof. metilico) 83.00 83.00
NAZ (azoxystrobin) 0.00 11.50
NCH (chlorotalonil) 58.00 83.00
NDM (dimethomorph) 83.00 83.00
NDT (dithianon) 83.00 83.00
NDD (dodine) 53.00 55.00
NQZ (quintozene) 53.00 63.50
NTF (tolilfluanid) 15.66 22.74
TES (testemunha) 83.00 83.00

1\ distingiio da procedéncia das linhagens, sendo a primeira letra: D ( grupo dos
DMTJ’s), U (fungicida frequentemente aplicado na area) e N (fungicida nunca
aplicado na area).
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1)

2)

3

4)

6 CONCLUSOES

O isolado de Botrytis cinerea em estudo demonstrou resisténcia aos
fungicidas benomyl e tiofanato metilico e baixo i:nivel de resisténcia aos
fungicidas iprodione e procymidone,

A linhagem resistente ao benomyl e tioﬁnaﬁo metilico demonstrou
adaptabilidade do crescimento micelial, utabilidadeg e patogenicidade, porém
ndo se adaptou & esporulagio.

Ocorreu resisténcia cruzada entre os fungicidas do grupo dos benzimidazois e
das dicarboximidas, e dupla resisténcia entre os grupios.

O isolado produziu linhagens potencialmente resistentes aos fungicidas
inibidores de rea¢do de demetilagio (DMTI’s), po;e'm com baixo nivel de
adaptabilidade. )

107



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, M.L.B. Adaptabilidade de linhagens de Alternaria porri (Ellis) Chif.
resistentes a iprodione obtidas in vitro. Piracicaba: ESALQ, 1990. 130p.
(Tese - Doutorado em Fitopatologia).

DAVIDSE, L.C. Benzimidazole fungicides: mechanism of action and resistance.
In: DELP, C.J.. Fungicide resistance in North America. 2. ed. St. Paul: APS
Press, 1994. cap.3, p.25-27.

DAVIS, RP.; DENNIS, C. Studies on the survival and infective ability of
dicarboximide-resistant strains of Botryfis cinerea. Annals of Applied
Biology, Wellesbourne, v.98, p.395-402, 1981.

DEKKER, J. Countermeasures for avoiding fungicide resistance. In: DEKKER,
J.; GEORGOPOULOS, G. (ed). Fungicide resistance in crop protection.
1982. p.177-186.

DEKKER, J. Resistance. In: MARSH, R.W. Systemic fungicides. 2. ed. London:
Butler & Tanner, 1977. cap. 9, p. 176-197.

DELP, C.J. Dicarboximide fingicides. In: DELP, C.J. (ed). Fungicide resistance
in North America. 2. ed. St. Paul: APS Press, 1994. p.45-57.

DENNIS, C.; DAVIS, RP. Tolerance of Botryris cinerea to iprodione and
vinclozolin. Plant Pathology, Oxford, v.28, p.131-133, sept. 1979.

FORCELINI, C.A. Fungicidas inibidores da sintese de esterdis. I Triazoles.
Revisdo Anual de Patologia de Plantas, Passo Fundo, v.2, p.335-355, 1994.

GEORGOPOULOS, S.G. Development of fungal resistance to fungicides. In:
DIEGEL, M.R.; SISLER, H.D. (eds). Antifungal Compounds - Interactions
in biological and ecological systems, v.2, 1977. cap.12, 673p.

108



GHINI, R. Ocorréncia e adaptabilidade de linhagens de Botrytis squamosa
resistentes a fungicidas do grupo dos benzlmldazols e dicarboximidas.
Piracicaba: ESALQ, 1987. 114p. (Tese - Doutorado bm Fitopatologia).

HISADA, Y.; TAKAKI, H; KATO, T.; OZAKI, T.; KAWASE, Y. Fitness of
procymidone-resistant Botrytis cinera strains developed in vitro. Netherlands
Journal of Plant Pathology, Wageningen, v.87, p-243, 1981.

KIMATI, H. Controle quimico. In: BERGAMIN FILHO, A.; KIMATI, H.;
AMORIM, L. (eds) Manual de fitopatologia. 3. ed.iSﬁo Paulo: Agronémica
Ceres, 1995. v.1, p.46-95. f

KOLLER, W.; SCHEINPFLUG, H. Fungal resistanch to sterol biosynthesis
inhibitors: a new challenge. Plant Disease, St. Paul, v.71, n.12, p.1066-1074,
dec. 1987. i

LORENZ, G. Dicarboximide fungicide. In: DELP CJ. (ed) Fungicide
resistence in North America. 2. ed. St. Paul: APS Ptess 1994, cap 4, p.45-
58. 2

MALATHRAKIS, N.E Resistance of Borrytis cinere’a to dichlofluanid in
greenhouse vegetables. Plant Disease, St. Paul, v.73, n2, p.138-141, feb.
1989. ‘

MOORMAN, G.W.; LEASE, R.J. Benzimidazole- and! dicarboximide-resitant

botrytis cinerea from Pennsylvania greenhouses. Plant Dlsease St. Paul, v.76,
n.2, p.477-480, feb. 1992,

PAPPAS, A.C; COOKE, BK_; JORDAN, VWL. Insensitivity of Botrytis
cinerea to iprodione, procymidone and vinclozolin and their uptake by the
fungus. Plant Pathology, Oxford, v. 28,n.2,p.71-76 June 1979.

PEEVER, T.L.; ; MILGROOM, M.G. Genetic correlatlons In resistance to sterol

biosynthesis-inhibiting fungicides in Pyrenophora teres Phytopathology, St.
Paul, v.83, n.10, p.1076-1082, oct. 1993,

109



POMMER, EH.; LORENZ, G. Dicarboximide fungicides. In: LYR, H. (ed)
Modern seletive fungicides. London: VEB/Longman, 1987. p.91-106.

RAPOSO, R.; DELCAN, J.; GOMEZ, V.; MELGAREJO, P. Distribution and
fitness of isolates of Botrytis cinerea with multiple fungicide resistance in
Spanish greenhouses. Plant Pathology, Oxford, v.45, n.3, p.497-505, june
1996.

REWAL, N.; COLEY-SMITH, JR.; SEALY-LEWIS, HM. Studies on
resistance to dichlofluanid and other fungicides in Botrytis cinerea. Plant
Pathology, Oxford, v.40, n.4, p.554-560, dec. 1991.

SCHEINPFLUG, H. History o DMI fungicides and monitoring for resistance. In:
DELP, C.J. (ed) Fungicide resistance in North America. 2. ed. St. Paul:
APS Press, 1994. cap.6, p.77-78.

SCHUEPP, J.; LAUBER, H.P. Torelanz gegenuber MBC-fungiziden bei Botrytis
- Populationen in rebbergen in abhangigkeit von der behandlung-shaufigkeit.
Phytopathologiscge Zeitschrift, Berlin, v.88, p.362-368, 1977

SMITH, C.M. Benzimidazole fungicides. In: DELP, CJ. (ed) Fungicide
resistance in North America. 2. ed. St. Paul: APS Press, 1994. cap.3, p.23-
44.

STAUB, T.; DIRIWAECHTER, G. Status and handling of fungicide resistance
in pathogens of grapevine. Proceedings Brighton Crop Protection Conference,
v.2,p.771-780, 1986.

YARDEN, O.; KATAN, T. Mutations in the beta-tubulin gene of benomyl-
resistant phenotypes of Botrytis cinerea. Famham: The British Crop
Protection Council, 1994, p.264-265. (BCPC Monograph, 60: Fungicide
resistance).

110



ANEXO A
TABELA 1A
TABELA 2A

TABELA 3A

TABELA 4A

TABELA 5A

TABELA 6A

TABELA 7A

TABELA 8A

ANEXOS

-
Inibigdo do crescimento micelial por fungicidas......

Percentual de inibigio do crescimento micelial na
concentragio de 1 ppm dos fungicidas ;'utilimdas na
comparac¢do com as entre misturas..........................
Percentual de inibicio do crescimento micelial na
cancentragio de 100 ppm dos ﬁmgicidgs utilizadas
Percentual de inibigio do crescimentd‘micelial na
concentracio de 1 ppm dos fungicidas utilizadas na
comparagido das misturas com tebuconazole..........
Percentual de inibigio do crescimento! micelial na
concentragdo de 100 ppm dos ﬁmglcldas utilizadas
ha comparacio das misturas com tebuconazole.....

Percentual da inibicio do crescimento ;micelial na
concentragio de 1 ppm da mistura de fungicidas
com tebuconazole...............o.u.oueooeeeridinnn
Percentual da inibigdo do crescimento micelial na
concentragio de 100 ppm da mistura dé fungicidas
com tebuconazole................................. S

Percentual da inibigio do crescimento micelial na

concentragio de 1 ppm da mistura entre fungicidas. .

111

117

117

118

118

118

119

119



TABELA 9A

ANEXOB
TABELA 1B

TABELA 2B

TABELA 3B

TABELA 4B

TABELA 5B

TABELA 6B

TABELA 7B

Percentual de inibi¢do do crescimento micelial na
concentra¢do de 100 ppm dos fungicidas utilizadas
na comparacio com as entre MIiSturas..........ccceeneene

Percentual de esporulagio das linhagens resistentes
205 fungicidas..........ccccvereererrrrarrecnininsniisannenens
Percentual de germinacio do esporos das linhagens
resistentes aos fungicidas.............cccoiviieinnniinne
indice de crescimento micelial da linhagem (DTC)
resistentes ao fungicida tebuconazole, submetido ao

Indice de crescimento micelial da linhagem (DCP)
resistentes ao fimgicida cyproconazole, submetido

indice de crescimento micelial da linhagem (DDF)
resistentes ao fungicida difeconazole, submetido ao
testede Dunnet.............ccocovennrniininnnricceee,
Indice de crescimento micelial da linhagem (DPP)
resistentes ao fungicida propiconazole, submetido
ao teste de Dumnet..........c.ueeeecvncrniicneniinicnrenns
indice de crescimento micelial da linhagem (NAZ)
resistentes ao fungicida azoxystrobin, submetido ao

112

119

120

120

120

121

121

121



TABELA 8B

TABELA 9B

TABELA 10B

TABELA 11B

TABELA 12B

TABELA 13B

TABELA 14B

TABELA 15B

indice de crescimento micelial da lichagem (UBN)
resistentes ao fungicida benomyl, submetido ao

indice de crescimento micelial da linhagem (NQZ)
resistentes ao fungicida quintozene, submetido ao

indice de crescimento micelial da lmhagem (UTM)
resistentes ao fungicida tiofanato metilico,
submetido ao teste de Dunnet.................................
Indice de crescimento micelial da linhdgem (UPC)
resistentes ao fungicida procymidone, si;brnetido ao
teste de DUMDEL...............ooooooooevveereooo b
indice de crescimento micelia! da linhagem (NDM)
resistentes ao fungicida dimethomorph:'submeﬁdo

Indice de crescimento micelial da linhagem (NDT)
resistentes ao fungicida dithianon, sulﬁmeﬁdo ao

indice de crescimento micelial da linhagem (NCH)

resistentes ao fungicida chlorotalonil, submetido ao
testede Dunnet...............cocoovrmnnnil ) beeeeereseeee

113

122

122

123

123

123

124

124



TABELA 16B

TABELA 17B

TABELA 18B

TABELA 19B

TABELA 20B

TABELA 21B

TABELA 22B

TABELA 23B

Indice de crescimento micelial da linhagem (DTD)
resistentes ao fungicida triadimenol, submetido ao

indice de crescimento micelial da linhagem (UCP)
resistentes ao fungicida captan, submetido ao teste

Indice de crescimento micelial da linhagem (DTF)
resistentes ao fungicida tebuconazole, submetido ao

Indice de crescimento micelial da linhagem (NDD)
resistentes ao fungicida dodine, submetido ao teste

Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(DTF) no meio com o fimgicida triforine,
submetido ao teste de Dunnet..............cccevemneunene.
Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(NAZ) no meio com o fungicida azoxystrobin,
submetido ao teste de Dunnet..................cccceununnee.
Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(UIP) no meio com o fungicida iprodione,
submetido ao teste de Dunnet...........coccoveeerninenee.
Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(DDF) no meio com o fungicida difenoconazole,
submetido ao teste de Dunnet......................cn........

114

125

125

125

126

126

126

127



TABELA 24B

TABELA 25B

TABELA 26B

TABELA 27B

TABELA 28B

TABELA 29B

TABELA 30B

TABELA 31B

TABELA 32B

Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(UPC) no meio com o fungicida procymidone,
submetido ao teste de Dunnet.............. eveereeeeeeeeeo
Estabilidade do crescimento micelial: da linhagem
(UBN) no meio com o ﬁmgici&a benomyl,
submetido ao teste de Dunnet..............................
Estabilidade do crescimento micelial :da linhagem
(UTM) no meio com o fungicida tiofanato metilico,
submetido ao teste de Dumnet............. ' ................

Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(NDM) no meio BDA, submetido ao teste de

Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(NDT) no meio BDA, submetido a0 teste de

Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(NQZ) no meio BDA, submetido ao teste de

Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(DPP) no meio BDA, submetido ao teste de Dunnet
Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(NDD) no meio BDA, submetido 20 teste de

Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(UIP) no meio BDA, submetido ao teste de Dunnet.

115

127

128

128

128

129

129

129

130

130



TABELA 33B

TABELA 34B

TABELA 35B

TABELA 36B

TABELA 37B

Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(NTM) no meio BDA, submetido ao teste de

Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(NCH) no meio BDA, submetido ao teste de

Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(UBN) no meio BDA, submetido ao teste de

Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(NTL) no meio BDA, submetido ao teste de

Estabilidade do crescimento micelial da linhagem
(UPC) no meio BDA, submetido ao teste de

116

130

131

131

131



TABELA 1A - Inibigdo do crescimento micelial por fun ricidas.
FV GL SQ oM F Pr>F
TRATAMENTO 79 259008.01 3278.58 ? 62.02 0.0001
ERRO 240 12686.37 52.85
TOTAL 271694.38

319
Meédia Geral: 40.76 '
C.V.(%) 17.83

SAS - General Linear Models Procedure

TABELA 2A - Percentual de inibicdo do crescimento micelial na concentragdo de

1 ppm dos fungicidas utilizadas na comparagdo com as entre

misturas.
FV GL SQ QM F Pr>F
TRATAMENTO 4 10787.95 2696.98 12.19 0.0001
ERRO 15 3318.51 221.23
TOTAL 19 14106.47
Meédia Geral: 36.80 |
C.V.(%) 40.41 t
SISVAR - Sistema de Analise de Variancia para Dados Balanceados.

TABELA 3A - Percentual de inibigio do crescimento micelial na concentragio de

100 ppm dos fungicidas utilizadas na

oor?parac;ﬁo com as entre

misturas.
FV GL SQ QM F Pr>F
TRATAMENTO 4 12364.71 3091.17 I15.92 0.0000
ERRO 15 2911.25 19408
TOTAL 19 15275.96
Meédia Geral: 54.24
C.V.(%) 25.68

SISVAR - Sistema de Anilise de Varidncia para Dados Balanceados.
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TABELA 4A - Percentual de inibigdo do crescimento micelial na concentragdo de
1 ppm dos fimgicidas utilizadas na compara¢gdo das misturas

com tebuconazole.
FV GL SQ QM F Pr>F
TRATAMENTO 9 15753.00 1750.33 9.59 0.0000
ERRO 30 5475.03 182.50
TOTAL 39 21228.04

Meédia Geral: 45.30
C.V. (%) 29.82
SISVAR - Sistema de Anilise de Varidncia para Dados Balanceados.

TABELA 5A - Percentual de inibigfio do crescimento micelial na concentragio de
100 ppm dos fungicidas utilizadas na comparagdo das misturas

com tebuconazole.
FV GL SQ QM F Pr>F
TRATAMENTO 9 3021583 435731 40.03 0.0000
ERRO - 30 3265.51 108.85
TOTAL 39

Média Geral: 66.59
C.V. (%) 15.66
SISVAR - Sistema de Analise de Varidncia para Dados Balanceados.

TABELA 6A - Percentual da inibi¢3o do crescimento micelial na concentraggo de
1 ppm da mistura de icidas com tebuconazole.

FV GL SQ QM F Pr>F
TRATAMENTO 9 18069.52  2007.72 10.43 0.0000
ERRO 21 4042.50 192.50

TOTAL 30 22112.03

Média Geral: 64.15

C.V. (%) 21.62
SISVAR - Sistema de Analise de Varidncia para Dados Balanceados.
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