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1 RESUMO

O presente trabaho teve como objetivos comparar métodos de
monitoramento de resisténcia de Sphaerotheca fuliginea, causador de oidio em cucurbitacess, a
fungicidas, avaiar a sengbilidade de isolados procedentes de véarios locais a fungicidas e verificar a
influéncia de doses de fungicidas na sensibilidade do patégeno. Foram comparados trés variagies de
métodos de avdiagdo de ressténcia com discos cotiledonares: flutuando e imersos em solugéo
aguosa do fungicida e retirados de plantas de pepino pulverizadas com fungicida. As culturas foram
incubadas por 12 dias em sda de crescimento (22+2°C e 12 h luz) e entdo avaliadas pela &eafoliar
colonizada pelo patdgeno. A sensibilidade de isolados, coletados na BA, no DF, en MG, RS e SP,
fo verificada pelo méodo do disco foliar flutuando em solugdo do fungicida e a inoculagéo, as
condigOes de crescimento e a avaliacdo conforme descrito acima. Determinou-se a concentragéo
minima inibitéria (CMI) dos isolados para os fungicidas fenarimol (FE) e tebuconazole (TE) (nas
concentragdes de 0; 0,001; 0,01; 0,1 e 1 ngmL™); benomyl (BE) e tiofanato metilico (TM) (0; 6,3;
12,5; 25 e 50 ngmL™) e azoxystrobin (AZ) (0; 0,001; 0,003; 0,005; 0,01; 0,03; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5
elnmgmL™).
Para verificar as mudancas na sensibilidade e comparar a eficiéncia dos fungicidas, foram redlizados
dois ensaios, com dois cultivos. Plantas de pepino foram cultivadas em vasos em casa de vegetagéo
e inoculadas naturalmente com oidio. No primeiro ensaio, as plantas foram tratadas com agua, FE,
TE e BE nas doses recomendadas. Foram feitas quatro aplicagbes com intervalo de 15 dias.
Isolados foram coletados de cada tratamento antes das aplicagbes e o méodo do disco foliar

flutuando em solucdo do fungicida foi utilizado para verificar a sensibilidade através da CMI. Os



fungicidas utilizados foram FE e TE (0; 0,001; 0,01; 0,1 el mgmL™) eBEeTM (0; 6,3; 12,5; 25 e
50 mgmL™). No segundo ensaio, dém dos tratamentos do primeiro, as plantas foram tratadas com
meia dose e o dobro da dose dos fungicidas. Foram realizadas duas aplicactes e a severidade da
doenca foi avaliada. O méodo aplicado in vitro e os fungicidas utilizados foram os mesmaos do
primeiro ensaio. Concluiu-se que o méodo do disco flutuando em solucdo do fungicida mostrou-se
vidve para verificar a senshilidade de S. fuliginea a fungicidas. Os isolados coletados de locais de
cultivo de cucurbitéceas apresentaram diferentes CM I s aos fungicidas testados e identificou-se perda
de senshilidade a DMIs, benzimidazdis e estrobilurina. Os benzimidazdis ndo foram eficientes no
controle de S. fuliginea, devido a0 desenvolvimento de ressténcia e, gpesar da ocorréncia de
isolados com redugéo de sensibilidade aos DM s, esses foram eficientes no controle de S fuliginea.
As diferentes doses de pulverizagdo de benomyl néo influenciaram a sensibilidade dos isolados
guando o méodo do disco faliar flutuando em soluco do fungicida foi utilizado. Ao contrério, no
tratamento com fenarimol, sO foi possivel recuperar isolados do tratamento com metade da dose,
comprovando a eficicia da dose recomendada no controle do patégeno. No tratamento com
tebuconazole ndo foi possivel recuperar nenhum isolado, também sendo eficiente no controle da

doenca.



SUMMARY

METHODOLOGY AND EVALUATION OF RESISTANCE OF Sphaerotheca fuliginea TO
FUNGICIDES IN CUCURBITS. Botucatu, 2002. 87p. Tese (Doutorado em
Agronomia/Protegéo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, Universdade Estadua
Paulista
Author: Andréa lruzun Linhares
Adviser: Ragud Ghini

The am of this work was to compare methods for monitoring fungicide
resstance of Jphaerotheca fuliginea, causal agent of powdery mildew of cucurbits, evauate the
fungicide sengtivity of isolates from many locals and to study the influence of fungicide doses in the
sengitivity of the pathogen. Three variations of resstance methods were compared by floating and
dipping cotyledon leaf disksin fungicide agueous solution and obtained from cucumber plants trested

with fungicide. The cultures were incubated at growth room (22+2°C with a 12 h photoperiod) for 12

days before the evduation of colonized foliar area by the pathogen. The fungicide sengtivity of

isolates collected in BA, in DF, in MG, RS and SP, Brazil, was tested on cotyledon leaf disks floating
on solution of the fungicide and the inoculétion, the growth conditions and the evauation were as
described above. It was determined the minimum inhibit concentration (MIC) of the isolates for the

fungicides fenarimol (FE) and tebuconazole (TE) (at the concentrations of 0; 0,001; 0,01; 0,1 and 1

momL™); benomyl (BE) and thiophanate methyl (TM) (0; 6,3; 12,5; 25 and 50 mgmL™) and

azoxystrobin (AZ) (0; 0,001; 0,003; 0,005; 0,01; 0,03; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5 and 1 rgmL™). To verify
the changes in the sengtivity and to compare the efficiency of the fungicides two testswas carried out,

repested twice. Cucumber plants were growth in pots in a greenhouse and inoculated with powdery

mildew. In the firgt test, the plants were treasted with water, FE, TE and BE in the recommended



doses. Four foliar spray applications were done with interva of 15 days. Isolates were collected of
each treatment before the gpplications and the method of the cotyledon disk floating in solution of the
fungicide was used to verify the sengtivity through MIC. The fungicides used were FE and TE (0;
0,001; 0,01; 0,1 and 1 ngmL™) and BE and TM (0; 6,3; 12,5; 25 and 50 ngmL™). In the second
test, besides the trestments of the firg test, the plants were treated with a haf- and atwo-fold-higher
dose of the fungicides. Two applications were carried out and the disease evaluated by severity. The
method applied in vitro and the used fungicides were the same of the first test. The method of the
cotyledon disk floating in fungicide solution was viable to verify the senstivity of S fuliginea to
fungicides. The isolates collected from commercia cucurbit cultures presented different MICs to the
tested fungicides and it was identified resstance to DMIs, benzimidazoles and estrobilurin. The
benzimidazoles were not efficient in the control of S. fuliginea, due to the resistance development. In
Spite of the isolates occurrence with reduced sengtivity to DMIs, the fungicides were efficient in the
control of S fuliginea. The foliar sprays doses with benomyl did not influence the sengtivity of the
isolates when the method of cotyledon disk floating in solution of the fungicide was used. In contragt,
with foliar spray doses of fenarimol, it was only possble to recover isolates a the lowest applied
dose, confirming the effiacy of the recomended dose to control the pathogen. And with the foliar
Soray doses of tebuconazole it wasn't possible to recover none isolate, aso beeing efficient to control

the disease.

Keywords. fungicide resgtance, DMIs, benzimidazole, azoxystrobin, Sphaerotheca fuliginea,

powdery mildew, cucumber.



3INTRODUCAO

A importancia do estudo da ressténcia de fungos a fungicidas tem sua
judtificativa na ampla utilizaco dos produtos quimicos favorecendo o surgimento da mesma, com
maior destaque gpés a introducdo dos fungicidas sstémicos. Hoje, a ressténcia € considerada um
dos principais problemas no controle quimico de doencas fungicas. Em grandes culturas, a utilizacéo
de produtos quimicos € um dos métodos mais utilizados para o controle de doencgas. A ressténciaa
fungicidas € um fendmeno associado ao processo natural da evolugdo dos Sstemas biol gicos.

Para o usuario e o fabricante de produtos quimicos, véarios problemas estéo
associados ao gparecimento de linhagens resistentes, entre eles o prguizo financeiro. Na agricultura,
0 tema tem Sdo tratado em inimeros estudos, os quais compreendem, em gerd, diminuicdo da
senshilidade, mecanismos de ressténcia envolvidos, possibilidade de resisténcia cruzada e mitipla,
métodos para avdiar a ressténcia, monitoramento, estratégias anti-ressténcia e medidas a serem

tomadas apds 0 aparecimento do problema.



Os casos de ressténcia em diferentes patdgenos estéo associados,
principdmente, aos fungicidas sistémicos. Um dos exemplos mais draméticos ocorre com 0S
fungicidas benzimidazais utilizados na medicina humana, veterinéria e na agricultura e consderados de
ato risco para ocorréncia de resisténcia. Outro caso, sf0 os inibidores da demetilacdo (DMIs)
(“demethylation inhibitings’) amplamente usados na agricultura e na medicina e classficados como de
risco medio.

Trabahos que possam trazer informagdes a respeito do comportamento de
populagbes fungicas submetidas a tratamento quimico sfo vdiosos para gudar a interpretar
resultados frustrados de controle, que podem passar desapercebidos pelo produtor, além de
favorecer a organizacéo de informagdes a respeito da eficiéncia e utilizacdo dos produtos.

No entanto, no Brasil, anda exise uma caéncia de publicagbes e
resultados, sendo amaioria restrita a rel atos de ocorréncia de resisténcia com fungicida benomyl para
os fungos Botrytis cinerea, B. squamosa, Cercospora personatum, Colletotrichum fragariae,
Cylindrocladium scoparium, Fusarium subglutinans f. sp. ananas, Guinardia citricarpa,
Glomerella cingulata, Monilinia fructicola, Mycosphaerella fragarie, Penicillium sp. e Venturia
inaequalis (Ghini & Kimati, 2002).

No caso de cucurbitécess, a utilizacdo de produtos quimicos é uma das
principais estratégias para controlar oidio, que esta classificado entre as doencas de maior risco de
desenvolvimento de ressténcia (Dekker, 1995). Pesquisas que fornecam aguma informagéo a
respeito da sengbilidade de Sphaer otheca fuliginea aos fungicidas utilizados nas culturas séo muito
interessantes. Dados gpresentados em trabahos internacionais com aguns fungicidas, ilustram o

desenvolvimento da resisténcia em oidio de cucurbitécess.



Problemas com benomyl, por exemplo, apareceram em oidio em pepino
cultivado em estufa, gpos uma ano de gplicacdo, nos Estados Unidos (Schroeder & Provvidenti,
1968; Schroeder & Provvidenti, 1969). O surgimento de ressténcia a fungicidas do grupo dos
DMIs, ocasionando fahas no controle da doenca também ja foi constatado para S. fuliginea em
cucurbitéceas (Hollomon et d., 1990; McGrath, 1996; McGrath et ., 1996).

Como dguns fungicidas DMIs e benzimidazdis est@o registrados para o
controle de oidio de cucurbitaceas no Brasil (Agrofit, 2002)*, justifica-se a elaboragdo do trabalho
para contribuir com informagdes a respeito da mudancga, ou ndo, de sensibilidade de S fuliginea a
fungicidas. Paratanto, o presente trabaho teve os seguintes objetivos.

1. Comparar méodos de monitoramento de resisténciade S. fuliginea afungicidas,
2. Comparar a sengbilidade de isolados de S fuliginea, procedentes de diferentes locais de cultivo
de cucurbitécess, a fungicidas dos grupos dos DMIs, benzimidazdis e estrobilurinas;

3. Vaificae a influéncia de doses de fungicides na sendbilidade de S fuliginea.

! Fonte: http://200.252.165.4/agrofit/- Consultado em 17/09/2002.



4REVISAO DE LITERATURA

4.1 Agente causal, epidemiologia, danos e controle de oidio de cucur bitaceas

A doenca conhecida por oidio € muito comum em cucurbitécess cultivadas
e selvagens. Os géneros Sphaerotheca e Erysiphe sdo 0os mais comumente associados a doenca
(Bedendo,1995; Kurozawa & Pavan, 1997). No Brasil, o oidio ocorre em grande nimero de
cucurbitaceas, sendo que as mais afetadas s80: pepino, meldo, melancia, abdbora, cabaca, chuchu e
bucha (Kurozawa & Pavan, 1997). A doenca € causada pela fase imperfeita do patdgeno,
denominada Oidium sp., que é predominante na maior parte do mundo (Bedendo, 1995).

As fases pefeatas, Sphaerotheca fuliginea, mas recentemente

Podosphaera fuliginea (Schitd.:Fr.) (Stadnik et a., 2001) e Erysiphe cichoracearum, podem
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ser confundidas devido a0 fato das duas espécies ocorrerem em cucurbitéceas e serem mais
freqUentes, tornando-se de maior importancia econbmica. A controvérsia entre as espécies € maior
em paises tropicais onde essas fases s80 raras ou nunca ocorrem devido as condigdes ambientais
néo apropriadas para a formacdo de cleistotécios. Apesar de apresentarem, segundo Stadnik et al.
(2001), dgumeas diferencas em consequéncia das condigoes ambientais de crescimento, para separar
as duas espécies sdo Uutilizadas caracteridticas das formas perfeita e imperfeita Em gerd, forma dos
conidios, presenca de corplsculos de fibrosina (estruturas encontradas nos conidios entre os
vacuolos), forma do tubo germinativo e presenca do apressorio (Kooistra, 1968; Khan & Sharma,
1995) sdo critérios usados na distingdo entre as espécies. Conidios de S. fuliginea apresentam
corpusculos de fibrosing, tubo germinativo smples e hifurcado e ndo gpresentam formagéo de
apressdrio. Por outro lado, conidios de E. cichoracearum n&o apresentam corplsculos de fibrosing,
gpresentam tubo germinativo simples e formam apressdrio. A ocorréncia de corpos de fibrosina
pode ser influenciada por fatores ambientais, idade do hospedeiro e a espécie de Sphaerotheca
envolvida (Khan & Sharma, 1995). Mas, € um critério aceitdvel para diferenciar os dois géneros de
oidio e foi utilizado nos trabahos redizados por Reifschneider et a. (1985) e Borges (1997) para
identificar o agente causal no Brasl.

InformagBes sobre oidios de vérias espécies cultivadas e nativas da
América do Sul foram compilados num livro por Stadnik & Rivera (2001). Ao contr&io de outros
oidios, que possuem em gerd uma pequena gama de hospedeiros, S. fuliginea pode atacar diversas
espécies da familia Cucurbitaceae, conforme Stadnik @ d. (2001). Para completarem o ciclo de
vida, gpesar de ocorrerem em regifes Umidas e de clima frio, os oidios sfo favorecidos por

ambientes secos e quentes. Temperaturas entre 22-28°C, baixa umidade e luminosdade sfo
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condi¢Oes favoravels para a ocorréncia da doenca em pepino, de acordo com Zambolim et d.
(1997). O desenvolvimento e esporulagéo de E. cichoracearum sdo favorecidos por condicoes
ambientais secas, a0 passo que, S fuliginea requer mais umidade e é mais fregliente em culturas
protegidas (Kurozawa & Pavan, 1997). Nas condi¢es do Vae do Sdo Francisco, o oidio de
cucurbitacess, S. fuliginea, ocorre durante 0 ano todo (Dias et a., 1999).

Os danos associados a S. fuliginea podem ocorrer em toda a parte aérea
das plantas, mas as folhas e caules sGo os mas atacados. Os Sntomas iniciamse com um
crescimento branco pulverulento ocupando peguenas aress que vao aumentando de tamanho e
podem tomar toda a extensdo do tecido (Kurozawa & Pavan, 1997). Segundo Sitterly (1978), a
infecgdo de folhas jovens pode resultar em clorose gerd e até mesmo, na morte das folhas. Asfolhas
severamente atacadas tornamse marrons e ressecadas. Sob  condicbes ideais para o
desenvolvimento, pode ocorrer desfolhamento prematuro quando o fungo cobre a superficie foliar. A
importancia do oidio em cucurbitéceas se deve areducéo do rendimento e da qualidade de mercado.
Segundo Paulus et a. (1969) e Dias et d. (1999), em infecgdo severa plantas de pepino atacadas
perdem vigor e apresentam reducéo na qualidade dos frutos que modificam o sabor e gpresentam
diminuicdo no teor de aclcar. Além da estaco de colheita ser abreviada, os frutos ficam peguenos e
com quaidade muito ruim.

O controle aravés da ressténcia genética e a Uutilizacdo de produtos
quimicos sd0 0s mas empregados para essa doenca. No entanto, em locais com condigdes
ambientais favoréveis ao desenvolvimento da doenca e o uso de cultivares com ata suscetibilidade, o

controle quimico € o méodo mais empregado (Stadnik et ., 2001).



Préticas culturais como diminacdo de plantas hospedeiras, uso de mudas
sadias e irrigagdo por aspersio sdo aguns exemplos recomendados. Outros tipos de controle
também podem ser empregados como: adubacdo silicatada, uso de detergentes, creoling, produto a
base de dilicalargila, dleo minera, sais de potassio, &cidos graxos, solucdo de bicarbonato de
potéssio, produto l&cteo fermentado por Lactobacillus sp., inducdo de resisténcia, extratos de
plantas e fungos e biocontrole com microrganismos (Stadnik et d., 2001).

O controle quimico de oidio é f&cil e, em gerd, ficiente. Entre os fungicidas
utilizados est80 os de contato, a base de enxofre, e os Sstémicos que sGo mas eficientes e
recomendados, porém sdo mais vulnerdveis ao problema da resisténcia (Agrofit, 2002).

Os fungos causadores de oidio, devido a intensa capacidade de
multiplicagdo e disseminagdo, apresentam maior risco de ressténcia, diferentemente dos demais
fungos, pois aumentam as chances do surgimento e selecdo de linhagens resistentes. A exposicéo do
patdgeno interfere na pressio de salecdo, visto que colonizam partes da planta facilmente atingidas
por fungicidas, aumentando o risco de ressténcia (Dekker, 1995). Em estufas, a Stuagéo pode ser
grave quando a concentracdo do indculo € dta e sem a entrada de fontes de indculo externas,
favorecendo ardpida selecdo pararesisténcia (Brent & Hollomon, 1998; Dekker, 1995).

A ressténcia do fungo a fungicidas vem sendo registrada na Austrdia, nos
Estados Unidos e na Europa, apresentando-se como s&io problema (Hollomon et a., 1990;
O,Brien, 1994; McGrath et d., 1996). Nos Estados Unidos somente trés fungicidas Sstémicos em
duas classes extd0 registrados para o controle de oidio em cucurbitéceas. benomyl e tiofanato

metilico (benzimidaz6is) e triadimefon (DMI). Devido ao uso quase exclusivo desse Ultimo, o
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patégeno encontra-se exposto a uma grande presséo de selegdo que favorece o aparecimento de
isolados resistentes (McGrath, 1996; McGrath, 2001).

Os fungicidas utilizados em cucurbitéceas em diversos paises, paa o
controle de oidio, compreendem produtos dos seguintes grupos. benzimidazdis, pirimidinas, triazdis,
piperazinas, organofosforados, morfolinas e estrobilurinas e ndo Sstémicos, pertencentes aos grupos
das ftd onitrilas, ftalimidas e heterociclicos nitrogenados (Stadnik et a., 2001).

No Brasil, os fungicidas registrados para controlar oidio em cucurbitéceas
s80: bicarbonato de potassio, benzimidazal (tiofanato metilico); DMIs (pirimidina-fenarimol, imidazol-
triflumizole, triazdis-difenoconazole, imibenconazole, tebuconazole, tetraconazole); cloronitrila
(clorotaonil); inorganico (enxofre), ftaimida (folpet), organofosforado (pirazofés), estrobilurinas
(kresoxim-metil) quinometionato (Agrofit, 2002). Os de contato, principalmente a base de enxofre,
podem resultar num bom controle da doenga, mas 0s Sstémicos sobresssem dos demais pela

eficiéncia (Kurozawa & Pavan, 1997).

4.2 Sensibilidade de Sphaerotheca fuliginea a fungicidas

No caso especifico de oidio em cucurbitéceas, trabahos com ressténcia
comegaram a surgir com a utilizagdo do fungicida benomyl dando inicio aos relatos que se seguiram
com outros fungicidas.

As investigagdes redlizadas em oidio de cucurbitacess tratam da reducéo da
sensibilidade, reducéo de patogenicidade e adaptabilidade, programas ce aplicacéo, frequéncia de

popul agBes resistentes e monitoramento da resisténcia em laboratério, cultivo protegido ou ndo. Os
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principas fungicides tetados <80 benzimidazdis, dinitrofendis DMIs,  estrobilurines,
hidroxipirimidinas e organofosforados (Hollomon, 1978; Dekker & Gidlink, 1979; Schepers, 1983,
Huggenberger et al., 1984; Schepers, 1984a; Schepers, 1984b; Schepers, 1984c; Malathrakis,
1985; Schepers, 1985a; Schepers, 1985b; O’ Brien, 1994; McGrath, 1996; McGrath et al., 1996;
Dd Pino et d., 1999).

Em gerd, 0 estudo daressténciaem S. fuliginea esta associado com adgum
problema detectado com a falha no controle da doenca. A avaiacdo da sensibilidade do patdgeno é
0 principal tema dos traba hos publicados.

O primeiro registro de ocorréncia de ressténciade S fuliginea foi com o
fungicida benomyl. A ressténcia foi detectada em testes de avadiaghes experimentals em estufas
(Schroeder & Prowvidenti, 1968; Schroeder & Provvidenti,1969). Este fato foi seguido do
surgimento de ressténcia a fungicidas benzimidazdis em oidio de cucurbitaceas em muitos paises,
tanto em estufa como a campo (Netzer & Dishon, 1970; Peterson, 1973; lida, 1975; Dekker, 1977;
Petskos-Panayotarou, 1977; Schepers, 1984b; O'Brien, 1994; McGrath, 1996; McGrath et d.,
1996).

Em um dos primeiros trabahos publicados sobre ressténcia, Schroeder &
Provvidenti (1968) avdiaram o comportamento sistémico de benomyl para o controle de oidio em
abdbora e pepino em casa de vegetagdo. Os autores observaram o desenvolvimento inicid de
col6nias digtribuidas nas plantas tratadas com dosagens mais atas e suspeitaram do gparecimento de
ressténcia do fungo ao fungicida. A seguir, 0S mesmos autores tentaram comprovar eta evidénciae
relataram que col6nias individuais de isolados de oidio de cucurbitécess, presumivelmente S

fuliginea, produzidas nas folhas de plantas cultivadas em solo encharcado com benomyl,
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demongtraram ser resgtentes ao fungicida. Avdiaghes de cucurbitécess cultivadas a campo, em
Nova lorque, Estados Unidos da América, indicaram a ocorréncia naturd provavel de formas
resstentes de S fuliginea a benomyl (Schroeder & Provvidenti, 1969). Como foi ressaltado no
trabaho de Schroeder & Provvidenti (1969) que a ocorréncia de ressténcia em oidio ndo era
difundida devido a0 fato de que benomyl ainda néo estava em uso comercid, esse motivo pode
explicar a ndo constatacdo de formas resistentes do fungo em trabalho conduzido por Paulus et d.
(1969) em experimentos com benomyl.

Os autores Netzer & Dishon (1970) também comentaram uma dteracéo na
senshilidade de S fuliginea a benomyl, em estudo onde procuravam o controle de outra doengca em
meldes (Cucumis melo) cultivados em estufa. Os autores verificaram que dgumas semanas gpds o
tratamento, as plantas permaneceram livres de oidio, porém, apds esse periodo a doenca apareceu
em vaias pates da estufa, gpesar do tratamento aplicado. Testes adicionais destacaram o
gparecimento de estirpes do patdgeno resistentes a benomyl. O aparecimento de oidio foi inesperado
porque o materid tinha sido testado com éxito em Isragl por dois anos em campo e em estufa. Esse
foi o primeiro caso de isolados de oidio resistentes a benomyl em Isradl.

Na Grécia, Petsikos-Panayotarou (1977) trabalharam com benomyl e
recuperaram, em laboratério, um isolado de S. fuliginea 3000 vezes mais resistente do que isolados
obtidos de plantas cultivadas a0 a livre que nunca tinham sdo tratadas com fungicidas Sstémicos.

Na Holanda, Schepers (1984a) verificou que isolados de S fuliginea de
pepino cultivado em estufas gpresentaram diminuicdo na sensibilidade para benzimidazais (benomyl e
carbendazim). O autor desaconselhou a re-introducéo dos fungicidas e a sequir, gpds coletar varios

isolados, verificou que aresisténcia aos fungicidas fol persstente por mais de 10 anos.
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Nos Estados Unidos da América, McGrath (1996) e McGrath et d. (1996)
detectaram a ineficiéncia de benomyl em populacBes de oidio de cucurbitéceas em campos
experimenta e de producdo em vé&ios locais do pais.

Atudmente, a extensdo do problema de ressténcia com benzimidazbis
ainge a maioria dos fitopatdbgenos e 0 problema se agrava porque a resisténcia, uma vez
estabelecida, em gerd, é persistente (Brent, 1995). Conforme Oliveira (2002)?, benomyl foi retirado
do mercado mundia e desde abril de 2002 ndo € mais comercidizado no Bradl.

Outro fungicida que sofreu rgpida ocorréncia da ressténcia foi uma
hidroxipirimidina, dimethirimol. Esse compogto foi introduzido na Holanda em 1968 e usado em larga
escala para controlar oidio em pepino em estufas. No ano seguinte e posterior, os resultados obtidos
foram menos satisfatdrios em adgumeas estufas, mas ndo a campo. Os experimentos com oidio, em
locais de controle ineficiente e em locais onde o dimethirimol nunca tinha Sdo usado, revelaram que
edtirpes resstentes ao fungicida tinham se desenvolvido. Como consegiiéncia, 0 uso de dimethirimal
para o controle de oidio do pepino teve de ser abandonado (Dekker, 1977). A diminuicdo na
senghbilidede de oidio a dimethirimol também foi verificada por Schepers (1984a). Segundo o autor,
a resgéncia foi persstente e a re-introducdo do fungicida na pratica foi desaconsdhével. Essas
observacles foram reafirmadas por Schepers (1984b) trabalhando com pepino cultivado em estufa,
quando a ressténcia do fungo ao produto confirmou ser persstente, mesmo quando retirado por
mais de 10 anos.

O composto organofosforado, pyrazophos, apesar do complexo modo de

acdo e com o desenvolvimento de resisténcia pouco provave foi testado para verificar o controle
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instidfatorio de oidio em agumas estufas de pepino na Holanda em 1979. Os testes em laborat6rio
revelaram uma sensibilidade reduzida do patdgeno ao fungicida. A adaptabilidade e a habilidade de
competicdo de edtirpes resstentes a pyrazophos na auséncia do fungicida pareceu ser um tanto
menor do que das estirpes sensives (Dekker & Gidink, 1979). Os autores sugeriram que isto
poderia ser devido a ingtabilidade da ressténcia, ou a uma adaptabilidade reduzida do isolado
resgente, como foi inicidmente encontrado para isolados de C. cucumerinum resstentes a
piramicina. Através desses trabalhos pareceu que na auséncia do fungicida, o isolado resigtente a
pyrazophos foi menos adaptado que o patdgeno origind sensivel. Os autores dertaram que, embora
uma adaptabilidade reduzida dificulte o desenvolvimento dos isolados resstentes, uma populacéo
patogénica com resisténcia moderada a pyrazophos gparentemente poderia surgir em estufas onde o
produto vinha sendo usado. Essa conclusdo foi feita também por Dekker (1982). Schepers (1984a)
e Schepers (1984b) verificaram diminuicdo na sensibilidade de oidio em pepino cultivado em estufa
na Holanda ao fungicida e a resisténcia permaneceu estavel por dois anos.

O risco de ocorréncia de resisténcia para fungicidas do grupo dos DMIs
néo é tdo ato quanto o dos fungicidas benzimidazois. Os principais problemas com ressténcia tém
sido em oidios, entre os quais de cucurbitécess.

No trabalho conduzido por Schepers (1983) avaliagbes com os DMIs
bitertanol, fenarimoal, imazdil e triforine foram redizadas com relacéo a sensibilidade deisolados de S.
fuliginea da Holanda e de Isradl. Os resultados evidenciaram que 0 uso desses fungicidas resultou
em sglecdo de isolados do patégeno com decréscimo de sensibilidade. O autor concluiu que essa

congtatacdo poderia conduzir a uma perda completa ou parcid na habilidade destes fungicidas em

2 Oliveira, S.H.F. (Instituto Biol 6gico) Comunicacéo Pessoal, 2002.
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controlar esse patdgeno. Em trabalho seguinte, Schepers (19844) relatou que faha no controle da
doenca, com fenarimol e imazdil, ainda ndo tinha ocorrido, apesar da observacéo de decréscimo na
senshilidade, mas o risco existia e 0 aumento gradud na resistiéncia a estes fungicidas poderia causar
problemas no futuro. Assim, com a reducéo na seng bilidade a DMIs aumentando ao longo dos anos
na Holanda, os produtores comegaram a encurtar os interval os de pul verizagdes (Schepers, 1984a).
O DM triforine, j& havia perdido parte de sua €ficécia, conforme verificado por Schepers (1983) e
Schepers (1984c) e edtratégias para diminuir a pressdo de selecdo de DMIs mmegaram a ser
seriamente consideradas. Pois, existiam evidéncias de que quando a ressténcia tornava-se
estabel ecida na populagéo, 0 seu desaparecimento era lento apds a pressdo de salegdo ser removida
(Schepers, 1984a; Schepers, 1984b).

Isso parece se confirmar pela observacdo que a adaptabilidade de isolados
de oidio do pepino resstentes a DMIs néo € seriamente reduzida quando comparada a isolados
sensiveis. Além disso, o ambiente fechado de uma estufa pode prevenir o influxo de estirpes sensiveis
aumentando, assm, a persisténcia da resisténcia (Schepers, 1984b).

Em outro estudo, Schepers (1984c) avaiou isolados que apresentavam uma
senshilidade reduzida a fenarimol, e sugeriu que tal fato poderia ser devido ao uso de triforine e
imazdil. ApGs a introducdo do fenarimol em 1981, o uso de DMIs aumentou rapidamente e isso
pdde explicar 0 aumento no nimero de isolados com uma menor sensbilidade a fenarimol e imazdil
em 1982 e 1983. Nesses anos, uma mudanca para encurtar os intervalos de pulverizagbes foi
suficiente para dcancar controle adequado com fenarimol e imazdil. Porém triforine em gerd foi

ineficiente.
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Ainda testando fenarimol e imazalil, Schepers (1985a) encontrou diferencas
na sensibilidade aos produtos entre diferentes anos, dentro do mesmo ano e entre locais onde a
frequéncia de aplicagéo foi diferente. O autor relata que mudangas na sensibilidade a DMIs ndo
resultaram em falha total do controle. Na maioria dos casos, um menor intervalo de pulverizagdo foi
suficiente para compensar o decréscimo na sensibilidade e dcancar controle adequado por fenarimol
eimazdil.

Na publicagdo de Huggenberger et a. (1984), foi observado um
decréscimo na sensibilidade de S fuliginea a DMIs, em &eas onde os fungicidas vinham sendo
usados freqlientemente. As falhas no controle da doenca foram associadas a dta pressdo de indculo,
baixa cobertura pelo fungicida e indculo com sensibilidade reduzida aos produtos. Essas condigdes
foram as mais freqlentes encontradas em cultivos de campo de cucurbitéceas em Israel e na
Espanha. Os autores congtataram que isolados menos sensivel's a fenarimol e nuarimol foram também
menos sensiveis a outros DMIs. Os compostos com um modo de agdo diferente foram efetivos
contra isolados menos sensiveis a fenarimol. Aplicagdes de mistura de tanque de fenarimol ou
nuarimol com compostos com diferente modo de acdo tiveram um bom desempenho, superando as
aplicagdes de compogtos individuals.

Esses resultados enfatizam a necessidade de estratégias para prevenir ou
retardar a ressténcia a DMIs. Apesar do risco de desenvolvimento de ressténcia a DMIs ser
considerado médio, fatores como o0 sistema de cultivo, as condigdes ambientais e caracteristicas do
fungo sdo importantes influenciadores do desenvolvimento da ressténcia. Por exemplo, wnforme
Wade (1982), Hollomon (1993) e Schepers (1984b), o ambiente fechado da estufa e o controle

quimico intensvo de S. fuliginea favorecem a sdec@o de isolados resistentes a fungicidas. Uma



grande variabilidade genética dentro da populacdo patogénica pode interferir na adaptabilidade,
tornando necessario estudar a adaptabilidade dos individuos selecionados e verificar a consequiéncia
na ocorréncia daressténcia

Avdiando s a reducéo da sensibilidade a ditalimfés, um organofosforado,
em S fuliginea em cucurbitécess, foi devida a0 decréscimo na senghilidade do fungo a esse
fungicida que vinha sendo usado em escala muito limitada na Grécia, Mdathrakis (1985) néo
conseguiu chegar a uma conclusio sobre o gparecimento de uma populagéo resistente ao fungicida
O autor sugeriu que a amplitude de variacdo em relacdo a sensibilidade a ditdimfés em populagdes
naturais foi muito ampla e estas etirpes com uma sensibilidade reduzida ja estivessem presentes e
subseqlientemente selecionadas pelo produto ou que a sdecdo para ressténcia a ditaimfos se
processava rapidamente. Além disso, a perssténcia de S fuliginea no mesmo nivel de ressténcia
por mais de nove meses nas parcelas em uma area onde a interferéncia de uma populagéo sensivel
deveria ser esperada, provavelmente indicou que estirpes resistentes ndo sdo menos competitivas do
que as sensivels (Maathrakis, 1985).

Esse comportamento entre populagéo sensivel e resistente foi avaiado por
Schepers (1985b). A adaptabilidade de isolados de S. fuliginea resistentes a DMIs (bitertanal,
fenarimol e imazalil) foi comparada a isolados sdvagens. Os fatores de adaptabilidade estudados
foram germinacdo de conidios, crescimento do tubo germinativo e do micédlio, penetracéo,
esporulagéo e habilidade competitiva. Dos dez isolados resi stentes comparados com os sete isolados
selvagens, umaou mais varidveis de adaptabilidade dos isolados resistentes ficaram um pouco abaixo
dos vaores dos isolados selvagens. Porém, dentro do grupo dos isolados resistentes ndo houve

relacdo entre o grau de ressténcia a DMI e o grau de adaptabilidade. Em outro experimento,
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diferengas na adaptabilidade entre isolados resistentes e salvagens néo foram detectadas dentro de
um periodo de trés meses. Em experimento de competicdo, os isolados res stentes mostraram: se téo
competitivos quanto o selvagem. A hipétese de que a ressténcia a DMIs € improvavel de
desenvolver sob condicBes préticas devido ao decréscimo na adaptabilidade das estirpes resistentes
ndo parece servir para S. fuliginea, segundo Schepers (1985h).

Entre as pesquisas de ressténcia, 0 monitoramento € crucid visto que todo
0 conhecimento da distribuicéo e impacto da resisténcia no campo depende dele. No monitoramento
sd0 testadas amostras de populacfes de patdgenos avo retiradas ce determinados locais para
determinar 0 grau de sensibilidade a um ou mais fungicidas (Brent, 1995). Na Augtrdia, a pesquisa
que O'Brien (1994) conduziu fol com o objetivo de verificar a Stuacéo da ressténcia a DMIs e
outros fungicidas em populagdes de S fuliginea de diferentes espécies de cucurbitéceas em vérias
regides. A ressténcia a benzimidazdis foi encontrada em maior freqiiéncia (44 %), seguida pelos
DMIs (39 %), organofosforados (21 %) e hidroxipirimidinas (13 %). Muitas linhagens foram
resstentes a mais de um grupo de fungicidas. Isolados mais resstentes foram mais freglientes em
regides de cultivo de meldo e ocorreram diferencas, também, no espectro da resisténcia conforme o
manejo de cultivo adotado em cadaregido.

Um trabaho de monitoramento da senghilidade a fungicida de S fuliginea
durante epidemias de oidio a campo em abodbora foi realizado por McGrath (1996) nos Estados
Unidos Foram detectados isolados resistentes a benomyl em todas as populagdes antes do uso do
produto. Um Unico isolado resistente a triadimefon detectado antes do tratamento estava proximo a
plantas tratadas com o produto. A proporgdo de isolados resistentes mudou de O para 81 % para

triadimefon e de 30 para 69 % para benomyl, em parcelas tratadas quatro vezes com triadimefon



mais clorotaonil dentro de, gproximadamente, um més no primeiro ano. No segundo ano, a
propor¢éo mudou de 3 para 100 % para triadimefon e de 10 para 44 % para benomyl dentro do
mesmo periodo. O autor constatou que a mudanca ocorreu rapidamente, a proporgéo de isolados
resistentes mudou dentro de duas semanas de 0 para 96 % para triadimefon e de 10 para 74 % para
benomyl apos duas aplicages de triadimefon em um campo comercia. Dos 122 isolados coletados
de abdbora tratada com fungicida, 95 foram resistentes a benomyl e triadimefon.

Num estudo seguinte, isolados resistentes a triadimefon e isolados
resstentes a benomyl foram encontrados em campos comerciais de producdo de cucurbitécess e
parcelas de area experimentd que ndo tinham sido tratados com esses fungicidas em vaios locais
dos Estados Unidos. Os isolados resstentes a triadimefon foram menos sensivels a outros dois
fungicidas triazis ndo registrados para uso em cucurbitéceas nos Estados Unidos (myclobutanil e
propiconazole) quando o estudo foi redizado (McGrath et d., 1996).

A resisténcia pode ser detectada e avdiada de diversas maneiras, onde em
gerd, o reconhecimento de linhagens resistentes de fungos é feito por meio da comparacdo com 0s
dados de linhagens sensiveis. Na literatura, os métodos de monitoramento descritos variam conforme
0 patégeno, o hospedeiro e o fungicida

Na tentativa de padronizar a metodologia, dguns testes sGo apresentados
(Dekker & Georgopoulos, 1982; FAO, 1982.; FRAC, 1991; Hollomon & Butters, 1992). No caso
de oidio de cucurbitaceas ndo existe um método padrdo a ser seguido para testes de ressténcia
Dekker (1982) gpresentou alguns métodos para checar 0 desenvolvimento, medir o nivel e detectar
aumento de ressténcia na populagdo do patdgeno em fase inicid. Sdo elas aplicacdo do fungicidana

parte aérea, aplicacdo viaraiz e utilizacdo de disco foliar. Méodos recomendados para fungicidas
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DMIs sdo encontrados em publicacdo elaborada pelo FRAC (FRAC, 1991), onde os métodos s
apresentados para B. graminis, R secalis, D. teres, Leptosphaeria nodorum, P. herpotrichoides,
P. recondita, U. necator, C. beticola, V. inaequalis, Cercosporidium personatum, P. digitatum,
P.italicume M. fijiensis.

O que = veifica na literatura é que os testes utilizados em trabahos
publicados com S. fuliginea apresentam variagdes conforme os autores. Nas primeiras publicagdes
tem-se 0 registro de tratamento com o produto por aplicagéo via solo (Schroeder & Provvidenti,
1968; Schepers, 1984a; Buchenauer et d., 1984); via imersdo de raizes em s0lugles de fungicida
(Petskos-Panayotarou, 1977) e folhas destacadas (Schroeder & Provvidenti, 1969). Os mais
usados, entretanto, sdo pulverizacéo foliar (Schepers, 1983; Buchenauer et d., 1984; Huggenberger
et a., 1984; McGrath, 1991; Del Pino et d., 1999) e disco foliar (Dekker & Gidlink, 1979;
Schepers, 1984a; Malathrakis, 1985; O’ Brien, 1994; McGrath, 1996; Del Pino et al., 1999).

O método do disco foliar consiste na retirada dos discos de cotilédones de
pléntulas de pepino pulverizadas com fungicida e colocados em &gar-&gua para depois serem
inoculados (McGrath, 1996; McGrath et d, 1996) ou discos foliares preparados da mesma maneira
(O'Brien, 1994) ou retirados da folha e imersos nas concentragBes do fungicida e, gp6s secagem e
inocuacdo, colocados flutuando em &gua (Mdathrakis, 1985), ou discos foliares ou cotiledonares
retirados de plantas néo tratadas e colocados flutuando em solugdo aguosa de fungicida para serem
inoculados (Dekker & Gidink, 1979; Schepers, 1984a; Schepers, 1984b; Schepers, 1984c;
Schepers, 19853).

Na Espanha, trabalho conduzido por Del Fino et d. (1999) com 28

isolados de S fuliginea, foi investigada a sensibilidade a vérios fungicidas utilizando méodosin vivo
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e in vitro. A ressténcia detectada para os fungicidas variou de acordo com o méodo utilizado.

Porém, os autores ndo indicaram qua foi 0 melhor método.
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5MATERIAL E METODOS

Os trabdhos foram redizados nas ingtadagbes do Laboratério de
Microbiologia e Fitopatologia e casas de vegetacdo, da Embrgpa Meilo Ambiente, em Jaguariling,

SP.

5.1 Obtencdo, manutencdo e multiplicacdo de isolados de Sphaerotheca fuliginea

coletados em diferenteslocais

5.1.1 Obtencéo de isolados de Sphaerotheca fuliginea

As amostras de oidio de cucurbitéceas foram coletadas na Bahia, no
Digtrito Federd, em Minas Gerais, no Rio Grande do Sul e em S8o Paulo (Quadro 1). Foram
coletados 56 isolados de 13 locais diferentes, incluindo amostras com e sem histérico de gplicacéo

de fungicida
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Os isolados e S. fuliginea foram obtidos a partir de folhas de abdbora
(Cucurbita pepoL.) e de pepino (Cucumis sativus L.) com sintomas da doenca. Cada amostra foi
condtituida por uma a duas folhas jovens, com col6nias em inicio de infeccéo, coletadas dentro de
uma &rea de 1-2 nt em estufa e a campo. A seguir, as folhas foram colocadas em sacos plésticos
inflados para o transporte (Schepers, 1984a; Huggenberger et d., 1984). Para cadalocal, obteve-se
informagdo a respeito dos fungicidas utilizados, cultura, data de coleta, loca de coleta, tipo de cultivo

e nimero de isolados coletados (Quadro 1).

5.1.2 Preservacao e multiplicacdo dosisolados de Sphaerotheca fuliginea

Imediatamente apds a coleta, quando possivel, as folhas foram selecionadas
de acordo com seu estado de preservacdo e presenca de coldnias discretas esporulando,
visuadizadas sob microscopio estereoscopico. Cada folha foi, entdo, colocada em camara Umida
congtituida por placa de Petri de plagtico (15 cm de didmetro) com dois discos de pape de filtro
edeilizados e umedecidos com &gua dedtilada Para fornecer indculo suficiente visando a
preservacdo e multiplicagdo dos isolados, as folhas foram mantidas, por 24 h, em sda de
crescimento com temperatura de 22+2°C e fotoperiodo de 12 h, fornecido por duas lampadas
fluorescentes, luz do dia (Sylvania - GTE GRO-LUX F20T12/GRO), a uma dtura de,
gproximadamente, 30 cm.

A preservacéo e multiplicaco de indculo foram redlizadas pelo método de
discos de folhas cotiledonares destacados e mantidos em meio de &gar-agua (0,5 %), conforme a

método descrito por McGrath (1996), com dgumas modificagtes.
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Para a obten¢do dos discos, sementes de pepino (hibrido Sefira) foram
semeadas em vasos plagticos (0,5 L) contendo uma mistura de solo com 20 % de esterco bovino,
tratada no coletor solar por um ou dois dias (Ghini, 1998). As plantulas foram mantidas em casa de
vegetagdo livre de contaminacdo com oidio e sem aplicagéo de fungicidas. Aos oito dias de idade
foram retirados discos defolhas cotiledonares (1,2 cm de didmetro) com auxilio de um furador de
rolha. Em laboratério, os discos foram colocados em agar-égua (0,5 %) em placas de Petri de vidro
edterilizadas (9 cm de didmetro) e no mesmo diada coleta foi realizada ainoculacgo dos discos.

Para a preservacdo dos isolados coletados, conidios foram retirados das
coldnias selecionadas das folhas mantidas em cdmara Umida e inoculados nos discos cotiledonares. A
trandferéncia foi feita com o uso de um cilio fixado com cola na extremidade de uma pipeta de
pasteur (McGrath, 1996; McGrath et d., 1996), desinfestado com etanol 70 %. O in6culo foi
depositado no centro da face adaxia do disco. Para cadaisolado foram preparadas duas placas com
oito discos cada. As placas foram mantidas em sala de crescimento conforme as condigdes descritas
anteriormente. A cada 12 dias foram feitas novas transferéncias para a manutencao dos isolados.

Para a multiplicagdo, placas com discos de folhas cotiledonares em agar-
&gua foram preparadas, para fornecer indeculo suficiente para os testes a serem executadosin vitro.
Para cada novo teste, 0 indculo foi preparado a partir do material preservado. Os discos foram
preparados de acordo com a esporulagdo de cada indeculo e a quantidade necess&ria para cada
teste, prevendo a possihilidade de, aproximadamente, 25 % de faha de crescimento. Para as

transferéncias dos inéculos, conidios foram retirados da extremidade das colbnias com,



aproximadamente, 10 dias de idade em melhor estado de purificacdo e esporulacdo. Em gerd, para

ainoculacéo de 100 discos foram preparadas duas placas de multiplicacéo.

5.2 Identificacdo dos isolados de Sphaerotheca fuliginea

Para identificar a espécie de oidio por meio da presenca dos corpos de
fibrosina e producdo de tubos germinativos bifurcados, foi utilizada o método descrito por Khan &
Sharma (1995).

Os conidios foram transferidos, com 0 uso de um cilio, para discos de
folhas cotiledonares de pepino (1,2 cm de didmetro) colocados em agar-é&gua (0,5 %) em placas de
Petri de vidro (9 cm de didmetro). Apds sete dias em sda de crescimento (condiges descritas no
item 5.1.2), os conidios foram transferidos com o uso de um pincel para laminas de vidro limpas,
secas e edterilizadas. Foram preparadas trés |aminas por isolado onde, duas gotas da solugdo aquosa
de KOH (3 %) foram adicionadas aos conidios para visudizar os corpos de fibrosna sob
microscopio optico (40 x e 100 x). Foram examinados 100 conidios em cada l&mina, escolhidos a0
acaso em diferentes campos do microscopio, totaizando 300 conidios/isolado.

Para observar a morfologia do tubo germinaivo, os conidios foram
transferidos de colGnias com sete dias de idade, com 0 uso de um pincd, para |laminas de vidro
colocadas sobre tridngulos de vidro, e mantidas em placas de Petri (9 cm de didametro) contendo, na
base, uma fina camada de &ua detilada e edterilizada e um pedaco de dgoddo, levemente
umedecido em &gua contornando a superficie interior da tampa da placa. As placas foram mantidas

em sda de crescimento (conforme item 5.1.2), gp6s 24 h, os conidios foram examinados ao



microscopio dptico (40 x e 100 x). O mesmo numero de |&minas e conidios foi preparado e

avdiado, totaizando 300 conidios/isolado.

5.3 Comparacdo de métodos para verificar a sengbilidade a fungicidas

Para testar a sensibilidade de S. fuliginea a fungicidas foram comparadas
agumeas variagbes do método do disco foliar.

Discos, de 1,1 cm de didmetro, foram retirados de folhas cotiledonares de
plantulas sadias de pepino (hibrido Safira) com oito dias de idade, cultivadas conforme os
procedimentos descritos no item 5.1.2, com um furador de rolha, colocados em placas de Petri de
vidro (6 cm de didmetro) e tratados com o fungicida tiofanato metilico (férmula comercid) nas
concentragdes de 0; 6,25; 12,5; 25; 50 e 350 mgmL™. Os discos foram preparados da seguinte
forma 1. flutuando em solucéo aguosa do fungicida, gproximadamente, 10 ml por placa (Dekker,
1982); 2. retirados de cotilédones de plantas de pepino (hibrido Sefira) pulverizadas com as
concentragBes do fungicida e, apds secagem (24 h), retirados com furador de rolha e colocados nas
placas contendo &gar-agua (0,5 %) (McGrath, 1996): 3. imersos em solu¢do aquosa do fungicida
(30 min) e, apds secagem (Maathrakis, 1985), colocados nas placas contendo agar-agua (0,5 %).

A inoculac@o dos discos foi feita 24 h gpds os tratamentos pela técnica da
transferéncia de conidios com uso do cilio, nas condigdes de crescimento descritos no item 5.1.2. O
materid foi mantido por 12 dias em sda de crescimento, quando a infecgdo foi avaiada utilizando-se
um microscopio estereoscdpico no aumento 1,6 vezes, para detectar a area foliar colonizada pelo

patdgeno. Os isolados utilizados no teste foram JG1 (sensivel), SAP e TT (resistentes) (Quadro 1).
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O experimento foi conduzido através de deineamento inteiramente
casuaizado, com quatro repeticdes (discos), de acordo com o esquemafatoria 6 x 3 [concentragdes
(6) x metodologias (3)]. Os dados foram submetidos a andise de varidncia e as médias comparadas

pelo teste de Duncan (5 % de probabilidade).

5.4 Sendgbilidade de isolados de Sphaerotheca fuliginea coletados de diferentes locais a

DMIs, benzimidazdis e estrobilurina pelo teste do disco foliar

O méodo de disco foliar flutuando em solugdo aquosa do fungicida
formulado foi adotado para verificar a sengbilidade dos isolados, seguindo a metodologia de Dekker
(1982).

Discos (1,1 cm de didmetro) foram retirados de cotilédones de plantulas
sadias de pepino (Hibrido Safira) com oito dias de idade, com um furador de rolha e colocados, com
0 axilio de uma pinca, flutuando nas solugBes agquosas dos fungicidas (aproximadamente, 10
mL/placa) em placas de Petri de vidro (6 cm de didmetro) com a face adaxid voltada para cima,
assm que foram retirados dos cotilédones.

Para a montagem do ensaio, os isolados foram multiplicados seguindo a
decricdo no item 5.1.2 para serem testados com o0s seguintes fungicidass DMIs fenarimal
(pirimiding) e tebuconazole (triazol) nas concentragdes de O; 0,001; 0,01; 0,1 e 1 ngmL™?; os
benzimidazdis. benomy! e tiofanato metilico nas concentragdes de 0; 6,3; 12,5; 25 e 50 ngmL ™ e do
grupo das estrobilurinas (azoxystrobin) nas concentragoes de 0; 0,001; 0,003; 0,005; 0,01; 0,03;

0,05 0,1; 0,3; 05 e 1 ngmL™. Para cada concentragdo foram utilizados quatro discos. A
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transferéncia dos conidios para os discos foi feita com o uso de um cilio, gpds 24 h do tratamento
dos discos com os fungicidas. O materid foi, entdo, incubado conforme as condigdes descrita no
item 5.1.2. Ap6s 12 dias de incubagdo, determinou-se, em microscopio estereoscopico, a areafoliar
colonizada pelo patégeno nos discos cotiledonares e com a média das repetigBes determinou-se a

CMI dosisolados para cada fungicida. O ensaio foi repetido duas vezes.

55 Teste de sensbilidade de isolados de Sphaerotheca fuliginea a fungicidas

pulverizados em plantas de pepino cultivadas em casa de vegetacéo

Nesse teste, a sengbilidade de S fuliginea foi avaiada em dois ensaios,
cada um repetido duas vezes, para avdiar mudangas na sensibilidade quando submetido a presséo
de selecéo fornecida pela aplicacéo de fungicidas do grupo dos benzimidazdis e DMIs e comparar a
eficiéncia dos fungicidas com resultados de teste in vitro.

Para avdiar o comportamento de S fuliginea submetido a aplicacéo de
fungicida, sementes de pepino (hibrido Sdfira) foram semeadas em vasos (oito litros) mantidos em
casa de vegetacdo contendo uma mistura de terra com 20 % de esterco bovino (tratada no coletor
solar) e adubag@o com 15 g da formula NPK (4-14-8) e 2 g de cacario. Para cada tratamento com
fungicidaforam preparados quatro vasos, com duas plantas cada um. A inoculagdo do patdgeno foi
proporcionada pela dta presso de indculo de oidio, fornecida por folhas de plantas de abdbora,
cultivar Menina Brasileira, severamente atacadas com a doenga, mantidas em vasos sem aplicacéo

de fungicida



55.1 Primero ensaio: avaliacdo da sensbilidade de Sphaerotheca fuliginea a
fungicidas aplicados na dose recomendada em plantas de pepino cultivadas em

casa de vegetacao

Os tratamentos em casa de vegetacdo foram feitos com aplicacdo de &gua
na testemunha e aplicacio das doses recomendadas dos fungicidas. benomyl (70g.100L%Y),
tebuconazole (75ml.100L™") e fenarimol (20ml.100L™) (Agrofit, 2002). No primeiro cultivo do
primeiro ensaio, a primeira aplicacdo dos produtos foi feita aos 27 dias gpds 0 plantio e na segunda,
aos 30 dias. As aplicaghes subseqiientes foram feitas com intervalo de 15 dias entre uma e ouitra,
totdizando quatro gplicacBes. As suspensdes dos fungicidas foram pulverizadas aé o inicio do
escorrimento com o auxilio de um compressor de 2 Kg forga.

As coletas dos isolados das plantas tratadas foi redizada para verificar a
senghilidede aos fungicidas in vitro, com o método de disco foliar (item 5.1.2). Elas foram feitas 24
h antes das aplicagdes dos fungicidas até a quarta aplicacdo e 15 dias apis a quarta aplicacéo dos
fungicidas (75 dias apds a primeira aplicacdo), totalizando cinco coletas. Trés isolados, cada um
obtido de trés folhas jovens de pepino escolhidas aeatoriamente de cada tratamento, foram utilizados
no teste in vitro. Para verificar a sengbilidade desses isolados, os seguintes fungicidas DMIs foram
utilizados, fenarimol e tebuconazole, nas concentragdes de 0; 0,001; 0,01; 0,1 e 1 ngmL™ e
benomy! e tiofanato metilico, nas concentragdes de 0; §3; 12,5; 25 e 50 ngmL™. A infecgio foi
avdiada ap6s 12 dias, utilizando-se um microscopio estereoscopico no aumento 1,6 vezes, para

detectar a&reafoliar colonizada pelo patdgeno.



55.2 Segundo ensaio: avaliacdo da sensibilidade de Sphaerotheca fuliginea a
diferentes concentragdes de fungicidas em plantas de pepino cultivadas em

casa de vegetacao

Nesse ensaio, foram redizadas duas repetices onde plantas de pepino
foram pulverizadas com 0s mesmos tratamentos do primeiro ensaio mais meia dose e o dobro da
dose de cada fungicida: benomyl (35g.100L"; 709.100L™; 1409.100L™), fenarimol (10mL.100L";
20mL.100L""; 40mL.100L™") e tebuconazole (37,5mL.100L™"; 75mL.100L™; 150mL.100L™).

As suspensdes dos fungicidas foram aplicadas aé o inicio do escorrimento
com o auxilio de um compressor de 2 Kg forga Foram redizadas duas pulverizagdes, no primeiro
cultivo aos 25 e 35 dias apds o plantio e no segundo cultivo aos 16 e 30 dias apds a semeadura.

Para a obtencdo e multiplicacdo dos isolados procedeu-se conforme
descrito no item 5.1.2, retirando-se as folhas com sintomas visivels ou ndo da doenca, no momento
das avaliaghes. Para o teste de sensibilidade in vitro ssguit-se 0 mesmo procedimento descrito no
item 5.5.1.

Foram redlizadas duas avaiagbes da doenca através da severidade,
utilizando a escala diagramética gpresentada por Azevedo & Leite (1996) (Figura 1), sete dias apos
cada gplicacdo em todas as folhas de cada planta O delineamento experimenta foi inteiramente
casualizado com quatro repeticdes. Os dados de severidade foram submetidos a andise de variancia

e regressdo quadrética.
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Figura 1. Escada diagramdtica para a determinacdo da severidade do oidio em cucurbitacess,

expressa em porcentagem da &reafoliar atacada.



6 RESULTADOSE DISCUSSAO

6.1 I dentificacdo dos isolados de Sphaerotheca fuliginea

Os conidios dos 56 isolados, recuperados de pepino e abdbora,
gpresentaram germinacéo laterd com tubo germinativo simples ou bifurcado e corpos de fibrosing,
caracteristicos de S. fuliginea (Quadro 2).

ApbGs 24 h, a germinagdo variou de 13 % a 47 %, a formacdo de tubos
germinativos bifurcados de 2,38 % a 9,51 % e a presenca de conidios com corpos de fibrosina de
73 % a 89,67 %. Foi verificado que nem todos os conidios, de cada isolado, apresentaram os
corpos de fibrosina, mas essa observacdo foi comentada por Khan & Sharma (1995) como sendo
norma, desde que uma dta porcentagemde conidios os apresente. Os valores obtidos para essa
caracterigtica foram proximos aos valores gpresentados no trabalho executado pelos autores. No

entanto, comparando a porcentagem de tubo germinativo bifurcado e germinacdo com os valores
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apresentados nesse trabalho, os resultados encontrados foram inferiores. A porcentagem de tubos

germinativos  bifurcados goresentada  por Khan & Shama (1995) foi de



Quadro 2. Porcentagem de germinagéo e presenca de tubo germinativo bifurcado e corpos de

fibrosina em conidios de isolados de Sohaer otheca fuliginea.

Cédigo dos isolados* Cultura Germinacao Tubo germinativo Corposde
conidial (%)** bifurcado (%)** fibrosina (%)**
JG1 Abdbbora 26,00 £ 6,08+ ** 9,2+ 218+ 77,7+8,08**
IP Abdbbora 3A47+751 26+ 240 81,7+ 15,27
SAP Pepino 423+ 252 87+504 87,3+ 8,02
G2 Abdbbora 38,0+ 755 31+336 76,3 + 6,66
TT Pepino 2531451 49+500 88,3+ 351
CB Abdbbora 253+ 757 83+ 1443 743+ 3,79
MM Abdbbora 40,3+ 2,08 42+156 730+ 4,36
B Pepino 41,7+ 289 32+153 793+ 3,79
CP1 Pepino 423+ 351 32+139 85,0+ 7,55
CP2 Pepino 433+153 39+143 85,7+12,34
BL Abdbbora 26,0+ 5,57 95+4,23 87,3+ 13,28
BA Abdbbora 130+ 2,65 24+412 730+ 4,36
RDP Pepino 47,0+ 8,00 35+0,86 89,7+ 551
*Quadro 1.

** Qs valores correspondem a média de 300 conidios analisados em 3 repeti¢des (100 conidios/repeticdo).
***Desvio padréo.

30 % a 70 %. Mas, o intervalo de variacdo na porcentagem de tubos germinativos bifurcados
produzidos pelos conidios de S fuliginea pode ser de 5 a 60 %, segundo Ballantyne, citado por
Khan & Sharma (1995), sendo o comum entre 3 a5 %. Nesse caso, 0s resultados obtidos estdo de
acordo com os relatados para a espécie. Quanto a porcentagemde germinacdo, Khan & Sharma
(1995) apresentam valores acima de 60 %, enquanto que nesse trabalho ndo foi acancado valor de
50 % de germinacéo. Segundo Stadnik et d. (2001), para a germinagdo dos conidios de S. fulinigea
€ preciso manté-los em cmara escura. Como esse critério néo foi levado em congderacdo, tavez
tenha influenciado na germinagéo e na formagéo de tubos germinativos bifurcados. Nos trabalhos
conduzidos por Khan & Sharma (1995) e Cohen et al. (2000) para verificar a germinacdo dos
conidios de S. fuliginea ndo € mencionado o regime de luz.

As caracterigdicas anamorficas utilizadas para identificar o patdgeno como: presenca ou

auséncia de corpos de fibrosina e forma do tubo germinativo estéo entre os critérios aceitavels para



diferenciar S. fuliginea de Erysiphe cichoracearum, espécie mais comumente associada e
confundida com a primeira (Khan & Sharma, 1995). O patdgeno E. cichoracearum néo apresenta
essas caracterigticas, dém de outras diferencas. Segundo Sitterly (1978), S fuliginea € o agente
causad de oidio de cucurbitaceas predominante, quando n&o a Unica espécie em muitos paises. Na
AméricaLatina, onde aforma perfeita é rara ou mesmo ndo ocorre, existe umamenor tendéncia para
digtinguir o agente causal entre as duas espécies, embora em trabalhos mais recentes tenha sdo
encontrado S fuliginea em cucurbitéceas (Stadnik et d., 2001). No Brasl, esse patdgeno foi
identificado en meléo (Reifschneider et a., 1985) e em melancia, nas condigdes do Vae do Séo
Francisco (Dias et al.,1999).

O agente causa de oidio, das amostras coletadas, revelou caracteristicas
morfologicas relacionadas a Sphaerotheca fuliginea. Com esse resultado, o fungo foi encontrado
em locais na Bahia, Didrito Federd,, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e S50 Paulo, ndo sendo

encontrada nenhuma amostrade E. cichoracearum.

6.2. Compar agdo de métodos para verificar a sensibilidade a fungicidas

Nas condigdes utilizadas para o experimento, néo foi possivel diferenciar os
métodos testados quando utilizado o isolado sensivel (JG1) (Figura 2), enquanto que houve diferenca
edtati gticamente signigicativa entre os métodos quando utilizados os isolados resistentes (SAP e TT),

onde o método 1 diferiu dos demais (Figuras 3 e 4).
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Figura 2. Crescimento do isolado JG1 de Sphaerotheca fuliginea em discos cotiledonares tratados
com diferentes concentragdes de tiofanato metilico em trés variagdes do método do disco
foliar: imersos em solugdo aguosa do fungicida, retirados de plantas de pepino
pulverizadas com o fungicida e flutuando em solugdo aguosa do fungicida Médias

Seguidas por letras distintas diferem entre 5 (Duncan 5 %).
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Figura 3. Crescimento do isolado SAP de Sphaer otheca fuliginea em discos cotiledonares tratados
com diferentes concentragdes de tiofanato metilico em trés variagbes do méodo do disco
foliar: imersos em solucdo aguosa do fungicida, retirados de plantas de pepino
pulverizadas com o fungicida e flutuando em solugdo aquosa do fungicida Médias

seguidas por |etras distintas diferem entre s (Duncan 5 %).
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Figura 4. Crescimento do isolado TT de Sphaerotheca fuliginea em discos cotiledonares tratados
com diferentes concentragtes de tiofanato metilico em trés variagbes do méodo do disco
foliar: imersos em solugdo aguosa do fungicida, retirados de plantas de pepino
pulverizadas com o fungicida e flutuando em solugdo aguosa do fungicida Médias

Seguidas por |etras distintas diferem entre 5 (Duncan 5 %).

Embora houve uma diferenca do método 1 em relacéo aos méodos 2 e 3,
através desses métodos foi possivel demonstrar a sensibilidade dos isolados JG1 (sensivel) SAP e
TT (redgentes) para o fungicida tiofanato metilico. O isolado JG1 (Figura 1) cresceu apenas na
testemunha nos trés métodos, enquanto que os isolados recuperados de cultivo comercia, SAP
(Figura2) e TT (Figura 3), desenvolveram-se em todas as concentragbes. Namais alta, 350 ngmL”
! 0 isolado SAP apresentou infecgdo de 16,25 % no méodo 1; 32,5 % no méodo 2 e 36,25 % no
método 3 (Figura 2). O isolado TT apresentou infecgdo de 4 % no método 1; 57,5 % no método 2 e
51,25 % no méodo 3 (Figura 3). Andisando o Quadro 1, verifica-se que constam aplicagbes com

fungicidas benzimidazdis nesses isolados, judificando, de ceto modo, o desenvolvimento nas
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concentragdes testadas. Conforme Georgopoulos (1982) e Spading (1982) € comum a ocorréncia
de RCPC entre os fungicidas desse grupo quimico.

Foi observado menor porcentagem de infeccdo no método 1 (Figuras 2 e
3) nos resultados dos isolados SAP e TT. Nesse método o disco cotiledonar flutuou na solucéo
fungicida e, provavelmente, a concentracdo do ingrediente ativo permaneceu a mesma enquanto os
discos estiveram em contato com o produto. Desse modo, pode apresentar uma maior interferéncia
no desenvolvimento do patégeno em relacdo aos outros métodos por promover uma maior pressio
de selecdo do fungicida. No méodo onde o disco foi retirado de cotilédones pulverizados com os
fungicidas (2) e onde o disco foi imerso na solugdo fungicida e depois de seco e inoculado (3),
provavemente, com a respiracdo norma do materiad vegetal ocorreu uma degradacéo da
concentragdo do produto aplicado no disco pois, em ambos os casos, os discos foram colocados em
agar-&gua e permaneceram verdes durante os 12 dias.

O méodo 1 ndo gpresentou restricdo a0 desenvolvimento do patdgeno
para o fungicida benzimidazol testado até a dose mais dta, 350 ngmL ™. Porém, quando utilizado
para fungicidas DMIs, a utilizagio de concentracdes maiores que 1 ngmL™ para fenaimol e
tebuconazole ndo é recomendado, pois, em testes preliminares, concentragBes acima desse valor
causaram deterioracdo do disco foliar, que amarelecem em doais dias, tornando-se invidvels para o
crescimento do patogeno.

As concentragdes a serem utilizadas com 0 méodo 1, em gerd, sfo
menores do que as utilizadas com os outros méodos, no caso de fungicidas DMIs, mas tem-se a
concentragdo minima inibitoria (CMI) red de cada fungicida O méodo 2, onde rediza-se a

pulverizacdo das plantas para posterior retirada dos cotilédones, assemelha-se a0 que acontece na



prética e é utilizado por aguns autores como teste de sensibilidade aos fungicidas (Schepers, 1983;
Buchenauer et d., 1984; Huggenberger et a., 1984; McGrath, 1991; Del Pino et a., 1999).

O teste em que € utilizado disco foliar ou cotiledonar € considerado
apropriado para avaliacéo de populagdes de uma regido ou &rea de estudo, pode detectar mudancas
gonificatives na sengbilidade, permite previses precisas do potencid de desenvolvimento de
ressténcia, € eficiente na utilizagdo de espaco, méao-de-obra, materid e utensilios, é reaivamente
rgpido, requer uma estrutura simples, € gpropriado para fungicidas sstémicos e loco-Sstémicos
(Skidmore & Scheinpflug, 1991).

Uma das dificuldades observadas foi a padronizacéo da quantidade de
inéculo. No trabalho conduzido por McGrath (1996) e McGrath et a. (1996) € descrito que na
inoculagéo é feita a transferéncia de trés a cinco cadeias conidiais (15 a 25 conidios) de cadaisolado
para o centro de cada disco foliar. O que néo foi possivel quantificar nesse experimento. Ainda,
Erickson & Wilcox (1997) descrevem ainoculacdo de U. necator com atransferéncia de uma tnica
cadeia (20 a 30 conidios) removida de coldnia sob um microscopio de dissecagdo com 0 uso de um
péo de camdo fixado em uma pipeta de vidro e trandferida para um disco foliar em outro

microscopio de dissecacio.

6.3 Sensibilidade de isolados de Sphaerotheca fuliginea, coletados de diferenteslocais, a

DMIs, benzimidazdis e estrobilurina pelo teste do disco foliar



Os isolados coletados apresentaram variagdes de senshilidade aos
fungicidas testados. Essa variacdo esta representada pela CMI nos Quadros 3, 4, 5 6 e 7 para
fenarimol, tebuconazole, benomyl, tiofanato metilico e azoxystrobin, respectivamente.

Quadro 3. Concentracdo minima inibitéria (CMI) a fenarimol de isolados de Sphaerotheca

fuliginea obtidos de diferentes locais de cultivo.

Cadigo dos isolados* Concentragdo minimainibitéria (CMI)
(Mgl

‘Bl**
IP
JG2 0,01
T
CB
MM 0,1
BL
EF
CP1 01-10
CP2
BA 1,0
RDP
SAP 1,0->10

*Quadro 1
**| splado considerado como padr&o de sensibilidade a fungicidas.

Quadro 4. Concentracdo minima inibitéria (CMI) a tebuconazole de isolados de Sphaerotheca

fuliginea obtidos de diferentes locais de cultivo.

Caodigo dos isolados* Concentracdo minimaiinibitéria (CMI)
(mgmL™)

‘Bl**
IP

JG2 0,1
T

CB

SAP
MM



EF
CP1 1,0
CP2

BL

BA
RDP

*Quadro 1
**| splado considerado como padr&o de sensibilidade a fungicidas.

Quadro 5. Concentragdo minima inibitéria (CMI) a benomyl de isolados de Sphaerotheca fuliginea

obtidos de diferentes locais de cultivo.

Codigo dosisolados* Concentragdo minimainibitéria (CMI)
(mgmL™)
JG1** 6,25
CB
EF
CP2 12,5
BL
RDP
MM 25,0
BA
CP1 50,0
P
SAP > 50,0
JG2
T

*Quadro 1.
**| splado considerado como padréo de sensibilidade a fungicidas.

Quadro 6. Concentracdo minima inibitéria (CMI) a tiofanato metilico de isolados de Sphaerotheca

fuliginea obtidos de diferentes locais de cultivo.

Caodigo dos isolados* Concentracdo minimaiinibitéria (CMI)
(mymL™)
JG1** 6,25
CB
CP2
BL 25,0
RDP

MM 50,0




IP
SAP
JG2
1T > 50,0
EF
CP1
BA

*Quadro 1.
**| solado considerado como padréo de sensibilidade a fungicidas.

Quadro 7. Concentracdo minima inibitoria (CMI) a azoxystrobin de isolados de Sphaerotheca

fuliginea obtidos de diferentes locais de cultivo.

Codigo dos isolados* Concentragdo minimainibitéria (CMI)
(mgmL™)

JGI** 0,005

SAP

JG2 0,010
CB

EF

IP
T
MM
CP1 0,030
CP2
BL
RDP

BA 0,300

*Quadro 1.
**|solado considerado como padréo de sensibilidade afungicidas.

A sengbilidade a fungicidas gpresentada pelo isolado JG1 foi consderada
padréo para as comparagOes. Os valores de CMI, para os outros isolados testados, foram
superiores aos valores para esse isolado. Em trabalho conduzido por Schepers (1983), o isolado
usado como referéncia foi mantido em laboratdrio por mais de dez anos, sem contaeto algum com

quaquer fungicida. Enquanto que, para esse estudo, usou-se um isolado retirado de
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plantas de pepino, mantidas em casa de vegetacéo fechada e isolada, infectadas pelo patdgeno por
inoculacdo naturdl.

Na avaliacéo verificonrse que a CMI para o isolado JG1 foi de 0,01
mgmL ™ para fenarimol; 0,1 ngmL™ para tebuconazole; 6,25 ngmL ™ para os benzimidazois €0,005
mgmL™ para azoxystrobin. De acordo com os resultados obtidos da CMI, foi possivel separar os
isolados em grupos.

No teste com fenarimol (Quadro 3), os isolados recuperados de cultivos
comerciais como IP, JG2, TT e CB apresentaram CMI idéntica a JG1, resultado que se repetiu no
teste com tebuconazole (Quadro 4), pois, provinham de culturas que ndo receberam gplicacéo de
DMIs. Os isolados MM, CP2 e RDP (Quadro 1) também ndo apresentaram informagéo a respeito
de aplicagcdo com esses fungicidas. No entanto, a CMI aos DMIs foi maior do que a CMI do
isolado JG1(Quadros 3 e 4).

Ao passo que, todos os isolados que receberam aplicagdo com DMIs
(SAP, EF, CP1, BL e BA) (Quadro 1) apresentaram, como esperado, CMI maior do que a do
isolado JG1 para os dois fungicidas (Quadros 3 e 4), sendo diferente entre eles para fenarimol e
idéntica para tebuconazole.

Na avdiacd do teste com o fungicida fenarimol, os isolados foram
separados em cinco grupos. Aqueles considerados menos sensivels foram SAP, BA e RDP que
apresentaram CMI 3 100 vezes a do isolado JG1. Mesmo néo havendo informagdo sobre aplicacdo
de fungicida para RDP, esse solado esta presente no grupo de menor sensibilidade aos dois

fungicidas DMIs. Ao contrério, aplicagbes com DMIs foram feitas para SAP e BA (Quadro 1).



Com relagéo ao fungicida tebuconazole, gpenas dois grupos foram
formados, o dos sensiveis, composto pelos mesmos isolados do teste com fenarimol e o dos menos
sensive's, 0s demais isolados com CMI dez vezes maior que a do isolado JG1.

No teste com os fungicidas benzimidazdis, foram formados cinco e quatro
grupos para benomyl e tiofanato metilico, respectivamente. O grupo dos isolados sensiveis foi 0
mesmo para os dois fungicidas desse grupo quimico, condituido pelos isolados JG1 e CB.
Comparando esse com o grupo dos DMIs, houve uma diferenca que deu indicio de que a
sengbilidade a benzimidazois foi mais restrita para os isolados testados.

Os isolados menos sensivels, com CMI 3 oito vezes maior que a CMI do
isolado JG1, foram: IP, SAP, JG2, TT e CP1 (Quadro 5).

O ndmero de grupos diminuiu para tiofanato metilico. Nos extremaos de
sensibilidade, o grupo dos ®nsiveis, idéntico ao resultado com benomyl, e 0 grupo dos menos
sensiveis com CMI 3 oito vezes maior que do isolado JG1, que foi composto pelos isolados: IP,
SAP, JG2, TT, MM, EF, CP1, e BA (Quadro 6).

Osisolados com CMI diferente do isolado JG1 recuperados de locais onde
foram gplicados fungicidas benzimidazois foram: IP, SAP, TT e CP2. Com excegdo desse Ultimo, 0s
demais est@0 no grupo dos isolados menos sensivel's para os dois fungicidas benzimidazois. Enquanto
os isolados recuperados de locais onde n&o foram aplicados fungicidas benzimidazdis, mas com CMI
diferente do isolado JG1, foram: JG2, MM, EF, CP1, BA e RDP.

Em aguns casos, observou-se que isolados obtidos do mesmo loca néo

apresentaram a mesma CMI. Por exemplo, os isolados SAP, EF, CP1 e CP2 mostraram CMI
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diferente quando testados com fenarimol, apesar das repodtas terem sido uniformes nos testes com
os outros fungicidas.

No teste com o fungicida azoxystrobin, diferente dos resultados com DMIs
e benzimidazéis, todos os isolados mostraram CMI naior que a do isolado JG1 (Quadro 7),
inclusive aqueles que ndo receberam aplicacdo do produto. O isolado menos sensivel foi BA com
CMI de 0,3 ngmL ™, enquanto que a maioria apresentou CM|1 de 0,03 ngmL ™, inclusive CP1 que
recebeu gplicacdo com o fungicida.

Comparando a sensibilidade entre os grupos quimicos, os isolados menos
sengiveis a DMIs foram: SAP, BA e RDP; a benzimidazéis foram: IP, SAP, JG2, TT eCPl e a
azoxystrobin foi BA. De todos os isolados testados, SAP foi considerado o menos sensivel e CB
sensivel a DMIs e benzimidazdis. Nenhum isolado gpresentou a sengbilidade de JG1 a azoxystrobin.

Analisando os resultados, podem ser feitas as seguintes constatagoes. alguns
isolados de cultivos comerciais gpresentaram CMI iguad ao isolado padréo (JG1), com excegdo do
teste com azoxystrobin; alguns isolados, que ndo foram submetidos a produtos com 0 mesmo modo
de acdo do fungicida testado, apresentaram CMI maior do que a do isolado padréo (JG1); aguns
isolados com CMI diferente para fenarimol foram obtidos no mesmo loca; 0 mesmo grupo de
isolados foi sensivel aos fungicidas com mesmo modo de acdo dos DMIs e benzimidazdis; os grupos
de sensibilidade formados néo foram os mesmos para os diferentes grupos quimicos de fungicidas,
foi possive obter isolados com diferenca de sensibilidade para os fungicidas com mesmo modo de
acao; 0 grupo de isolados sensiveis foi menor para azoxystrobin, seguido dos benzimidazdis e ndo foi

possivel relacionar grupos de sensibilidade com tipo de cultivo (campo x protegido).



O fato de isolados de cultivos comerciais terem gpresentado a mesma CMI
do isolado padréo ou CMI maior, mesmo néo recebendo aplicacéo de compostos do mesmo grupo
quimico dos fungicidas testados, pode ser conseqiiéncia do historico de aplicacles redizadas, da
sequiéncia de produtos utilizados, da presséo de salegdo, do tipo de manegjo, das técnicas culturais e
da adaptabilidade dos isolados.

No estudo conduzido por O'Brien (1994), onde foram andisadas
populacdes de S. fuliginea de diferentes regides de producéo de cucurbitaceas na Austrdia, houve
diferenca entre os isolados conforme a utilizacdo de fungicida, constatando que quanto menor essa
utilizagdo, ou a presséo de selecdo, menor a freqiiéncia de popul agdes res stentes.

Além disso, a pressdo de selecéo é intensficada, principamente, em éreas
confinadas como estufas e locais para tratamento de pos-colheita de frutas. Pois, a cobertura
eficiente e completa é facilmente a cangcada e a competicao entre isolados resistentes e sensivels, que
néo foram diminados pelo tratamento quimico ndo ocorre téo facilmente quanto no campo (Wade,
1982). Conforme Hollomon et d. (1990), qualquer perda de adaptabilidade associada aresisténcia é
menos sgnificativa em cultivo protegido, uma vez que o ambiente fechado exclui em grande parte
isolados mais sensivels e adaptados. Em gerd, segundo Wade (1982), quanto mais eficiente for a
aplicacdo, maior sera a pressdo de selecdo exercida sobre a populacdo do patégeno, principa mente
Se somente um tipo de fungicida estiver sendo usado. E se o locd for um ambiente fechado, maior a
vantagem de isolados resistentes sobre os sensiveis. No entanto, com os dados coletados néo foi
possivel verificar esse aspecto, a ndo ser relatar a observacdo que o isolado menos sensivel (SAP)
foi coletado de estufa comercid de pepino e o isolado sensivel (CB) de campo comercid de

abobora.
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A ocorréncia de um isolado menos sensivel e um sensivel aos fungicidas
DMIs e benzimidazéis, pode, em parte, ser explicado aravés das informagfes coletadas. No caso
de SAP, o menos sensivel, que foi recuperado de estufas comerciais de pepino, a pulverizacéo foi
semand com fungicidas DMIs, benzimidazéis e um organofosforado intercaados (Quadro 1). Os
fungicidas DMIs e benzimidazéis testados em laboratdrio foram os mesmos aplicados na cultura
Além diso, a época da coleta do isolado foi quase no find do ciclo da cultura, favorecendo uma
adaptabilidade da populacdo. Enquanto que o isolado sensivel a DMIs e benzimidazdis, CB, foi
coletado do campo, no inicio do cultivo e recebeu aplicaco esporadica de cymoxanil (Nobre,
2000)*, que n&o é registrado para controlar oidio em cucurbitéceas (Agrofit, 2002).

Mesmo para a fdha de controle de oidio, isto €, quando os produtos néo
estéo sendo eficientes, ndo foram coletados dados para comparar com a sensibilidade encontrada
No entanto, pode-se sugerir que, apesar das diferencas encontradas, a presenca de isolados
res stentes aos fungicidas ndo implica, necessariamente, em problemas com a eficiéncia dos produtos.
Conforme Delp & Dekker (1985), quando o nivel de resisténcia é relaivamente moderado e/ou a
freqUiéncia de resisténcia € baixa, a aplicacdo do fungicida pode ainda fornecer controle satisfatorio.
Ainda, segundo Huggenberger et a. (1984), areducdo da sensibilidade pode ndo conduzir a reducéo
da eficacia dos produtos no campo, quando aplicados nas doses recomendadas para o controle de
oidio.

Mas, controle insatisfatorio a campo ja foi constatado para aguns dos
fungicidas utilizados nesse estudo, ou com mesmo modo de acdo, para S fuliginea. O que levaa

reforcar a necessidade de investigagOes a esse respeito. Schepers (1983) concluiu que 0 uso de

% Nobre, S.A.M. (Universidade Federal de Vigosa) Comunicag&o pessoal, 2000.
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DMIs resultou em selec@o de isolados de S fuliginea com decréscimo da sensibilidade que pode
implicar em perda parcia ou tota da eficiéncia dos produtos. Apesar do processo ser mais lento do
gue para os benzimidazdis, 0 surgimento de resisténcia a campo para DMIs jafoi relatado para S.
fuliginea (Hollomon et d., 1990). Para o fungicida benomyl (Schroeder & Provvidenti, 1969), o
caso foi mais rgpido e o uso em cultivos comerciais ndo € mais aconselhado nos Estados Unidos da
Ameérica desde 1980 (McGrath, 1999).

Genes de ressténcia a DMIs, que garantem a sobrevivéncia na presenca
dos fungicidas, podem ter dgum custo de adaptabilidade na auséncia dos mesmos. Como nos
trabalhos conduzidos por Buchenauer et d. (1984), Henry & Trivellas (1989) e Hollomon (1978), a
habilidade de competicdo e a adaptabilidade de isolados resstentes a DMIs foram inferiores a dos
isolados sensivels, dém de produzirem menos conidios do que os sensiveis. Ou nenhuma associacdo
entre adaptabilidade e resisténcia como nos trabahos de Peever & Milgroom (1994) e Schepers
(1985b), onde a hipbtese de que aresisténcia a DMIs é improvave de desenvolver sob condigdes
préticas devido ao decréscimo na adaptabilidade das estirpes resistentes ndo parece servir para S.
fuliginea e a outros patdgencs.

Para esse estudo, tavez a adaptabilidade possa ser a explicagdo dos
resultados onde isolados obtiveram CMI maior do que a do isolado JG1 e ndo receberam
pulverizagbes com fungicides DMIs elou benzimidazéis. Estudos de casos no Brasl néo sfo
encontrados para esse patdgeno, até o momento.

Esperava-se, e foi confirmado, a identificaco de isolados menos sensiveis
didtintos para cada grupo quimico, aformagéo de grupos de sensibilidade diferentes para cada grupo

quimico e a presenca de isolados sensiveis menor para 0 grupo dos benzimidazdis. 1sso em



decorréncia do modo de acdo desses grupos quimicos serem completamente diferentes (Kdller,
1988; Kdller & Wuben, 1989; Davidse, 1982).

Porém, nenhum isolado apresentou a mesma CMI do isolado JG1 no teste
com azoxystrobin, levando a crer que uma mudanca de sensibilidade j& est ocorrendo.

A RCPC e o FR podem explicar a ocorrénciado mesmo grupo de isolados
sengivels para os fungicidas do mesmo grupo quimico, presenca de isolados menos sensiveis a um
fungicida também ao outro do mesmo grupo quimico e a diferenca de CMIs para os fungicidas do
mesmo grupo quimico. A RCPC foi confirmeda para os DMIs (Buchenauer et d., 1984; Kdller &
Scheinpflug, 1987; Leroux, 1992; Hollomon, 1993). Mas, nos trabahos de Kendall & Hollomon
(1990), Kenddll et d. (1993) e Erickson & Wilcox (1997) a RCPC foi parcid para os DMIs. Os
dados apresentados brtaecem a ocorréncia de RC parcid entre fenarimol e tebuconazole que
devem ser melhor estudados para uma conclusio mais precisa.

A presenca de CMI diferente para fenarimol para isolados do mesmo local
de cultivo pode ser em decorréncia da mudanca gradual da sensibilidade a DMIs, observada
inclusve em oidios, onde a heranca genética € apontada como sendo quantitetiva, isto € com a
interferéncia de véios genes (Kdller & Scheinpflug, 1987). Ou ainda, ese efeito pode estar
relacionado a0 modo de acdo dos fungicidas, j& que aguns DMIs podem inibir outros sitios na
sintese de esterdis Koller & Wubben, 1989). A diferenca encontrada para os benzimidazéis foi
comentada por Keinath (1998). No trabaho, foram constatados isolados de Didymella bryoniae
resistentes e sensivels a benomyl que apresentaram resisténcia a tiofanato metilico, sendo esse Ultimo
sempre menos inibitério do que o primero. Keinath (1998) sugere a possibilidade do deo que

confere ressténcia ao tiofanato metilico ndo sgja o mesmo ddo que confere ressténcia a benomyl.



As concentragOes utilizadas dos fungicidas foram escol hidas de acordo com
a dose de aplicacdo indicada para cada produto (Agrofit, 2002) e um teste preliminar com aguns
isolados. No caso de fenarimol, a dose recomendada para cucurbitéceas corresponde a 0,024
mymL™ e tebuconazole a 0,15 ngmL™, nesses casos optou-se por concentragdes até 1 mgmlL ™.
Em doses maiores houve deterioracdo do disco antes do crescimento do patdgeno. Para benomyl,
cuja dose recomendada corresponde a 350 ngmL™ e tiofanato metilico a450 ngml ™, verificou-se
que a maioria dos isolados apresentou pouco desenvolvimento acima de 50 ngmL ™. O fungicida
azoxystrobin néo é registrado para o controle de oidio em cucurbitaceas (Agrofit, 2002), por iso,
testou-se uma amplitude maior de concentragOes.

A ressténciade S fuliginea afungicidasfoi identificada pela concentracéo,
como nos testes conduzidos por McGrath (1991) e McGrath et d. (1996), onde, a reducéo da
sengbilidade a triadimefon a campo foi associada a ressténcia. O par@metro usado nesses trabalhos
foi 0 desenvolvimento em discos de folhas pulverizados com 50 ngmL™ do fungicida Ainda,
conforme McGrath & Staniszewska (1994), isolados resstentes a benomyl foram capazes de
crescer a 200 ngmL ™, enquanto que os sensiveis no. Para os isolados sensiveis a triadimefon e
propiconazole, a concentragio mais dtafoi de 0,1 ngmL™. O’ Brien (1994) determinou aresisténcia
para pyrazofas, triadimefon, benomyl e bupirimate com crescimento nas concentragdes de 30 ng.mL”
! parao primeiro e 50 mgmL™ para os demais, também pelo méodo do disco foliar pulverizado.

Com a CMI do isolado padréo (JG1), pode-seidentificar osisolados SAP,
EF, CP1, CP2, BA e RDP com resisténcia a fenarimol e mais MM e BL para tebuconazole. E os

isolados IP, SAP, JG2, TT e CP1 com ressténcia a benomyl e mais MM, EF, e BA para tiofanato



metilico e o isolado BA com resigéncia a azoxystrobin, nas condicbes em que os testes foram

realizados.

6.4 Teste de sensibilidade de isolados de Sphaerotheca fuliginea a fungicidas

pulverizados em plantas de pepino cultivadas em casa de vegetacéo

6.4.1 Primero ensaio: avaliacdo da sensbilidade de Sphaerotheca fuliginea a
fungicidas aplicados na dose recomendada em plantas de pepino cultivadasem

casa de vegetacao

As CMIs encontradas para os isolados testados com DMI s apresentaram
valores maiores do que o esperado (Quadro 8), principamente quando testados com tebuconazole.
No entanto, as CMIs encontradas n&o refletiram problemas com a eficiéncia dos produtos. Enquanto
que, as CMIs para os benzimidazdis foram dtas (Quadro 9) e foi possivel associar com aiineficiéncia

de controle de oidio com o fungicida benomyl.



Quadro 8. Concentragd minima inibitéria (CMI) dos isolados de Sphaerotheca fuliginea
recuperados de plantas de pepino tratadas em casa de vegetacdo no fina de dois
cultivos e testados pelo método do disco foliar em suspensdo com os fungicidas DMIs

(primeiro ensaio).

Tratamentosem Concentraggo minimainibitoria (CM1) final (mgmlL™)
casa de vegetacdo Fungicidas utilizados no teste do disco foliar in vitro

de ondeforam Fenarimol Tebuconazole

recuperados 0s

isolados 1" Cultivo 2" Cultivo 1" Cultivo 2" Cultivo

Testemunha 0,01 0,1 0,1 1,0
Fenarimol 0,10 0,1 1,0 1,0
Benomyl 0,01 1,0 0,1 1,0

Quadro 9. Concentracdo minima inibitéria (CMI) de isolados de Sphaerotheca fuliginea
recuperados de plantas de pepino tratadas em casa de vegetacdo no finad de dois
cultivos e testados pdo méodo do disco foliar em suspensdo com os fungicidas

benzimidazdis (primeiro ensao).

Tratamentosem Concentragio minima inibitoria (CM1) find (ngml™)
casa de vegetacdo Fungicidas utilizados no teste do disco foliar in vitro

de onde foram Benomyl Tiofanato metilico

recuperados os

isolados 1" Cultivo 2" Cultivo 1" Cultivo 2" Cultivo

Tesemunha 12,5 12,5 25,0 25,0
Fenarimol 25,0 25,0 25,0 50,0
Benomyl 25,0 50,0 25,0 50,0

Nas plantas pulverizadas com benomyl em casa de vegetacéo, verificou-se
gue o fungicida ndo controlou a doenca. Nos tratamentos com fenarimol e tebuconazole houve

controle da doenca.
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No teste com disco foliar tratado com fenarimol, os isolados recuperados
da testemunha apresentaram CMI fina de 0,01 mgmL™ e 0,1 ngmL ™ no primeiro e segundo cultivo,
respectivamente (Quadro 8). No teste com tebuconazole, para esses isolados a CMI fina do
primeiro cultivo foi de 0,1 ngmL™ e de 1 ngmL™ para o segundo (Quadro 8). Os resultados da
CMI fina para benomy! e tiofanato metilico foram os mesmos nos dois cultivos, sendo 12,5 ngmL™
e 25 mgmL™, respectivamente (Quadro 9).

Os isolados recuperados de plantas tratadas com fenarimol e testados com
DMIs e benomyl apresentaram amesma CMI fina nos dois cultivos, sendo 0,1 ngmL™ para o teste
in vitro com fenarimol, 1 ngmL™ no teste com tebuconazole (Quadro 8) e 25 ng.mL ™ no teste com
benomyl (Quadro 9). A ateracdo ocorreu com tiofanato metilico, onde a CMI find foi de 25 ngmlL”
! no primeiro e 50 ngmL ™ no segundo cultivo (Quadro 9).

Com os isolados recuperados de plantas tratadas com benomyl, houve
diferenca entre dteracdo da CMI find com os DMIs e benzimidazdis. No teste in vitro com
fenarimol a CMI find foi de 0,0lngmL™ e 1 ngmL ™ e com tebuconazole, foi de 0,1 ngmL* e 1
mgmL™ no primeiro e segundo cultivo, respectivamente (Quadro 8). O resultado obtido com os
fungicidas benzimidazdis foi idéntico nas duas avaiagbes (Quadro 9). A CMI find foi de 25 ngmL™
e 50 mgmL™ no primeiro e segundo cultivo, respectivamente.

Fazendo-se uma comparacdo entre os resultados do isolado considerado
padréo de sengbilidade JG1 (utilizado no item 6.3) com os resultados dos isolados recuperados de
plantas da testemunha e testados com DM s, a dteracdo da sensibilidade no segundo cultivo néo era

esperada, ja que o patdgeno ndo sofreu pressdo dos fungicidas (Quadro 8). Mesmo a CMI find dos



isolados obtidos das plantas da testemunha e testados com 0s benzimidazéis, a CMI find foi mais
alta (Quadro 9) em relacéo ao isolado JG1 (Quadros 5 e 6).

Supde-se que pode ter ocorrido contaminagdo dos utensilios com isolados
recuperados dos tratamentos com fungicidas, ou a mistura de isolados de diferentes tratamentos, pois
as plantas foram mantidas em casa de vegetacdo com ventilagdo artificial; ou a presenca de isolados
com nivels de sendbilidade diferentes na populacdo testada. No caso dos benzimidazéis, a
sengbilidade dos isolados j& poderia estar aterada para benomyl e tiofanato metilico. Esses fatos,
porém, ndo foram investigados.

Outro resultado que ndo foi possivel observar est relacionado com os
isolados recuperados e testados in vitro com o mesmo fungicida da pulverizacdo das plantas,
quando esperava-se que gpresentassem CMI find maior que os isolados ndo submetidos a presséo
de sdecdo. Os dados parecem refletir uma diversdade de sensibilidade, ndo importando tanto, a
pulverizacgo do tratamento.

Apesar dos fungicidas tebuconazole e fenarimol serem do mesmo grupo
quimico, os resultados foram diferentes. Para o fungicida tebuconazole, as CMIs obtidas foram
maiores do que as obtidas para fenarimol. Sendo que, dos isolados testados nenhum procedeu das
plantas tratadas com tebuconazole. Em relagd aos benzimidazdis, os vaores de CMI mais dtos
foram obtidos para tiofanato metilico, mesmo nd fazendo parte do tratamento em casa de
vegetacdn. Essas observaches também foram feitas para os isolados testados no item 6.3. Mas,
como nesse ensaio a infecgdo do indeulo foi proveniente de plantas instaadas dentro da casa de

vegetacdo e infectadas pelo ar, pode ser que o indculo j& apresentasse dteracdo da sensibilidade,
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sendo proveniente de locas de aplicacdo de fungicidas. Outra possbilidade, mencionada
anteriormente, € ainterferéncia dos isolados do préprio ensaio.

A observacdo feita com relacdo a RCPC entre fenarimol e tebuconazole e
benomy! e tiofanato metilico & novamente reforgada com esses dados conforme foi discutido no item
6.3.

Os resultados observados nesse ensaio comprovam a falha no controle de
oidio de cucurbitaceas com os fungicidas benomyl e tiofanato metilico, pela facilidede de infeccéo
pos-tratamento e a senshilidade reduzida, diferente do isolado considerado como padrdo de
sensbilidade (JG1) (Quadros 5 e 6).

Porém, no caso dos fungicidas DMIs, pelo fato de ter havido o controle da
doenca em casa de vegetagdo, as CMIs encontradas parecem ndo ter consequéncias sérias na
eficiéncia dos produtos, sendo necess&rio detadhar mais informagbes a esse respeito antes de
confirmar essa afirmativa. Além disso, nenhum isolado se desenvolveu na concentracdo mais dta (1
mgmL™), que no teste anterior foi considerada como indicagio de resisténcia para alguns isolados
(item 6.3). Também ndo é descartado que a reducdo na sensibilidade ja estgja ocorrendo para 0s
fungicidas DMls.

Segundo Brent (1995), a ressténcia a DMIs ocorre de forma rel ativamente
lenta e com severidade flutuante, como é caracteristica da resi sténcia poligénica. Essas consideragtes
sdo reforgadas por Hollomon et d. (1990) que ressdtam que aguma variagéo na sensbilidade aos
fungicidas DMIs parece nevitavel em todos os patdgenos avos. A extensdo dessa variagdo vai

depender do patdgeno e da sensibilidade do sstema de avaiacéo disponivel.



O fao da mudanca de senshilidade ter ocorrido ndo acarreta
necessariamente em problemas com a eficiéncia do produto a campo. Conforme foi observado, o
controle da doenca foi eficiente com os DMIs, porém faho com benomyl. No trabalho conduzido
por Heaney et a. (1984), por exemplo, foi verificada a sengbilidade de populactes de oidio da
cevada (B. graminis f. sp. hordel) a trés fungicidas sstémicos, entre os quais triadimenol, no Reino
Unido. Os dados coletados pelos autores, em 1984, indicaram que a sensibilidade do fungo a
triadimenol havia diminuido em relacdo a isolados coletados antes de 1980. Porém, essa mudanca
ndo acarretou em falha no controle da doenca.

Mas, por outro lado, a mudanca pode comprometer 0 uso de determinado
grupo quimico de fungicidas, que no caso dos benzimidazdis, segundo as observactes feitas nesse
ensalo, et bem clara, a0 contrario dos DMIs. Na literatura, € possivel encontrar estudos como a
pesquisa redlizada entre 1981 e 1984, conduzida por Wolfe et d. (1984), que verificaram que a
populagdo de oido da cevada na Inglaterra tornou-se menos sensivel aos fungicidas triazdis em
decorréncia do uso continuo desses compostos. A seguir (Wolfe, 1985), a ressténcia tornou-se
difundida na populacdo e a patogenicidade dos isolados resistentes havia aumentado em relacdo a
anos anteriores, comprometendo a utilizacdo de triazis. De Waard et a. (1986) verificaram a
variacio na senshilidade a triadimefon entre 1982 e 1984 em oidio do trigo e também
correlacionaram a sensbilidade reduzida a0 fungicida como parte responsavel pelo declinio da
eficiéncia dos triazdis a campo durante esses anos.

O problema com os fungicidas benzimidazdis parece ser mais grave, devido
ao fato daresséncia surgir peda mutacdo em um Unico gene, reduzindo a afinidade do principio ativo

atubulina (Davidse & Flach, 1977). Nos Estados Unidos da América, 0 uso de benomyl € dtamente
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arriscado. McGrath (1996) redizou um trabaho onde a sensibilidade de S. fuliginea foi monitorada
durante epidemias de oidio a campo em abdbora. Foram detectados isolados resistentes a benomyl

em todas as populagdes antes do uso do produto. Num estudo seguinte, isolados resstentes a
triadimefon e isolados resistentes a benomyl foram encontrados em campos comerciais de producéo
de cucurbitécess e parcelas de pesquisa que ndo tinham sido tratados com esses fungicidas em varios
locais dos Estados Unidos da América. Osisolados resistentes a triadimefon foram menos sensiveisa
outros dois fungicidas triazdis ndo registrados para uso em cucurbitéceas nos Estados Unidos da

América (myclobutanil e propiconazole) quando o estudo foi redizado (McGrath et a., 1996).

6.4.2 Segundo ensaio: avaliacdo da sensibilidade de Sphaerotheca fuliginea a
diferentes concentragdes de fungicidas em plantas de pepino cultivadas em

casa de vegetacao

O oidio em pepino cultivado em casa de vegetagdo foi controlado pelos
fungicidas fenarimol e tebuconazole nas duas avdiagdes no primeiro (Quadro 10) e segundo cultivo
(Quadro 11). Ao passo que, as pulverizagbes com o fungicida benomyl ndo foram eficientes para

manter a severidade da doenga em nivel baixo no fina do ensaio (Quadros 10 e 11).
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Quadro 10. Severidade de oidio, Sphaerotheca fuliginea, em pepino cultivado em casa de
vegetagdo, nas diferentes doses dos fungicidas fenarimol, tebuconazole e benomyl

(primeiro cultivo do segundo ensaio).

Severidade de oidio em plantas de pepino cultivadas em casa de vegetacdo e

Tratamentos em casa tratadas com fungicidas (%)
de vegetacdo Fenarimol* Tebuconazole** Benomy/I***
1 2 1 2 1 2
avdiacdo  avdiacéo avdiacéo avdiacéo avdiacéo avdiacéo

Tetemunha 20,83 56,53 21,25 59,86 20,85 59,37
Dose/2 0,00 6,97 0,00 6,22 9,57 56,94
Dose recomendada 0,00 3,67 0,00 2,42 4,33 48,39
Dosex 2 0,00 2,88 0,00 0,28 2,17 46,78
R 0,87 0,90 0,86 0,92 0,86 0,39

*Dose/2 = 10 mL.100L?; dose recomendada = 20 mL.100L™; Dose x 2 = 40 mL.100L™.
** Dose/2 = 37,5 mL.100L™; dose recomendada = 75 mL.100L%; Dose x 2 = 150 mL.100L ™.
*** Dose/2 = 35 g.100L ; dose recomendada = 70 g.100L™; Dose x 2 = 140 g.100L™.

No primeiro cultivo, os fungicidas fenarimol e tebuconazole inibiram
totalmente o desenvolvimento da doenca na metade da dose, na dose recomendada e no dobro da
dose, enquanto que na testemunha a severidade da doencafoi préximo a 20 %, na primeira
Quadro 11. Severidade de oidio, Sphaerotheca fuliginea, em pepino cutivado em casa de

vegetagdo, nas diferentes doses dos fungicidas fenarimol, tebuconazole e benomyl

(segundo cultivo do segundo ensaio).

Severidade de oidio em plantas de pepino cultivadas em casa de vegetacdo e

Tratamentos em casa tratadas com fungicidas (%)
de vegetacdo Fenarimol* Tebuconazole** Benomy/I***
1 2 1 2 1 2
avdiacdo  avdiacdo  avdiacio avdiacéo avdiacéo avdiacéo

Tesemunha 77,22 77,09 92,36 79,36 92,36 83,00
Dose/2 4,67 6,33 2,21 2,78 43,22 74,25
Dose recomendada 2,67 2,88 0,41 0,98 43,90 72,59
Dose x 2 3,86 1,94 0,00 0,20 68,94 69,86
R 0,89 0,91 0,90 0,89 0,71 0,36

*Dose/2 = 10 mL.100L?; dose recomendada = 20 mL.100L™; Dose x 2 = 40 mL.100L™.



**Dose/2 = 37,5 mL.100L *; dose recomendada = 75 mL.100L™; Dose x 2 =150 mL.100L™.
***Dose/2 = 35 g.100L™; dose recomendada = 70 g.100L™?; Dose x 2 = 140 g.100L™.

avdiacid (R* = 0,87 e 0,86, respectivamente). Na segunda avaiagio, os mesmos fungicides
mantiveram a severidade da doenca em niveis indgnificantes, enquanto que a severidade na
testemunha ficou entre 50 % e 60 % (R* = 0,90 e 0,92, respectivamente).

No segundo cultivo, com a severidade da doenca na testemunha variando
entre 77 % a 92 %, os resultados da eficiéncia dos fungicidas fenarimol e tebuconazole foram
confirmados, tanto na primeira (R? = 0,89 e 0,90, respectivamente) como na segunda avaiacio (R
= 0,91 e 0,89, respectivamente).

Portanto, para os fungicidas fenarimol e tebuconazole, o resultados das
pulverizacOes de plantas de pepino em casa de vegetacdo levam a crer que ndo hgjaainda problema
de resisténcia pela baixa severidade da doenca encontrada nos tratamentos com as doses testadas,
gpesar de aguns problemas com resisténcia a DMIs serem detectados em oidios, inclusive do pepino
(Hollomon, 1993; Brent, 1995) e pela facilidade de obtencéo de mutantes resistentes em laboratério
(Hollomon et d., 1990).

Ainda, mesmo que tenha ocorrido dteracdo na sengbilidade, ndo se tém
informages suficientes para ssber se mudanca é importante no momento com a performance
dos produtos a campo. A resisténcia a DMIs em S fuliginea é relatada por varios autores
(Schepers, 1983; Huggenberger et al., 1984; Schepers, 1984a; Schepers, 1985a; O’ Brien, 1994;
McGrath, 1996; McGrath et d., 1996; Del Pino et d., 1999) e gpesar do risco de desenvolvimento
de ressténcia ser consderado médio (Hollomon, 1993), varios fatores podem influenciar para que se

torne um problema mais sério.



As doses utilizadas do fungicida benomyl reduziram a severidade da doenca
na primera avaiacdo, tanto no primero quanto no segundo cultivo (R = 0,86 e 0,71,
respectivamente). No entanto, a severidade da doencga, no primeiro cultivo, ficou bem superior aos
fungicidas fenarimol e tebuconazole. No segundo cultivo, com uma maior pressdo de indculo, 0
benomyl ndo impediu que o oidio atingisse 43 % a 68 % de severidade. Na segunda avdiacéo dos
dois cultivos, todas as doses do fungicida mantiveram a severidade da doenca muito proximas entre
s eentre atestemunha (R? = 0,39 e 0,36, respectivamente).

Os resaultados obtidos com benomyl nesses experimentos podem ser
explicados peo modo de acdo do fungicida ser em sitio especifico (Davidse & Flach, 1977) e,
segundo Brent & Hollomon (1998), os benzimidazdis estdo no grupo dos fungicidas de dto risco
para ocorréncia de ressténcia que uma vez estabelecida, em gerd, € persstente, a ressténcia para
esse fungicida j& era esperada em S fuliginea. No entanto, nenhum trabaho havia comprovado
ainda esse fato para oidio em cucurbitaceas no Brasil. A ineficiéncia do produto esté associada a S.
fuliginea em publicagdes internacionais como Schroeder & Provvidenti, 1969; Netzer & Dishon,
1970; Petsikos-Panayotarou, 1977; Schepers, 1984a; McGrath, 1996 e McGrath et al., 1996. O
problema se tornou tdo s&io para Va&ios padgenos que o produto ndo estd sendo mais
comerciaizado.

O desenvolvimento dos isolados recuperados do tratamento com benomuyl,
nos testes in vitro, ndo tiveram influéncia das doses de pulverizagéo no fina dos ensaios. Quando os
mesmos foram recuperados de plantas de pepino tratadas em casa de vegetacdo com as diferentes
doses de benomyl o crescimento nos discos tratados teve pouca ou nenhuma variacdo. Ao contrério,

no tratamento com fenarimol, sb foi possivel recuperar isolados do tratamento com metade da dose,



comprovando a eficicia da dose recomendada no controle do patégeno. No tratamento com
tebuconazole ndo foi possivel recuperar nenhum isolado, também sendo eficiente no controle da
doenca.

Quando foi redlizada a recuperacéo dos isolados das plantas tratadas com
as diferentes doses, era esperado que no tratamento com benomyl a coleta fosse facil devido ao
controle ter sido falho, o que aconteceu. Porém, também obteve-se isolados dos tratamentos com
DMIs, principamente tebuconazole na segunda avaliacdo, que mesmo com o controle gpresentado
forneceu materid para andise. Das plantas tratadas com fenarimal foi mais dificil visudizar colénias
para recuperacdo de isolados, sendo possivel obter isolados somente do tratamento com metade da
dose. A €ficiéncia dos DMIs em controlar oidio foi equivaente, apesar da diferenca entre as CMls
encontradas.

Os resultados com a avdiagéo dos fungicidas in vitro estdo apresentados
nas Figuras 5, 6 e 7 com fenarimal; 8, 9 e 10 com tebuconazole; 11, 12 e 13 com benzimidazol e 14,

15 e 16 com tiofanato metilico.
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Figura 5. Area colonizada por Sphaerotheca fuliginea em discos foliares, tratados com diferentes
concentragcbes de fenarimol, recuperado de plantas de pepino pulverizadas com
fenarimol: 0 = &gua; 0,5 = meia dose (10 mL.100 L%); 1 = dose recomendada (20
mL.100 L%); 2 = dobro da dose (40 mL.100 L?), em casa de vegetagio no primeiro

cultivo do segundo ensaio em duas avaliagoes.
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Figura 6. Area colonizada por Sphaerotheca fuliginea em discos foliares, tratados com diferentes
concentracbes de fenarimol, recuperado de plantas de pepino pulverizadas com
tebuconazole: 0 = &gua; 0,5 = meiadose (37,5 mL.100 L™?); 1 = dose recomendada (75
mL.100 L?); 2 = dobro da dose (150 mL.100 L), em casa de vegetagio no primeiro

cultivo do segundo ensaio em duas avaliagoes.
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Figura 7. Area colonizada por Sphaerotheca fuliginea em discos foliares, tratados com diferentes
concentragbes de fenarimol, recuperado de plantas de pepino pulverizadas com
benomyl: 0 = &gua; 0,5 = meia dose (35 g.100 L™); 1 = dose recomendada (70 g.100
L™); 2 = dobro da dose (140 ¢.100 L"), em casa de vegetagio no primeiro cultivo do

segundo ensaio em duas avaiagies.
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Figura 8. Area colonizada por Sphaerotheca fuliginea em discos foliares, tratados com diferentes
concentragOes de tebuconazole, recuperado de plantas de pepino pulverizadas com

fenarimol: 0 = &gua; 0,5 = meia dose (10 mL.100 LY); 1 = dose recomendada (20



mL.100 L"); 2 = dobro da dose (40 mL.100 L%, em casa de vegetagiop no primeiro

cultivo do segundo ensaio em duas avaliagoes.
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Figura 9. Area colonizada por Sphaerotheca fuliginea em discos foliares, tratados com diferentes
concentragOes de tebuconazole, recuperado de plantas de pepino pulverizadas com
tebuconazole: 0 = &gua; 0,5 = meiadose (37,5 mL.100 L™); 1 = dose recomendada (75
mL.100 L?); 2 = dobro da dose (150 mL.100 L"), em casa de vegetagio no primeiro

cultivo do segundo ensaio em duas avaliagoes.
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Figura 10. Area colonizada por Sphaerotheca fuliginea em discos foliares, tratados com diferentes
concentragOes de tebuconazole, recuperado de plantas de pepino pulverizadas com
benomyl: 0 = &gua; 0,5 = meia dose (35 9.100 L™); 1 = dose recomendada (70 g.100
L™); 2 = dobro da dose (140 ¢.100 L), em casa de vegetagio no primeiro cultivo do

segundo ensaio em duas avaiagles.
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Figura 11. Area colonizada por Sphaerotheca fuliginea em discos foliares, tratados com diferentes
concentragBes de benomyl, recuperado de plantas de pepino pulverizadas com fenarimol: 0 = agua;
0,5 = meia dose (10 mL.100 L™); 1 = dose recomendada (20 mL.100 L™); 2 = dobro da dose (40

mL.100 L™), em casa de vegetagio no primeiro cultivo do segundo ensaio em duas avaiagtes.
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Figura 12. Area colonizada por Sphaerotheca fuliginea em discos foliares, tratados com diferentes
concentragbes de benomyl, recuperado de plantas de pepino pulverizadas com
tebuconazole: 0 = &gua; 0,5 = meia dose (37,5 mL.100 L™?); 1 = dose recomendada (75
mL.100 L"); 2 = dobro da dose (150 mL.100 L), em casa de vegetagio no primeiro

cultivo do segundo ensaio em duas avaiagies.

Areafoliar colonizadado
pat6geno (%)
coBEB88883

S| | ] —

0 6,25 125 25 50 0 6,25 125 25 50
1° ad
avaliacdo avaliacdo
Concentracéo de benomy! (Mymi ™)

00E05E1 O2

Figura 13. Area colonizada por Sphaerotheca fuliginea em discos foliares, tratados com diferentes
concentragdes de benomyl, recuperado de plantas de pepino pulverizadas com benomyl:
0 = &gua; 0,5 = meia dose (35 ¢.100 LY); 1 = dose recomendada (70 g.100 L™Y); 2 =
dobro da dose (140 g.100 L), em casa de vegetacio no primeiro cultivo do segundo

ensaio em duas avaiagles.
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Figura 14. Area colonizada por Sphaerotheca fuliginea em discos foliares, tratados com diferentes
concentracdes de tiofanato metilico, recuperado de plantas de pepino pulverizadas
com fenarimol: 0 = &gua; 0,5 = meia dose (10 mL.100 LY); 1 = dose recomendada
(20 mL.100 LY); 2 = dobro da dose (40 mL.100 L), em casa ce vegetagdo no

primeiro cultivo do segundo ensaio em duas avaliages.
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Figura 15. Area colonizada por Sphaerotheca fuliginea em discos foliares, tratados com diferentes
concentragBes de tiofanato metilico, recuperado de plantas de pepino pulverizadas com
tebuconazole: 0 = égua; 0,5 = meia dose (37,5 mL.100 L™Y); 1 = dose recomendada (75
mL.100 L"); 2 = dobro da dose (150 mL.100 L?), em casa de vegetagdo no primeiro

cultivo do segundo ensaio em duas avaiaghes.
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Figura 16. Area colonizada por Sphaerotheca fuliginea em discos foliares, tratados com diferentes
concentragdes de tiofanato metilico, recuperado de plantas de pepino pulverizadas com
benomyl: 0 = &gua; 0,5 = meia dose (35 g.100 L™Y); 1 = dose recomendada (70 g.100
L™); 2 = dobro da dose (140 g.100 L), em casa de vegetagio no primeiro cultivo do

segundo ensaio em duas avaiagies.

No teste in vitro com fenarimol, das plantas tratadas com 0 mesmo
fungicida em casa de vegetacdo, sO foi possivel obter isolados na segunda avaliac@o e na dose de
pulverizacdo mais baixa, ou sga, metade da dose. A CMI foi igua a dos isolados recuperados da
testemunha, 0,1 ngmL ™ (Figura 5). Com os isolados do tratamento de plantas com tebuconazole e
testados in vitro com fenarimol, sO foi possivel recuperar o fungo da metade da dose na primeira
avdiacdo. Porém, na segunda néo houve diferenca entre a CMI dos isolados recuperados de todas
as doses (0,1 mgmL™), com diferenca na porcentagemde crescimento no disco foliar (Figura 6).
Com os isolados recuperados das plantas tratadas com benomyl e testados nas diferentes
concentragBes de fenarimol desde a primeira avdiacéo foi possivel obter isolados de todas as doses

pulverizadas com o fungicida (Figura 7). N&o se esperava, entretanto que os isolados influenciados
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pela pressio de sdegdo com benomyl, desenvolvessem em concentragdes do fungicida fenarimol que
pertence a classe quimica digtinta.

Os resultados do teste in vitro com tebuconazole sdo parecidos com o0s
dados mostrados para fenarimol. Quando os isolados foram recuperados de plantas tratadas com
fenarimol também 0 foi possivel obter isolados de plantas tratadas com metade da dose do fungicida
na segunda avaiaggo. O que modificou foi a CMI que na primeira avaliagio foi de 0,1 ngmL ™ para
os isolados recuperados cha testemunha e na segunda avaliacio foi de 1 mgmL™ para os isolados
recuperados da testemunha e do tratamento com metade da dose (Figura 8). Para os isolados
recuperados das pulverizagbes com tebuconazole e testados in vitro com o mesmo fungicida, na
primeira avaiagdo, apenas isolados da testemunha e do tratamento com metade da dose foram
recuperados, no entanto, com CMIs diferentes, 0,1 mgmL™ e 1 ngmL™, respectivamente (Figura
9). Na segunda avaliagéo, os isolados recuperados de todos os tratamentos obtiveram CMI de 1
mgmL™. Os isolados do tratamento com benomyl foram recuperados de todas as
doses e quando testados in vitro com tebuconazole apresentaram CMI de 1 mgmL™ nas duas
avdiaghes (Figura 10), semelhante ao resultado in vitro com fenarimol, porém com CMI menor.

Nos testes in vitro com os fungicides benzimidazdis repetiram-se as
observacles feitas com relacdo a recuperacdo e as doses. No teste com isolados obtidos de plantas
pulverizadas com fenarimol, a recuperacdo de indculo foi possivel na segunda avaiacdo na metade
da dose, com CMI diferente entre os isolados recuperados da testemunha e do tratamento com o
fungicida DMI (Figura 11). Mesmo pertencendo ao grupo quimico do fenarimol, os isolados
recuperados do tratamento com tebuconazole e testados in vitro com benomyl, apresentaram CMI

diferente nas duas avdiaghes (Figura 12). E, como constatado anteriormente, na primeira avaliacdo
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isolados foram recuperados da metade da dose e na segunda avdiacdo de todas as doses. Os
isolados recuperados do tratamento com benomyl e testados in vitro com benomyl (Figura 13)
diferiram quanto a CMI entre as avaiagdes, mas ndo houve interferéncia das doses.

Mesmo que o fungicida tiofanato metilico ndo tenha sido gplicado nas
plantas, ja se esperava que as CMIs fossem maiores que as obtidas no teste in vitro com benomyl,
em vista dos resultados anteriores, o que foi confirmado para todos os isolados testados. O resultado
repetiu-se com diferenca entre CMIs e desenvolvimento do indculo entre os benzimidazdis, o que
pode ser observado para os isolados recuperados dos tratamentos com fenarimol (Figura 14),
tebuconazole (Figura 15) e benomyl (Figura 16).

Verificou-se que apesar da severidade da doenga ter sdo maior na segunda
avdiacdo, o desenvolvimento dos isolados nos testes in vitro fol menor para todos os fungicidas
testados.

Mesmo assim, o periodo entre as avaiagOes forneceu condigdes para que
na segunda avaiacdo aumentasse a CM I principal mente nos testesin vitro com benzimidazdis.

A CMI dos isolados recuperados das plantas cons deradas testemunha néo
modificou nas avaiagles dos testes in vitro com fenarimol e benzimidazdis. Mas no primeiro caso
foi consderada ata quando comparada com a CMI do isolado considerado padréo de sensibilidade
JG1 (item 6.4), assim como no teste in vitro com tebuconazole onde chegou a 1 ngmL™ em todos
os tratamentos.

A pressio de sdlegdo das aplicagdes com os fungicidas DMIs sobre o
inéculo, ndo foi suficiente para comprometer a eficiéncia do produto, ao contrério d fungicida

benomyl. Segundo Ghini & Kimati (2002), a aplicagdo continua de determinado produto, ou de
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produtos que apresentam RCPC, aumenta as chances de desenvolvimento de ressténcia O
fungicida tiofanato metilico também é recomendado para controlar oidio em cucurbitacess (Agrofit,
2002), mas em consequéncia dos dados andisados considera-se o risco de ineficiéncia do produto o
mesmo do fungicida benomyl. Com esses resultados, fica claro que 0 nimero de aplicagbes e 0 uso
de tiofanato metilico devemn ser acompanhados com atencgo.

Ghini & Kimati (2002) comentam que dteracbes na dose de aplicacéo,
principa mente reducdo, apresentam resultados controvertidos, onde o risco pode aumentar com o
aumento da dose, devido a maior pressio de sdegcdo em favor de linhagens com dto grau de
ressténcia, ou para ressténcia poligénica, o desenvolvimento é lento com baixas doses, porque ha
pouca pressao de selegdo, aingindo um maximo, em doses intermedi&ias, que selecionam linhagens
com baixo grau de ressténcia e declina com doses maores, que iminam tas linhagens. Mas,
trabalhos de model os mateméticos sdo necessarios para uma melhor andise dos efeitos e riscos das
doses.

O fungicida fenarimol mostrou que mesmo na segunda avdiacéo néo foi
possivel recuperar isolados dos tratamentos com a dose recomendada e o dobro da dose. Esses
resultados sGo compativeis com os resultados de controle obtidos para o fungicida. No caso do
fungicida tebuconazole, a recuperacdo dos isolados na primeira avaiacdo s foi possivel na metade
da dose, entretanto, na segunda avaliagéo foi possivel recuperar isolados de todas as doses. Essa
dteracdo, também demongtrada pela CMI néo interferiu na eficiéncia do produto, que segundo
Heaney et d. (1984) pode acontecer. Conforme comentado anteriormente, a diferenca entre esses

fungicidas pode estar relacionada com aRC parcid.



7 CONCLUSOES

1) O méodo do disco foliar flutuando em solucéo do fungicida é viavel para verificar a sensbilidade
de Sphaerotheca fuliginea afungicides,

2) Isolados de S. fuliginea, provenientes de cultivo de cucurbitécess, gpresentam diferentes
concentragdes minimas inibitérias (CMIs) aos fungicidas testados e € possivel identificar isolados
com diferentes sensibilidades a inibidores da demetilacdo (DM s), benzimidazois e estrobiluring;

3) Os fungicidas benzimidazois, benomyl e tiofanato metilico, ndo sfo eficientes no controle de oidio
em cucurbitaceas em casa de vegetacdo, devido ao desenvolvimento de resisténcia no patdgeno;

4) Osfungicidas DMIs, fenarimal e tebuconazole, sfo eficientes em controlar oidio em cucurbitacess,

apesar da ocorréncia de isolados com reducdo de sensibilidade.
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