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RESUMO

Amphobotrys ricini (N.F. Buchw.) Hennebert é o agente causal do mofo cinzento da
mamoneira, considerada uma das doencas mais importantes dessa cultura. Esse fungo se
reproduz principalmente por meio de esporos assexuados que séo facilmente disperso pelo
vento, respingos de chuva e insetos. Uma vez constada a doenca no campo, a Unica estratégia
de controle é por meio da aplicacdo de fungicidas quimicos, no entanto, ndo existem produtos
registrados para o controle de A. ricini, na cultura da mamoneira, no Brasil. Devido a
importancia da doenga é necessario que fungicidas quimicos estejam disponiveis para
utilizacdo quando da ocorréncia da doenga no campo. Contudo, antes do registro de qualquer
fungicida para controle de um determinado patdgeno é necessario que se determine a eficacia
do mesmo contra o referido patdgeno. Dessa forma no presente trabalho objetivou-se avaliar a
sensibilidade de A. ricini a diferentes fungicidas por meio da determinacdo da dose efetiva
para inibir 50% do crescimento micelial do fungo em condic¢des controladas (DEsp). Os testes
para determinacdo da DEs, foram realizados em placas de Petri descartaveis, contendo 0 meio
BDA, nas quais foram adicionados os fungicidas procimidone, tiofanato-metilico,
clorotalonil, ciproconazole, propiconazole e fludioxonil. A DEs, para cada fungicida foi
determinada com base na resposta de 5 cinco isolados escolhidos de forma aleatéria. No
centro de cada placa foi depositado um disco de 7 mm de didmetro, contendo o micélio em
crescimento ativo do fungo, obtido a partir das margens de colénias de A. ricini com 5 a 10
dias de cultivo. Apos a transferéncia dos discos, as placas foram acondicionadas em BOD a
25 + 1 °C no escuro. As avaliagbes consistiram de duas medicGes perpendiculares do
didmetro do crescimento micelial dos tratamentos e da testemunha, apds 72 horas de
incubacdo. Os dados de crescimento micelial dos tratamentos foram utilizados para calcular a
porcentagem de inibicdo do crescimento (PIC). A partir dos dados de PIC foram obtidas as
equacOes de regressdo para cada uma das combinacdes, isolado x fungicida, e a partir destas
calculou-se a DEsp de cada combinacdo. Todos os fungicidas testados foram considerados
altamente eficientes na inibicdo do crescimento micelial de A. ricini. Observou-se uma
distribuicdo normal dos isolados testados quanto a sensibilidade aos diferentes principios
ativos avaliados. A DEs para procimidone a foi de 0,1809 + 0860 pg/ml, para tiofanato-
metilico 0,0873 + 0,0496 pg/ml, para clorotalonil 0,3496 + 0,2089 pg/ml, para ciproconazole
0,0183 + 0,0081 pg/ml, para propiconazole 0,0440 + 0,0356 pg/ml e para fludioxonil 0,0031

+ 0,0022 pg/ml. A determinacdo da sensibilidade béasica de A. ricini aos fungicidas
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procimidone, tiofanato-metilico, clorotalonil, ciproconazole, propiconazole e fludioxonil
poderd orientar as autoridades competentes no registro de produtos para o controle desse
patégeno, como também servirem de base para 0 monitoramento do surgimento de resisténcia

a fungicidas dentro das populagdes do fungo.

Palavras-chave: Botryotinia ricini. resisténcia a fungicidas. mofo cinzento. Ricinus

communis
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ABSTRACT

Grey mold, caused by Amphobotrys rcini (N.F. Buchw.) Hennebert, is one of the most
important diseases of castor. This fungus produces mitotic spores that are easily dispersed by
wind, water splash and insects. After the pathogen had been detected in the growing field the
only way to mitigate the damage is by the use of chemical control. However, in Brazil, there
is no products registered to be used in the castor crop against A. ricini. Due the importance of
grey mold to castor crop it is crucial that such products become available, but prior to that it is
necessary to evaluate the efficacy of the different active ingredient against this pathogen. The
present work had as aim to evaluate the efficacy of 6 fungicides in the control of A. ricini by
the determination of the effective concentration to inhibit 50% (ECsg) of the mycelial growth
under controlled conditions. The assays were performed in disposable Petri dishes, containing
PDA, on which the fungicides chlorotalonil, cyproconazole, fludioxonil, procymidone,
propiconazole and thiophanate-methyl were added. The ECsy, for each fungicide, was
determined based on the response of five fungus isolates randomly chosen. At the center of
each Petri dish it was deposited a culture plug of 7 mm diam., containing the fungus on active
grown, which was obtained from the margins 5 to 10 days old cultures. After the transfer of
the culture plugs, the Petri dishes were maintained in a grew chamber at 25 + 1 °C with
continuous dark. The evaluations consisted of two perpendicular measurements of the radial
fungus growth, both in the plates amended with the fungicides and in the control plates, after
72 hours of incubation. The percentage of mycelial growth inhibition (PMGI) related to the
control was calculated for all concentrations of each fungicide. The data of PMGI were used
to obtain the ECsg by linear regression. All fungicides test were regarded highly effective on
the inhibition of the mycelial growth of A. ricini. It was observed a normal distribution of the
tested isolates regarding the sensitivity to the tested active ingredients. The ECso for
procymidone was 0,1809 + 0860 pg/ml, for thiofanate-methyl 0,0873 + 0,0496 ug/ml, for
chlorotalonil 0,3496 + 0,2089 upg/ml, for cyproconazole 0,0183 + 0,0081 pg/ml, for
propiconazole 0,0440 + 0,0356 pg/ml and for fludioxonil 0,0031 + 0,0022 pg/ml. The
determination of the baseline of A. ricini to the fungicides chlorotalonil, cyproconazole,
fludioxonil, procymidone, propiconazole and thiophanate-methyl will guide the competent
authorities in the registration of such products for the control of this pathogen, as well as

provided the bases for monitoring the emergence of resistance within the fungus populations

KEYWORDS: Botryotinia ricini. fungicide resistance. grey mold. Ricinus communis
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1 INTRODUCAO

O mofo cinzento da mamoneira, cujo agente etiolégico é o fungo Amphobotrys ricini
(N. F. Buchw.) Hennebert, € uma das doencas economicamente mais importantes desta cultura
em virtude da rapida e completa destruicdo dos cachos. Esta doenca esta presente em
praticamente todos os paises produtores de mamona e, dependendo das condi¢des climaticas
na época de florescimento e enchimento das bagas, pode ocasionar até 100% de perda da
producdo. No Brasil o mofo cinzento ocorre em quase todas as regides produtoras, em menor
ou maior grau de intensidade, dependendo das condi¢BGes climaticas durante a fase de
florescimento e formacéo de frutos (SOARES, 2012).

Devido aos programas governamentais incentivando o plantio de espécies oleaginosas
para produgdo de biodiesel, a cultura da mamona despertou interesse de maior nimero de
produtores, inclusive aqueles estabelecidos em areas cujas condi¢des climaticas favorecem o
desenvolvimento do mofo cinzento.

A expanséo da &rea cultivada com esta oleaginosa, associada a falta de conhecimentos
basicos sobre a biologia do patdgeno e ao uso de cultivares com niveis desconhecidos, ou
mesmo sem resisténcia a esta doenca, tem provocado perdas significativas de produtividade.
Além destas questBes, o fato de ndo existir, junto ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), fungicidas registrados para 0 manejo do mofo cinzento da
mamoneira, torna a situacdo ainda mais grave.

Vislumbra-se, num futuro préximo, um avanco ainda maior da cultura da mamoneira
para areas favoraveis ao desenvolvimento da doenca assim como a possibilidade de uso de
fungicidas inadequados, cuja eficacia seja duvidosa, uma vez que ndo existem estudos sobre a
sensibilidade deste fungo aos fungicidas atualmente disponiveis no mercado nacional.

Amphobotrys ricini possui caracteristicas ecoldgicas e bioldgicas semelhantes aquelas
de Botrytis cinerea, sendo assim a possibilidade de surgimento de biotipos resistentes a certos
fungicidas, e ainda a ocorréncia de resisténcia cruzada entre fungicidas é um fato preocupante
frente ao cenério futuro da cultura da mamoneira (SOARES, 2012). A determinacdo da
sensibilidade basica de A. ricini a diferentes principios ativos permitira acompanhar o
surgimento ou ndo de populacdes resistentes bem como aferir a eficacia dos fungicidas no
controle desta importante doenga.

Como néo existem produtos registrados para o controle de A. ricini, e sabendo-se que

esse fungo possui afinidade filogenética e comportamento biolégico semelhante a B. cinerea,
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foi aventada a hipotese de que fungicidas considerados eficazes contra este patdgeno também
seriam eficazes contra A. ricini. Dessa forma foram selecionados a priori fungicidas com seis
principios ativos diferentes, pertencentes a cinco grupos quimicos, sabidamente eficazes
contra B. cinerea para serem testados quanto & sua eficacia na inibicdo do crescimento
micelial de A. ricini, com o objetivo de determinar a sensibilidade basica desse fungo aos

principios ativos selecionados.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

v Avaliar a sensibilidade de Amphobotrys ricini a diferentes fungicidas.

2.2 Objetivo especifico

v Determinar, em condi¢des controladas, a sensibilidade basica de Amphobotrys
ricini aos fungicidas ciproconazole, clorotalonil, fludioxonil, procimidone,
propiconazole, e tiofanato-metilico por meio da determinacdo da dose efetiva para

inibir 50% do crescimento micelial do fungo.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 A mamoneira (Ricinus communis L.)

A mamoneira (Ricinus communis L.) é uma planta pertencente a familia
Euphorbiaceae € a Unica espécie do género Ricinus. Planta de clima tropical, a mamoneira
adaptou-se muito bem as condig¢des edafoclimaticas do Brasil (CHAGAS, 2009).

O Brasil é o terceiro maior produtor dessa oleaginosa, responsavel por cerca de 12%
da producdo mundial, ficando atras apenas da China (54%) e da india (23%) (SEVERINO et
al., 2012). Seu cultivo esta presente em varios estados brasileiros, mas é nos estados da regiao
Nordeste onde se encontra a maior &rea cultivada. No ano de 2012 o estado da Bahia,
principal produtor, foi responsavel por 77% da producdo nacional, seguido pelo estado do
Ceara, com cerca de 9% (IBGE, 2012).

Embora, ndo seja uma cultura utilizada para o consumo humano, a mamoneira possui
grande importancia econdmica, pois das suas sementes € extraido o Oleo, que possui
propriedades Unicas, como alta viscosidade e estabilidade em uma larga faixa de temperatura.
A torta de mamona pode ser utilizada como adubo orgéanico para o solo, por apresentar alto
teor de nitrogénio, além de poder ser adicionada a racdo animal, ou utilizada como nematicida
(SEVERINO, 2007; CHAGAS, 2009; SUSSEL, 2009).

3.2 O Mofo Cinzento

O mofo cinzento ¢ uma doenca que acomete a mamoneira e tem como agente
etiologico o fungo Amphobotrys ricini (N.F. Buchw.) Hennebert (SOARES, 2012).

Godfrey (1923) relatou o fungo pela primeira vez infectando inflorescéncias e racemos
de mamoneira em plantacdes nos Estados Unidos. No Brasil 0 mofo cinzento foi constatado
pela primeira vez no ano de 1932 e, atualmente, é considerada uma das doencas mais
importante da mamoneira (SEVERINO et al., 2012). Geralmente o fungo sobrevive de um
ano para outro em restos de cultura ou em mamoneiras do tipo selvagem, sob as formas de
micélio, conidios ou esclerddios (BATISTA, 1996).

Temperaturas amenas e alta umidade sdo fatores determinantes para o
desenvolvimento do fungo nas &reas de cultivo da mamoneira. As temperaturas mais

adequadas para o desenvolvimento do patégeno variam entre 20 °C e 25 °C (SUSSEL, 2009;
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SOARES, 2012). De acordo com Godfrey (1923), as temperaturas minima e maxima para o
crescimento micelial, seriam de 12 e 35 °C, respectivamente.

Usualmente o mofo cinzento atinge as inflorescéncias e os cachos da planta, em
qualquer fase de desenvolvimento, e também pode acometer folhas e caule. A doenca
caracteriza-se pelo aparecimento de manchas azuladas, tanto no caule quanto nas folhas ou
nas inflorescéncias, as quais exsudam um liquido amarelado (BATISTA, 1996; SOARES,
2012). As sementes das capsulas afetadas apresentam reducdo do 6leo ou chochamento
completo, dependendo do periodo de infec¢do do mofo (MASSOLA JR.; BEDENDO, 1997).

3.3 Manejo

Os problemas causados pelo mofo cinzento ao cultivo da mamoneira se intensificam
na mesma medida em que se aumenta a area cultivada, principalmente pela utilizacdo de
cultivares mais produtivas, porém ndo resistentes ao fungo (LIMA et al., 2001). Apesar disso,
0s estudos sobre manejo do mofo cinzento ainda s&o poucos e, consequentemente, medidas
preventivas e/ou curativas que sejam plenamente eficazes contra a doenca sdo inexistentes.
Como forma de diminuir os danos causados pela doenca recomenda-se 0 uso de cultivares
resistentes, tratamento das sementes antes do plantio, eliminacdo de restos culturais e
hospedeiros alternativos, plantio evitando que as fases de florescimento e enchimento dos
frutos coincidam com as épocas chuvosas, além da aplicacdo de fungicidas (BATISTA, 1996;
KIMATI, 1997; MASSOLA JR.; BEDENDO, 1997; SOARES, 2012). Entretanto, nenhuma
das praticas citadas acima € eficaz quando adotada isoladamente. Como ndo existem
cultivares resistentes a doenca (MILANI, 2005) a utilizacdo de fungicidas quimicos é a
alternativa mais viavel para o controle da mesma apds sua constatacdo no campo de cultivo.
Contudo, a eficacia dessa medida esbarra na falta de informacdo acerca da efetividade dos

fungicidas sobre o agente causal da doenca (SOARES, 2012).
3.4 Fungicidas
A aplicacdo de fungicidas quimicos, para o controle de doengas de plantas, € uma das

praticas mais difundidas na agricultura, principalmente devido a sua rapida resposta e

eficacia. Os fungicidas atuam em varios sitios do metabolismo celular dos fungos e séo
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classificados de acordo com o0s mecanismos de acdo, que podem ser especificos a
determinado sitio ou ndo (DELEN; TUSON, 2003).

A acdo dos fungicidas, no controle das pragas, € conhecida ha varios anos. Em 1.000
a.C. ja havia indicios da utilizacéo do enxofre no controle de pragas. Por volta dos anos 1800,
o enxofre juntamente com os sais de cobre e o mercario passaram a ser utilizados
intensamente no controle das doencas de planta e assim se constituindo na primeira geragédo
de fungicidas (DELEN; TUSON, 2003).

Em 1940 foram introduzidos no mercado fungicidas protetores orgéanicos de amplo
espectro de acdo, dentre eles os ditiocarbamatos, nitrilas, organicos a base de enxofre,
nitrogenados heterociclicos, dinitrofendis, fenois halogenados, nitro-benzeno halogenados
entre outros, 0s quais constituiram a segunda geragdo de fungicidas. No final dos anos 1960
foram introduzidos os fungicidas sistémicos, que apresentavam modo de acao especifica e alta
toxidade em baixas concentracGes, dentre os quais podemos destacar as carboxamidas,
benzimidazois, dicarboximidas, inibidores da biossintese de esterdis entre outros, constituindo
assim a terceira geracdo de fungicidas. Estes continuam sendo amplamente utilizados no
controle de doencas de plantas (MICHEREFF, 2001).

Baseando-se nas caracteristicas de aplicacdo, os fungicidas podem ser classificados
em: erradicantes ou de contato, protetores ou residuais e curativos ou terapéuticos. Os
fungicidas erradicantes ou de contato atuam diretamente sobre o patdgeno, a partir do
tratamento do solo e de sementes. Os fungicidas protetores ou residuais sdo aplicados em
partes mais sensiveis da planta, formando uma camada superficial protetora, antes da
deposicdo do indculo do patégeno. Fungicidas curativos ou terapéuticos atuam apos o
estabelecimento do patégeno na planta, atenuando os sintomas ou reparando 0s danos
causados pelo agente causador da doenca.

Em alguns casos, os fungicidas erradicantes e protetores podem atuar da mesma forma
que os fungicidas curativos. No entanto, a acdo sistémica dos fungicidas curativos permite a
capacidade de translocacdo do produto para outras partes da planta, diminui a fitotoxicidade e
permite a atuacdo fungitoxica dentro da planta (KIMATI, 1995).

Os fungicidas de modo de acdo ndo especifica atuam em multiplos sitios bioquimicos,
ndo sdo sistémicos e apresentam pouco ou nenhum risco de resisténcia. Por outro lado, 0s
fungicidas de modo de acédo especifica atuam em sitios simples, sdo sisttmicos e apresentam
um maior risco de surgimento de resisténcia, podendo este risco ser diagnosticado como: alto,
médio ou baixo (DELEN; TUSON, 2003).
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A eficacia do uso dos fungicidas para 0 manejo de doencas é indiscutivel, no entanto,
algumas vezes sdo observadas falhas, no controle de determinado patdgeno, que muitas vezes
é erroneamente interpretado como um caso de surgimento de resisténcia. Na verdade, em
muitos casos, tal falha deve-se ao erro de dosagem na aplicacdo do produto, problemas de
calibragem do equipamento de pulverizacdo, diagndstico incorreto do patdgeno, utilizacdo de
produtos ndo recomendados, produto deteriorado, condicGes climaticas desfavoraveis entre
outras (BRENT, 1995; GHINI; KIMATI, 2000).

Assim sendo, devido a falta de conhecimento sobre a eficiéncia de diferentes tipos de
fungicidas sobre o agente causal do mofo cinzento da mamoneira, tal situacdo pode levar a
erronea conclusao de que determinado produto ndo é recomendado para o controle do referido

patégeno.

3.5 Grupos quimicos

3.5.1 Benzimidazois

Constituem um dos mais importantes grupos quimicos que atuam no controle de
doencas de plantas, é utilizado desde 1960, e fazem parte deste grupo: benomil, carbendazim,
fuberidazole, thiabendazole e tiofanato-metilico.

Destes, o benomil foi um dos mais importantes fungicidas, no controle das doengas de
plantas. No entanto, com base em estudos realizados pela World Health Organization (1994),
constatou-se que o principio ativo benomil era carcinogénico, provocando em camundongos
efeitos neurotoxicos. A partir dessa informagdo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria, 2013), proibiu o0 uso e a venda deste fungicida e, em 04 de janeiro de 2002 entrou
em vigor o Decreto n° 4.074 que proibe em seu artigo 31, incisos Ill, IV e V o registro de
agrotoxicos que sejam considerados, carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos. Os
benzimidazois possuem um amplo espectro de a¢do, atuando contra varios Ascomicetos e
Basidiomicetos, e sdo sistémicos. Quando aplicados nas raizes da planta acumulam-se nas
folhas. O modo de acdo dos benzimidazodis consiste em provocar a quebra do agrupamento
microtubular. Os benzimidazdis interferem no crescimento do tubo germinativo dos fungos ao
interromper a mitose, 0 que ocasiona a inibicdo do crescimento do fungo (DELEN; TUSON,
2004). Apresentam grande afinidade pelas proteinas tubulinas, o que provoca a destruicdo da
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mitose na metafase, resultando na falha na divisdo do ndcleo e provocando a morte da célula
(JULIATTI, 2005; RODRIGUES, 2006).

E um grupo considerado de alto risco ao desenvolvimento de resisténcia, ocorrendo
frequentemente em varias espécies de fungos, além de estarem sujeitos a resisténcia cruzada
entre os fungicidas pertencentes ao mesmo grupo quimico. Esse foi um dos primeiros grupos
de fungicidas a apresentar resisténcia a Botrytis spp. (DELP, 1980; GHINI; KIMATI, 2000).

3.5.2 Dicarboximidas

Fazem parte deste grupo os seguintes fungicidas, iprodione, vinclozolin, procimidone
e clozolinato. As dicarboximidas usualmente ndo séo sistémicas, seu modo de acdo ainda é
motivo de debate e o alvo primario é desconhecido. Entretanto, sabe-se que estes fungicidas
podem atuar em diferentes eventos metabdlicos e partes celulares (DELEN; TUSON, 2004;
LEROUX, 2007). Por exemplo, em Botrytis cinerea e Mucor mucedo, as dicarboximidas
interferem no processo respiratorio, bloqueando a atividade da enzima NADPH, citocromo-c-
redutase e de outras enzimas causando a peroxidacdo de lipideos, inibindo a germinacdo de
esporos e o crescimento micelial desses fungos (DELEN; TUSON, 2004; RODRIGUES,
2006).

Fungicidas desse grupo possuem um amplo espectro de acdo sendo utilizados
efetivamente no controle de varios géneros de fungos, entre eles Botrytis, Sclerotinia e
Monilinia (BRENT, 1995; KIMATI, 1995).

As dicarboximidas sdo aplicadas no controle de Botrytis desde os anos 1970, mas
apresentam um alto risco de resisténcia. Infelizmente a resisténcia relacionada a problemas
praticos no controle das populacGes de patdgenos, € mais frequente em Botrytis. Isso foi
constatado durante os anos 1980, quando em plantacdes de videiras em algumas partes da
Europa, observou-se o aumento gradual da dificuldade em se controlar o fungo (BRENT,
1995; LA MONDIA, 1997).

3.5.3 Inibidores da dimetilacdo — DMI’s
Os fungicidas inibidores da demetilacdo (DMI's) compreendem os triazois, 0s

imidazois, as piperazinas, as pirimidinas e as piridinas. Os DMI’s sdo um grupo que possui

mais de 30 produtos registrados. Sdo fungicidas de modo de acédo especifica, responsaveis por
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inibirem a biosintese do esterol (GHINI; KIMATI, 2000; JULIATTI, 2005). Apresentam
grande variedade no espectro de acdo e sdo considerados como um grupo de risco moderado
para o surgimento de resisténcia (GHINI; KIMATI, 2000). Fungicidas desse grupo atuam
principalmente na demetilacdo do carbono 14 (C14) que é catalizada pelo citocromo P-450.
Uma vez que o nivel de inibi¢ao do citocromo P-450 é variavel de composto para composto, 0
grau de eficiéncia dos diversos fungicidas contra as diferentes espécies de fungos também é
variavel (RODRIGUES, 2006).

Os triazbis e os imidazois apresentam um amplo espectro de acdo, sdo sistémicos e
consequentemente sao transportados para partes novas da planta, que estdo em crescimento, e
que nao foram inicialmente tratadas promovendo assim uma maior eficacia de protecdo
(DELEN; TUSON, 2004). Dentre os triazois destacam-se o ciproconazole e o propiconazole,
o0s quais ja foram avaliados para o controle de B. cinerea e também A. ricini (KIMURA et al.,
2001; PRAZERES, 2011).

3.5.4 Fenilpirroles

Inclui dois fungicidas, o fenilpiclonil e o fludioxonil. Sdo derivados de compostos
antifangicos produzidos por Pseudomonas pyrocinia, possuem amplo espectro de acdo, sdo
estaveis contra a hidrolise e a decomposicao no solo. O fludioxonil é utilizado na parte foliar
da planta e atua contra fungos dos géneros Botrytis e Monilinia. Os fenilpirroles agem nos
fungos inibindo o agucar e a absorcdo de aminoacidos. (DELEN; TUSON, 2004)

Estes fungicidas atuam sobre a regulacdo do metabolismo celular do patogeno,
provocando a partir de proteinas quinase uma desordem no processo de fosforilacdo e
desfosforilacdo. Essas proteinas atuam na regulagdo osmdtica da célula por estimulos
extracelular, quando essa sinalizacao extracelular ndo ocorre, o glicerol torna-se impermeavel
a membrana celular, ndo sendo sintetizado e acumulando-se no citosol (RODRIGUES, 2006).

A resisténcia é de risco moderado, embora, ja tenha sido detectada em algumas
populacbes de patogenos. Em B. cinerea foram diagnosticados isolados resistentes em
condicBes de laboratério, mas em campo ainda ndo foram obtidos populagdes resistentes
(DELEN; TUSON, 2004).

3.5.5 Isoftalinitrilas ou cloronitrilas
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Dentro desse grupo merece destaque o clorotalonil que possui em sua constituicdo
estrutural o grupo nitril, e € um fungicida com amplo espectro de acao, e apresenta atividades
em multiplos sitios, sendo que seu modo de acdo afeta principalmente o metabolismo da
respiracdo e geragdo de energia, interferindo nas fungdes enziméticas dos patdgenos. O
fungicida age interrompendo a glicolise e a enzima gliceroladeido-3-fosfato de hidrogenase
ndo é ativada juntamente com outras enzimas, 0 que provoca a falta de energia. Com a
desativacao destas enzimas o ciclo de Krebs ndo é completado, ndo produzindo ATP. Assim,
o fungo morre por ndo conseguir finalizar os processos essenciais a sua sobrevivéncia
(RODRIGUES, 2006).

E considerado um produto de baixo risco no desenvolvimento de resisténcia, pois seu
modo de acdo ndo é especifico, atuando por contato e é considerado efetivo contra varios
géneros de fungos (GHINI; KIMATI, 2000; DELEN; TUSON, 2003).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local de execucdo da pesquisa

Os testes foram realizados no Laboratdrio de Fitopatologia da EMBRAPA — Algodéo,
situada na Rua Osvaldo Cruz, n°® 1143, no bairro Centenario, na cidade de Campina Grande
PB.

4.2 Obtencdo e multiplicacéo dos isolados do fungo

Todos os isolados de A. ricini utilizados no presente trabalho foram provenientes da
Colecdo de Culturas de Microrganismos Fitopatogénicos da Embrapa Algoddo (CCMF-
CNPA).

Uma vez que os isolados a serem utilizados estavam preservados em 6leo mineral, foi
necessario, antes da realizacdo dos ensaios, proceder a reativacao do crescimento micelial dos
mesmos. Para tal foram retirados, dos frascos de preservacgdo, fragmentos do micélio do fungo
os quais foram transferidos para placas de Petri contendo o meio de cultura Batata Dextrose
Agar (BDA). As placas foram entdo mantidas em camara de crescimento a 25 °C + 2° C, no
escuro. Decorridos 5 a 7 dias, foi realizada a repicagem de cada um dos isolados a serem
utilizados para trés placas de Petri contendo 0 mesmo meio de cultura, as quais foram

mantidas nas condigdes especificadas acima.

4.3 Escolha dos fungicidas e preparo das soluc@es estoque

Com base eficicia para o controle de B. cinerea foram escolhidos seis fungicidas
comerciais, com seis principios ativos diferentes e pertencentes a cinco grupos quimicos
distintos (Tabela 1).

Para o preparo das solucBes estoques, aliquotas dos produtos comerciais foram
diluidas em serie, em DMSO (dimetilsulfoxido), até obtencédo das concentracbes desejadas e,
de modo que ao serem adicionadas ao meio de cultura, a quantidade final de DMSO no
mesmo fosse constante.

Inicialmente foram obtidas 10 concentragOes para cada um dos fungicidas a serem

testados e apos a realizagdo de um pré-screenning foram escolhidas cinco concentragdes, as
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quais variaram em funcdo da efetividade de cada fungicida. As concentracGes das solucdes

estoque de cada um dos fungicidas testados estéo listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Fungicidas avaliados quanto a eficacia para inibir o crescimento micelial de Amphobotrys ricini.

Grupo Quimico  Ingrediente ativo  Nome comercial ~Concentragdes das solugdes

estoque (ppm doi.a.)

Benzimidazois Tiofanato-metilico  Cercobin 500 SC  1000; 100; 30; 10; 3

Dicarboximidas  Procimidone Sumilex 100 WP 1000; 100; 30; 10; 3
DMI Ciproconazole Alto 100 100; 30; 10; 3; 1

DMI Propiconazole Tilt 100; 30; 10; 3; 1
Fenilpirroles Fludioxonil Maxim 10; 3; 1;0,3; 0,1
Cloronitrilo Clorotalonil Bravonil 500 1000; 300; 100; 30; 10

4.4 Conducéo dos ensaios

4.4.1 Inibicdo do crescimento micelial de Amphobotrys ricini por ciproconazole, clorotalonil,

fludioxonil, procimidone, propiconazole e tiofanato-metilico.

Os isolados utilizados nos testes de inibigdo do crescimento micelial foram escolhidos
de forma aleatéria da CCMF-CNPA, sendo eles originarios dos estados de Minas Gerais,
Paraiba, Rio Grande do Sul, S&o Paulo e do Distrito Federal.

Para a obtencdo das concentracBes finais de cada um dos fungicidas, 2 mL das
solugdes estoque foram transferidos para erlenmeyers contendo 198 mL de BDA fundente, de
forma que as concentragdes finais, em ppm, fossem 100 vezes menores que as concentragdes
das solucgdes estoque, para cada um dos fungicidas testados. Apos adicdo e homogeneizacao
do fungicida no meio de cultura, o mesmo foi vertido sobre placas de Petri descartaveis, de
60x15 mm, esterilizadas. Apos resfriamento e solidificagdo do meio de cultura, contendo as
diferentes concentragdes dos fungicidas, discos de cultura de 7 mm de didmetro contendo
micélio do fungo, provenientes de culturas com cinco a dez dias de idade foram colocados,
com a face superior voltada para baixo, no centro de placas. O experimento foi conduzido no
delineamento inteiramente casualizado e para cada tratamento (concentragdo x fungicida x

isolado) foram utilizadas trés repeticdes, sendo uma placa uma repeticdo. As placas foram
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mantidas por trés dias a 25 + 2 °C, no escuro. Como testemunhas foram utilizadas placas
contendo 0 meio BDA adicionado apenas de DMSO.

As avaliagbes consistiram da medicdo do didametro do crescimento do fungo nos
diferentes tratamentos e na testemunha, ap6s 72 horas de incubacdo, em dois sentidos

perpendiculares.

4.5 Célculo da porcentagem de inibigdo do crescimento micelial (PIC)

De posse dos valores do crescimento micelial de cada um dos tratamentos e da

testemunha foi calculado o PIC, com base na seguinte formula:

P1C= didmetro da testemunha — didmetro do tratamento x 100

diametro da testemunha

4.6 Anélise dos dados
4.6.1 Determinacéo da DEs

Os valores do PIC, de cada uma das combinacdes fungicida/isolado, foram utilizados
para determinar a equacéo de regressdo, usando-se o procedimento GENMOD e, a partir desta

foi calculada a DEs utilizando-se o procedimento IML do pacote estatistico SAS® v. 9.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados 108 isolados, sendo 46 para os fungicidas tifanato-metilico e
procimidone, 41 para o fungicida ciproconazole, e 32 para os fungicidas clorotalonil,
fludioxonil e propiconazole. Contudo, por A. ricini apresentar, muitas vezes, um crescimento
desuniforme que impedia a obtencdo das medidas radiais do crescimento, para os fungicidas
ciproconazole, clorotalonil, fludioxonil, propiconazole e tiofanato-metilico, foi possivel obter
a DEs para apenas 5 isolados, enquanto que para o fungicida procimidone foi possivel obter a
DEsq para 21 dos isolados avaliados.

Com base nos valores de DEsy obtidos no presente estudo (Tabela 2) A. ricini foi
considerado altamente sensivel a todos os fungicidas testados uma vez que os valores
observados foram inferiores a 1 ppm (EDGINGTON et al. 1971; KIMURA et al. 2001). E
importante notar que os valores das DEsg obtidos no presente estudo, para A. ricini, sdo muito
préximos aos valores conhecidos para B. cinerea (LEROUX, 2007). Por exemplo, para 0s
principios ativos procimidone e fludionoxil as DEsg para o crescimento micelial de B. cinerea
séo de 0,15 e 0,004 pg/ml, e para A. ricini foram de 0,18 e 0,003 pg/ml, respectivamente. Isso
nos leva a concluir que a hipotese levantada inicialmente de que, com base nas afinidades
filogenéticas e comportamento bioldgico, os fungicidas considerados altamente fungitdxicos
para B. cinerea também seriam altamente fungitdxicos contra A. ricini, é verdadeira.

No presente estudo o clorotalonil, que afeta diretamente 0 metabolismo da respiragéo
entre outros sitios ativos do fungo, apresentou uma DEsy variando entre 0,1136 e 0,6613.
Apesar de ter apresentado os maiores valores de DEsy, dentre os fungicidas testados, esse
principio ativo ainda foi classificado como altamente eficiente na inibicdo do crescimento
micelial de A. ricini.

Chagas (2009), utilizando esse 0 mesmo principio ativo, obteve DEsq de 10-50 pg/ml
indicando assim uma baixa eficiéncia de acordo com a escala de Edgington (1971). Embora
os valores de DEsp obtidos no presente estudo, para clorotalonil, estejam discrepantes
daqueles observados por Chagas (2009), tais valores (0,35 pg/ml) sdo muito mais proximos
aos observados para Botrytis squamosa em estudo conduzido por Tremblay et al. (2003), onde
a DEsp foi de 1,5 pg/ml. Adicionalmente, no estudo desenvolvido por Chagas (2009) foi
utilizado apenas um isolado, enquanto no presente estudo foram utilizados 32 isolados de

origens distintas. Diante disso, podemos inferir que os resultados aqui obtidos s&o,
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provavelmente, mais representativos quanto a eficacia do clorotalonil em relacéo a inibicdo do

crescimento micelial de A. ricini do que aqueles obtidos por Chagas (2009).

Tabela 2. Toxicidade de fungicidas quanto a inibicdo do crescimento micelial de Amphobotrys ricini.

Fungicidas DEso (ug/ml) Eficacia*
Grupo Quimico  Ingrediente ativo Nome comercial Média + Desvio
padrdo

Benzimidazois  Tiofanato-metilico Cercobin 500 SC  0,0873 + 0,0496 AE
Dicarboximidas Procimidone Sumilex 100 WP 0,1809 + 0,0860 AE
DMI Ciproconazole Alto 100 0,0183 + 0,0081 AE
DMI Propiconazole Tilt 0,0440 + 0,0356 AE
Fenilpirroles Fludioxonil Maxim 0,0031 + 0,0022 AE
Cloronitrilo Clorotalonil Bravonil 500 0,3496 + 0,2089 AE

* DEso <1 pg/ml = alta eficiéncia; 1-10 pg/ml = moderada eficiéncia; 10-50 pg/ml = baixa eficiéncia; >50 pg/ml = ndo

fungitéxico (Edgington et al. 1971).

Dentre o grupo dos DMI’s, embora ambos atuem na inibi¢do da biosintese do esterol,
0 ciproconazole apresentou uma DEsp, duas vezes menor que a DEsy observada para
propiconazole. Dessa forma podemos considerar que ciproconazole é mais efetivo na inibicéo
do crescimento micelial de A. ricini, do que propiconazole, tal fato pode se dever a diferencas
no modo de acdo dos fungicidas em questdo, uma vez que propiconazole atua na demetilacéo
do C-14 durante a sintese do ergosterol, enquanto que ciproconazole atua provocando a

ruptura das funcbes da membrana celular (PPDB 2013).

Dentre os fungicidas testados o fludioxonil, do grupo dos fenilpirroles, foi considerado
0 mais toxico para A. ricini, com a DEsy média de 0,0031 pg/ml. O fludioxonil é considerado
um “botriticida”, devido a sua alta eficicia contra diferentes espécies do género Botrytis
(LEE, 2006). De acordo com Leroux (2007) a DEs, média de fludioxonil para B. cinera é
0,004 pg/ml, enquanto que Korolev et al. (2010) encontrou a DEsy; média para os fenotipos
sensiveis de 0,005 pg/ml. Esses valores sdo muito préximos aos obtidos para A. ricini no

presente estudo (Tabela 2; Figura 1).
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Figura 1. Inibicdo do crescimento micelial de dois isolados de Amphobotrys ricini cultivados em BDA, por 72 h

no escuro, em diferentes doses de fludioxonil.
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Para tiofanato-metilico, do grupo dos benzimidazéis, a DEs; média foi de 0,0873
pg/ml indicando a alta eficiéncia do principio ativo, de acordo com Edgington (1971).
Segundo Chagas (2009), em seu trabalho ndo foi possivel determinar a DEs para tiofanato-
metilico, pois 0 composto apresentou 100% de inibicdo do crescimento micelial de A. ricini
em todas as concentracOes utilizadas nos ensaios, sendo possivel apenas afirmar que a DEs
ficou abaixo de 1 pg/ml. Tal comportamento observado por Chagas (2009) deveu-se ao fato
de que 0o mesmo utilizou concentra¢fes muito elevadas e com isso ndo foi possivel estabelecer
a equacdo de regressdo para o calculo da DEsp. Situacdo semelhante foi obtida por Prazeres
(2011) com o fungicida tiofanato-metilico, para o qual ndo foi possivel determinar a DEsy,
devido ao fato de todas as concentraces utilizadas terem inibido 100% do crescimento
micelial.

O tiofanato-metilico, ndo € toxico por si s, sendo na verdade transformado para
carbendazim, o qual interfere na armacéo da beta-tubulina para a formacdo dos microtubulos
(RODRIGUES, 2006). Bezerra (2007) avaliou a sensibilidade de A. ricini ao principio ativo
carbendazim e obteve uma DEsy de 0,168 pg/ml. No presente trabalho, tiofanato-metilico
apresentou uma eficacia duas vezes maior (0,0873 pg/ml), o que demonstra que o fato do
mesmo ter de ser transformado em carbendazim ndo interfere na sua eficécia, fato esse ja
conhecido (RODRIGUES, 2006).

Os resultados observados no presente estudo, em relacéo a eficicia do principio ativo
procimidone, do grupo das dicarboximidas, foram muito semelhantes aos conhecidos para B.
cinerea (LEROUX, 2007) e aos encontrados por Chagas (2009). A DEs, para A. ricini, variou
de 0,0279 a 0,3125 pg/ml, sendo em média de 0,1809 pg/ml. De acordo com a escala de
Edgington (1971), esse principio ativo também foi considerado altamente eficiente na inibi¢&o
do crescimento micelial de A. ricini. Além disso, os isolados testados apresentaram uma
distribuicdo normal quanto a sua sensibilidade a esse principio ativo (Figura 2) o que indica
que, entre as populacdes dos diferentes locais amostrados, ndo hé indicios do surgimento de

resisténcia.
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Figura 2. Distribuicdo da frequéncia de isolados de Amphobotrys ricini quanto a sensibilidade ao principio ativo
procimidone.
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A determinacdo da sensibilidade basica de A. ricini aos fungicidas procimidone,
tiofanato-metilico, clorotalonil, ciproconazole, propiconazole e fludioxonil é de grande
importancia para 0 manejo do mofo cinzento da mamoneira, porque poderé tanto subsidiar as
empresas detentoras desses produtos, quanto orientar as autoridades competentes no registro
dos mesmos para utilizacdo no controle quimico dessa importante doenca. E, por ultimo, mas
ndo menos importante, podera ser utilizada como base para futuros estudos de monitoramento
do surgimento de resisténcia, evitando assim o uso indiscriminado de fungicidas e reduzindo
0 impacto ambiental da utilizacdo dos mesmos.

Universidade Estadual da Paraiba/Departamento de Biologia



27

6 CONCLUSOES

e Amphobotrys ricini € altamente sensivel aos principios ativos tiofanato-metilico,

procimidone, ciproconazole, propiconazole, fludioxonil e clorotalonil.
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