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RESUMO

LOPES, Ueder Pedro, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, janeiro d®aehdas
do Morangueiro: Etiologia, epidemiologia e sensibilidade a fungicida®rientador:
Laércio Zambolim. Co-Orientador: Olinto Liparini Pereira.

A cultura do morangueiroFragaria x ananassaDuch, tem enfrentado diversos
problemas, dentre os quais destacmos causados por patdgenos. Além de doencas
amplamente conhecidas, como o mofo cinzento, novas doengas vém causando Seérios
danos a cultura. Visando estudar os diversos problemas da cultura do morangueiro, este
trabalho teve por objetivos: i) identificar o agente causal de uma podriddo pds-colheita
em frutos de morango; ii) estudar a dindmica temporal e espacial do vermelhdo do
morangueiro, cuja etiologia é ainda desconhecida; iii) determinar as espé8asytis

gue causam mofo cinzento em morangueiro no Brasil; iv) realizar um levantamento da
situacao atual do uso de fungicidas para controle do mofo cinzento do morangueiro; V)
estudar a sensibilidade de isolados Rlecinereaaos fungicidas dicarboxamidas e
benzimidazois. A fim de identificar o agente causal da podriddo pés-colheita de frutos
de morango, isolados obtidos a partir de frutos sintomaticos foram analisados por meio
de andlises morfolégicas e filogenéticas. Apos a confirmacdo da patogenicidade dos
isolados, foi feita a identificacdo das espécies chimafusicoccum kwambonambiense

e N. parvum Este é o primeiro relato da ocorréncia déeofusicoccum
kwambonambienseo Brasil e o primeiro relato deNeofusicoccunspp. causando
podriddo em morango. O estudo do padrédo de distribuicdo temporal e espacial do
vermelh&o do morangueiro foi realizado em quatro areas de cultivo comercial. Com os
dados de incidéncia da doenca foram construidas curvas de progresso e mapas de

dispersdo, além da analise de agregacédo de plantas pelo teste de ordinario runs. Os
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resultados mostraram que a doenca apresenta comportamento semelhante a uma doence
bidtica com padréo de distribuicdo semelhante ao de doencas que se dispersam na linha
de plantio. Para atingir os demais objetivos, foram obtidos isolados a partir de plantas
com sintomas do mofo cinzento, em diversas propriedades de diferentes cidades nos
estados do Espirito Santo, Minas Gerais e Sao Paulo, totalizando 200 isolados.
Inicialmente, foi realizado um estudo para verificar a ocorréncia de outra espécie de
Botrytis nos campos de cultivo de morango no Brasil. Para isso, foi feita a extracao de
DNA de todos os isolados, seguindo-se a reacdo de PCRrouosrs especificos para

as espécieB. cinereae B. caroliniana Apesar da variacdo morfologica observada entre

os isolados, todos foram identificados cofo cinerea O levantamento sobre as
praticas utilizadas para controle do mofo cinzento do morangueiro foi realizado
diretamente com os produtores, que foram questionados quanto aos produtos utilizados
para o controle da doenca, eficiéncia de controle dos produtos e uso da pratica de
retirada de material doente. Foi possivel observar diversos problemas, destacando-se o
reduzido uso de medidas de controle cultural, o uso de produtos ndo recomendados para
a cultura e o baixo nivel de conhecimento dos produtores. Por fim, foi realizada a
andlise de sensibilidade dos isolados aos principais fungicidas utilizados na cultura
(iprodiona, procimidona e tiofanato-metilico). Para isso, foi utilizado um total de 100
isolados, os quais foram crescidos em meio de cultura contendo diferentes doses dos
fungicidas. Os resultados mostraram que 89% dos isolados foram insensiveis ao
fungicida tiofanato-metilico, 36% ao iprodiona e 54% ao procimidona. Considerando o
namero restrito de fungicidas registrados para o controle do mofo cinzento e a baixa
sensibilidade dos isolados Becinereaa estes produtos, torna-se dificil o0 manejo dessa

importante doenca do morangueiro.



ABSTRACT

LOPES, Ueder Pedro, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, January, 2014.
Strawberry Disease: Etiology, epidemiology and fungicide sensibilityAdviser:
Laércio ZambolimCo-adviser: Olinto Liparini Pereira

The culture of strawberry Fragaria x ananassaDuch, has faced several problems,
among which we highlight those caused by pathogens. In addition to widely known
diseases such as gray mold, new diseases have caused serious damage to the crop. In
order to study the various problems of strawberry culture, this study aimed to: i) identify
the causal agent of a postharvest fruit rot in strawberry , ii) to study the temporal and
spatial dynamics of the redness in strawberry, whose etiology is still unknown; iii)
determine the species of Botrytis that cause gray mold in strawberry in Brazil iv)
conduct a survey of the current situation of fungicides for control of gray mold on
strawberry v) to study the sensitivity of isolatesBofcinereato dicarboxamide and
benzimidazole fungicides. In order to identify the causal agent of post harvest fruit rot
of strawberry, isolates from symptomatic fruits were analyzed by morphologic and
phylogenetic analyzes. After confirming the pathogenicity of the isolates, species
identification asNeofusicoccunkwambonambiensand N. parvumwas taken. This is

the first report of the occurrence Meofusicoccum kwambonambienmsdrazil and the

first report ofNeofusicoccunspp. causing rot in strawberry. By studying the pattern of
temporal and spatial distribution of the redness of strawberry was conducted in four
areas of commercial cultivation. With the data on incidence of disease progress curves
and dispersion maps were constructed, and analysis of aggregation of plants by ordinary

runs test. The results showed that the disease has a similar disease biotic distribution



pattern similar to diseases which are dispersed in the row. To achieve other goals,
isolates were obtained from plants with symptoms of gray mold on various properties of
different cities in the states of Espirito Santo, Minas Gerais and Séo Paulo, totaling 200
isolates. Initially, a study was conducted to verify the occurrence of other species of
Botrytisin the fields of strawberry cultivation in Brazil. For this, the extraction of DNA
from all strains was performed, followed by PCR with the specific specieBand
cinerea and B. caroliniana primers. Despite the morphological variation observed
among isolates , all were identified Bscinerea. The survey on the practices used to
control gray mold on strawberry was performed directly with the producers, who were
asked about the products used for the control of disease, efficiency of these products
and use of the practice of removing diseased material . It was possible to observe many
problems, especially reduced use of cultural control measures, the use of products not
recommended for culture and the low level of knowledge of the farmers. Finally, the
sensitivity analysis of the isolated main culture fungicides (iprodione , procymidone and
thiophanate- methyl) was carried. Thus, a total of 100 isolates were grown in culture
medium containing different doses of the fungicide was used. The results showed that
89% of isolates were insensitive to thiophanate-methyl fungicide, 36% to and 54% to
procymidone. Considering the limited number of fungicides registered for the control of
gray mold and the low sensitivity of isolatesBfcinereato these products , it becomes

difficult to manage this important disease of strawberry.
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DOENCAS DO MORANGUEIRO: ETIOLOGIAEPIDEMIOLOGIA E
SENSIBILIDADE A FUNGICIDAS

1 INTRODUCAO GERAL

O morangueirofragaria x ananass@uch, é uma planta herbacea pertencente a
familia Rosaceae, cultivada em diferentes regibes no mundo. Parte das cultivares
plantadas atualmente s&@o hibridos oriundos de cruzamentos naturais das espécies
Fragaria virginianae Fragaria vesca(Stauct, 1988).

A maior produgdo mundial de morango ocorre nos Estados Unidos, com cerca
de 1.312.960 toneladas em 2011 (Fao, 2013). Na América do Sul, os maiores produtores
sao Brasil, Chile e Argentina (Antunes & Peres, 2013), sendo que no ano de 2011 foram
produzidas cerca de 3.016 toneladas apenas no Brasil. A producdo brasileira esta
concentrada nos estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul e S&o Paulo, embora
outros estados como Santa Catarina, Parana, Espirito Santo, Goias e Distrito Federal
também cultivem o morango.

No Brasil, a cultura do morangueiro tem enfrentado diversos problemas, dentre
0S quais destacam-se 0s causados por patdgenos. Além de doencas amplamente
conhecidas, como o mofo cinzento, novas doencas vém sendo descritas na literatura
(Lopes et al., 2010, Lopes, 2011), algumas ainda com etiologia desconhecida. O
conhecimento dos patdgenos que ocorrem na cultura é extremamente importante, pois
todas as estratégias de manejo dependem do conhecimento da etiologia da doenca.

O mofo cinzento € uma doenca de ocorréncia generalizada em todas as regides
onde se cultiva 0 morango, sendo que no Brasil a doenca é atribuida apenas a espécie

Botrytis cinerea(Costa et al.,, 2011, Lopes, 2011). No entanto, isolados obtidos de



plantas com sintomas do mofo cinzento apresentam grande variabilidade morfolégica,
sugerindo se tratar de outra espécie. Nos EUA, foi verificada a presenca daBspécie
caroliniana causando sintomas do mofo cinzento no morangueiro (Fernandez-Ortufio et
al., 2012). Portanto, a ocorréncia desta espécie em campos de cultivo no Brasil poderia
explicar parte da variabilidade observada entre os isolados obtidos de areas de cultivo
comercial.

O principal método de controle do mofo cinzento no Brasil € o controle quimico.
No entanto, diversos problemas tém sido observados, principalmente a ineficiéncia de
controle de muitos fungicidas. Por isso, é extremamente importante realizar o
levantamento de informacdes acerca do controle desta doenca em condicdes de cultivo
comercial, bem como estudar o comportamento da populacBo adeereafrente aos
fungicidas mais utilizados na cultura. Com estas informacdes, sera possivel identificar
possiveis problemas que vém ocorrendo em condicbes de campo e, assim, otimizar as
estratégias de manejo da doenca.

Neste sentido, a fim de estudar os diversos problemas da cultura do
morangueiro, levantados anteriormente, foi realizado um trabalho com os seguintes
objetivos: i) identificar a etiologia e relatar a ocorréncia de uma podriddo pés-colheita
em frutos de morango no Brasil; ii) estudar a dinamica temporal e espacial do
vermelhdo do morangueiro cuja etiologia é ainda desconhecida; iii) verificar a possivel
ocorréncia de diferentes espéciesBaérytis em condicfes brasileiras; iv) realizar um
levantamento da situacao atual do uso de fungicidas para controle do mofo cinzento do
morangueiro; v) estudar a sensibilidade de isoladosB.deinerea aos fungicidas

dicarboxamidas e benzimidazoéis.
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CAPITULO |

Aceito na Revista Tropical Plant Pathology

Postharvest rot and mummification of strawberry fruits caused by

Neofusicoccum parvuand N. kwambonambiense Br azil

ABSTRACT

In addition to the rots that are commonly found on strawberries, a new disease was
found in 7% of stored fruits during a survey of strawberry diseases at the postharvest
stage. Koch's postulates were satisfied, and the fungi were identifiéebfissicoccum
kwambonambiensand N. parvumbased on morphology and phylogenetic analysis of
the internal transcribed spacers, B-tubulin, RNA polymerase subunit Il and transcription
elongation factor I+ regions. This is the first report of Neofusicoccum
kwambonambiensén Brazil and the first report oNeofusicoccumspp. causing
mummification and postharvest rot of strawberry.

Key words: Botryosphaeriales, Dothideomycetégagaria x ananassa Postharvest

pathology, Stored fruit, Tropical fungi



1 INTRODUCTION

A major problem in the strawberry production chain is the occurrence of fruit rot
caused by fungi, especially at the postharvest stage. In Brazil, the main fungal species
that cause postharvest rot in strawberry Bo&ytis cinereaPers, Rhizopus stolonifer
(Ehrenb.) Vuill., Pilidium concavum(Desm.) Hohn. Geotrichum candidunhink. ard
Colletotrichum sppOthers fungi associated to rotting of strawberry fruit at postharvest
stage areRhizoctonia solanKihn, Phytophthoraspp.,Sclerotinia sclerotiorun{Lib.)
de Bary,Pestalotia longisetul&Guba., Gnomonia comariKarst. andAlternaria spp.
(Costaetal., 2003 Tanakaetal., 2005; Lopes, 20})1

The occurrence of diseases in strawberries varies according to the, region
climate conditions and crop management (Maas, 1998). Moreover, when the symptoms
are similar to those caused by other pathogens, diagnostic errors are common. In such
cases, the damage caused by certain pathogens may be igmoosdrestimated
depending on the situation (Lopetal., 2010; Lopes, 2011). Therefore, the knowledge
regarding the epidemiology and management of the disease depends of its correct
etiologic identification such that postharvest damage to strawberry fruits can be
reduced.

From March 2009 to February 2010, a survey of diseases in strawberry fruits
was performed in the mountainous region of the state of Espirito Santo, Brazil. Fruits
from different commercial plantations were collected and stored at 25 °C and 100%
relative humidity for seven days. In addition to the rots that are commonly found on
strawberries in postharvest, a new fruit rot was verified in 7% of 3.500 stored fruits.

Because the symptoms of this postharvest rot have not been previously reported in



strawberries, the aim of this research was to determine the etiology of this disease in
Fragaria x ananassdased on morphological and molecular approaches.

The initial symptoms of rot were observed from the first to the fourth day of
storage. Initially, the grayish-white mycelium grew, covering the entire fruit, which
gradually became gray to black (Figure 1A and B). The fruits became mummified one
week after the initial observation. The formation of droplets due to leakage of cellular
liquid was commonly observed on the surface of affected fruits (Figure 1C). However,
sporulation not was observed on the surface of infected fruits.

The fungi were isolated on potato dextrose agar (PDA) by removing the tip of
the hyphae from infected fruits. Three isolates were transferred to 2% water agar
medium containing sterilized corn straw to induce sporulation. Single spore isolates
were obtained from the samples, and derived cultures were deposited at the Colecéo de
culturas de fungos fitopatogénicos “Prof. Maria Menezes”, Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE), Brazil (codes CMM 1842, CMM 1845 and CMM 1846).
When the fungi were grown at 25 € petri dishes (9 mm in diameter) containing PDA
medium, colonies of the CMM1842 increased in only three days, whereas the colonies
of the CMM1845 and CMM 1846 grew in entire petri dish in four days. Although
CMM 1842 exhibited a higher growth rate, basblates exhibited maximum growth
between 25 and 30 °C.

Fungal structures were scraped, mounted in drops of lactophenol on microscope
slides and examined under a light microscope. Biometric data were based on 30
measurements of various structures. The hyaline conidia were ellipsoidal to fusiform
and aseptate with thin, smooth walls, measuring 7.5-20 x 2.5-5 um. These
morphological characteristics indicated that the pathogen belongs hetfigsicoccum

parvum/N. ribiscomplex (Pavlic et al., 2009a, 2009b). However, the species of this
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complex show conidial dimensions (length and width) that overlap among species,
which cannot be distinguished based only on morphological characteristics (Pavlic et
al., 2009b). Thus, a molecular characterization of the isolates was performed based on a
combined analysis of the following sequences: internal transcribed spacer (ITS) regions
1 and 2 (including the 5.8S rRNA gene and 28S rDNgjubulin, transcription
elongation factor Ir (TEF1-n) and RNA polymerase subunit IRPB2) (Pavlic et al.,

2009b)

To obtain representative fungal DNA, a single spore-derived culture was grown
on PDA at 25 °C for one week. The genomic material was extracted from
approximately 40 mg of fungal tissue using the Wizard® Genomic DNA Purification
Kit (Promega corporation, WI, U.S.A.) following the protocol described by Pinho et al.
(2012).

The target sequences of the ITS region, 28S rDNA, B-tubulin, TEFle and RPB2
were amplified using the primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’) and
ITS4 (5°-TCCTCCGCTTATTGATATGCS3’) for ITS (White et al., 1990), LROR (5’-
ACCCGCTGAACTTAAGC3’) and LRS (5’-TCCTGAGGGAAACTTCG3’) for the
partial 28S rDNA (Vilgalys & Hester, 1990), Tl (5°-
AACATGCGTGAGATTGTAAGT-3’) and Bt2b
(5’ ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3") for the partial B-tubulin (Glass &
Donaldson, 1995; O'Donnell & Cigelnik, 1997), EF1F (5°-
TGCGGTGGTATCGACAAGGST-3%) and EF2R (5°-
AGCATGTTGTCGCCGTTGAAG?) for the partial TEF1-a (Jacobs et al., 2004) and
5F2 (5°- GGGGWGAYCAGAAGAAGGC3’ and 7cR (5’-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT3’) for the partial RPB2 (Sung et al., 2007; Liu et al.,

1999) following the protocols of Pinho et al. (2013) and Sung et al. (2007).
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Amplification of ITS, pB-tubulin, TEFle and RPB2 produced sequences of
approximately 550, 630, 680 and 860 bp, respectively. The nucleotide sequences were
edited with BioEdit software (Hall, 2012), and the new sequences were deposited in
GenBank. ITS, TEF1y B-tubulin and RPB2 sequences from additional species were
retrieved from GenBank (Table 1).

Consensus regions were compared with the GenBank database using the
MegaBLAST program. The closest hit sequences were aligned using the multiple
sequence alignment program MUSCLE® (Edgar, 2004) and built in MEGA v.5
software (Tamura et al., 2011). All of the ambiguously aligned regions within the
dataset were excluded from the analyses. Gaps (insertions/deletions) were treated as
missing data. The resulting alignment was deposited in TreeBASE
(http://www.treebase.org/) under accession number S13850. The manually adjusted
alignment contained 28 strains and, of the 1781 characters used in the phylogenetic
analysis, 113 were parsimony-informative, 125 were variable and 1655 were conserved.
Although the 28S rDNA sequences were not used in the phylogenetic analyses, they
were deposited in GenBank (accession nos. KC507815 and KC507816).

Bayesian inference (Bl) concatenated analyses employing a Markov Chain Monte
Carlo method were performed with all sequences, first with each gene/locus separately
and later with the concatenated sequences (ITS, BEBAubulin and RPB2). Before
launching the BI, the best nucleotide substitution models were determined for each gene
with MrMODELTEST 2.3 (Posada & Buckley, 2004). Once the likelihood scores were
calculated, the models were selected according to the Akaike Information Criterion
(AIC). The HKY+I model of evolution was used for ITS and TEE Ivhereas GTR+I
was used for RPB2 and B-tubulin. The phylogenetic analysis of the concatenated

alignment was performed on the CIPRES web portal (Miller et al., 2010) using
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MrBayes v.3.1.1 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003). The remainder of the phylogenetic
analysis was conducted as described by Pinho et al. (2012).

The BI analysis showed that the CMM 1842 isolate belongs No
kwambonambiensevhereas CMM 1845 and CMM 1846 belongNoparvum(Figure
2). Neofusicoccum parvuinnfects a broad range of hosts in a wide range of botanical
families (Pavlic et al., 2009a, 2009b; Sakalidis et al., 2011; Farr & Rossman 2013), and
in Brazil, it was recently reported as a pathogen in mango (Costa et al., 2010; Marques
et al., 2013).Neofusicoccumkwambonambienséas been described iGorymbia
torelliana, Eucalyptus dunniiand Syzygium cordatuniPavlic et al., 2009a, 2009b;
Sakalidis et al., 2011; Farr & Rossman, 2013) but has not yet been reported in Brazil
(Mendes & Urben, 2013).

Fungi of theNeofusicoccungenus have not been reported to infect strawberry. Only
the Fusicoccurdike anamorphic funguBotryosphaeria obtuséSchwein.) Shoemaker
(teleomorph: Botryosphaeria-like) is known to cause fruit blotch in strawberry (Gubler
& Converse, 1993); however, the fungus found in this research is morphologically
distinct fromB. obtusa(Shoemaker, 1964). In addition, a MegaBLAST search of the
nucleotide sequence database (GenBank) using the ITS sequence show that our isolates
of strawberries have only 87% identity wigh obtusaand belong tdNeofusicoccuma
genus recently separated fr@uotryosphaerigCrous et al., 2006).

To verify the pathogenicity of the fungusp@n-diameter plugs of the isolates CMM
1842, CMM 1845 and CMM 1846 (single spore-derived cultures) from three-day-old
cultures grown on PDA were inoculated under the intact surface of sixty fruits (twenty
for each isolate) of strawberry fruits of the cultivar ‘Camarosa’, which is widely
cultivated in Brazil. An agar plug was deposited in twenty control fruits. The fruits were

maintained at 25 °C in plastic trays with individual compartments. Inoculated fruits
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showed symptoms that were similar to those initially observed, i.e., mycelial growth
was observed on the fruit surface at day one, and mummified fruits were observed at
seven days after inoculation (Figure 1D) in all evaluated fruits. The control fruits
showed no symptomsNeofusicoccumspp. was successfully reisolated from the
symptomatic fruits.

To our knowledge, this is the first report Mf kwambonambiens@& Brazil and the
first report of Neofusicoccumspp. causing postharvest rot and mummification of
strawberries. The presence of both spe@psesents new thredts strawberries crop in
tropical areas where the climate favors their development. Therefore, control strategies
should be investigated, especially Mrparvum which causes serious damage to others
important crops (Pavlic et al., 2009a, 2009b; Sakalidis et al., 2011; Farr & Rossman,

2013).
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Table 1. GenBank accession nhumbersNegofusicoccunspp. DNA sequences used in

the phylogenetic analysis.

Species Isolate ITS* BT** EF*** RPB2****

N. parvum CMM1846 KC507812 KC507806 KC507809 KC507803
N.kwambonambiense CMM1842 KC507813 KC507807 KC507810 KC507804
N. parvum CMM1845 KC507814 KC507808 KC507811 KC507805
N. parvum CMWO071 AY236938 AY236909 AY236880 EU339571
N. parvum MUCC676 EU339545 EU339482 EU339519 EU339568
N. parvum CMWO9080 AY236942 AY236916 AY236887 EU339572
N. parvum MUCC211 EU301017 EU339480 EU339517 EU339566
N. parvum MUCC673 EU339553 EU339483 EU339520 EU339570
N.kwambonambiense MUCC210 EU301016 EU339478 EU339515 EU339564
N.kwambonambiense MUCC157 EU339522 EU339479 EU339516 EU339522
N.kwambonambiense CMW14123 EU821924 EU821864 EU821894 EU821954
N. cordaticola CMW14124 EU821925 EU821865 EU821895 EU821955
N. cordaticola CMW14056 EU821903 EU821843 EUS821873 EU821933
N. cordaticola CMW14054 EU821906 EU821846 EU821876 EU821936
N. batangarum CMW28320 FJ900608 FJ900635 FJ900654 FJ900616
N. batangarum CMW28637 FJ900609 FJ900636 FJ900655 FJ900617
N. umdonicola CMW14079 EUS821915 EU821855 EU821885 EU821945
N. umdonicola CMW14127 EU821926 EU821866 EU821896 EU821956
N. umdonicola CMW14096 EU821913 EU821853 EU821883 EU821943
N. ribis CMW7772 AY236925 AY26906 AY236877 EU339554
N. ribis CMW7773 AY236936 AY236907 AY236878 EU339555
N. occulatum MUCC232 EU301031 EU339473 EU339510 EU339559
N. occulatum MUCC270 EU339529 EU339471 EU339508 EU339557
N. occulatum MUCC296 EU301034 EU339475 EU339512 EU339561
N. karanda MUCC247 EU301028 EU339476 EU339513 EU339562
N. karanda MUCC125 EU339525 EU339477 EU339514 EU339563
N. australe CMW6837 AY339262 AY339254 AY339270 EU339573
N. australe CMWO9072 AY339260 AY339252 AY339268

*Internal transcribed spacersBttubulin; ***Transcription elongation factor a-
regions; **** RNA polymerase subunit II.
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Figure 1: Symptoms of rot caused bMeofusicoccumspp. at various stages of
development (A). Mycelium oNeofusicoccunspp. under the surface of fruits (B).
Extravasation of the cell liquid (C). Pathogenicity test showing rot at an early stage of

development (left) and mummified fruit (right) (D).
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Figure 2: Multilocus phylogenetic tree inferred from Bayesian analysis using the ITS,
B-tubulin, EF40 and RPB2 regions. Bayesian posterior probability values are indicated
at the nodes. Strain numbers are indicated after species names, and the specimens used

in this study are highlighted in boltleofusicoccum australeepresents the outgroup

taxon.
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CAPITULO Il

Andlise temporal e espacial do vermelhdo do morangueiro

RESUMO

O vermelh&o do morangueiro (VM) é uma doenca de etiologia desconhecida que
vem comprometendo a producdo de morango no Brasil. Visando gerar mais
informacgBes acerca da doenca, foi realizado um estudo em quatro diferentes areas de
plantio comercial no estado do Espirito Santo, com objetivo de estudar o padrdao de
distribuicdo temporal e espacial da doenca. A area | foi analisada aos 78, 90, 99, 106 e
120 dias ap6s o plantio (dap), a area Il aos 78, 90, 99 e 106 dap e as areas lll e IV, aos
120 dap. A cada avaliacdo foram quantificados o nimero de plantas doentes na linha e o
namero total de plantas. Estes valores foram usados para a elaboracdo de mapas de
dispersédo da doenca e o calculo do padrdo de distribuicdo de plantas doentes, pelo
método de ordinario runs. Foi verificado, pela andlise de mapas de dispersdo, que
plantas de morangueiro com sintomas do VM se concentraram em focos, que seguiam
principalmente o sentido da linha de plantio, conforme também mostrado pela analise
de ordinario runs. A agregacdo tendeu a ser maior a medida que a incidéncia da doenca
aumentou. O padrédo de distribuicdo das plantas apresentando sintomas do VM se
assemelha ao de doencas ja conhecidas, sugerindo que a doenca é causada por um

patogeno que se dissemina principalmente ao longo das linhas de plantio.
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1 INTRODUCAO

A cultura do morangueird;ragaria X ananassaDuch, é suscetivel a diversas
doencas causadas por fungos, virus, nematoides, bactérias e fitoplasmas (Maas, 1998,
Costa et al., 2003). Nos ultimos anos, uma doenca conhecida popularmente como
vermelhdo do morangueiro (VM), de etiologia indefinida, tem sido relatada como uma
das principais doengas na cultura do morangueiro no Brasil, com ocorréncia nos estados
do Espirito Santo, S&o Paulo, Parana, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, e no Distrito
Federal (Henz et al., 2009).

Plantas com VM apresentam, inicialmente, folhas baixeiras com coloragéo
vermelha intensa, que progride para as folhas mais novas. Além disso, pode ser
observada necrose em folhas mais novas e no calice de frutos em formacéo e adultos. O
crescimento da parte aérea e do sistema radicular fica comprometido, reduzindo a
producdo e muitas vezes levando a morte das plantas, com danos que ultrapassam 0s
80% (Henz et al., 2009).

Os sintomas da doenca tém sido associados aos mais diversos patdégenos, como
fungos Pestalotia longisetul&uba,Fusariumspp.,Colletotrichumspp.), nematoides e
virus. No entanto, os diversos ensaios visando identificar o0 agente causal biotico para a
doenca fracassaram, sendo que até o0 momento nao se pode afirmar nada a respeito dest:
doenca. Devido a falta de informacédo sobre o VM e considerando o agravamento do
problema nas regides onde o VM tem sido relatado, uma nova abordagem tem sido feita
com estudos de epidemiologia. A analise do desenvolvimento da doenga tanto no tempo
como no espaco fornece uma ideia do comportamento da doencga sob diferentes

situacOes, mostrando diferentes padrdoes de desenvolvimento, que podem ser reflexos do
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agente causal ou da interacdo entre agente causal, ambiente, hospedeiro e a atuacdo dc
homem no manejo da cultura (Jesus Junior et al., 2004, Bergamin Filho et al., 2004).

Um aspecto importante quando se estuda doencas em plantas é o padrdao de
distribuicdo de plantas infectadas nos campos de cultivo, ou seja, como as plantas
doentes encontram-se dispostas em relacdo as demais (Gilligan, 1982). A analise de
padrbes espaciais permite fazer inferéncias acerca do comportamento da doenca ao
longo da estacdo de cultivo, presenca de vetores e influéncia de fatores ambientais
(Madden et al., 1995, Bergamin Filho et al., 2004). Entretanto, o estudo do padrao de
distribuicAo da doenca para inferir sobre a natureza do agente causal, biético ou
abidtico, é ainda pouco discutido.

Doencas de causas bidticas possuem padrdo de distribuicio bem definido,
principalmente no que diz respeito ao padrao espacial e temporal. No entanto, é preciso
ter em mente que um padrdo agregado nem sempre implica em causa bidtica, pois
varios outros fatores podem estar interferindo na distribuicdo da doenca em campos de
cultivo (Laranjeira et al., 1998).

Tendo a premissa de que doencas bibticas de causas desconhecidas se
comportam de forma semelhante a doencas de causas bidticas amplamente conhecidas
na literatura, o estudo da epidemiologia de doencas desconhecidas nos permite fazer
inferéncias antes mesmo de desvendar sua etiologia. Diante disso, este trabalho teve
como objetivo estudar a dindmica espacial e temporal de plantas de morangueiro com

sintomas do VM em plantios comerciais.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Caracterizacdo das areas

Foram avaliadas quatro areas de cultivo comercial de morango, localizadas no
municipio de Santa Maria do Jetiba - ES (area 1:12025,54" S e 4®%8' 58,43" O;
area ll: 2012' 20,34" S e 4B1' 17,32" O; area lll: 22" 45,43" S e 4®5' 37,33" O;
area IV: 20°11'655,89"S e 41° 0'4,35" O).

Nas quatro areas foram cultivadas plantas de morangueiro, com espacamento
de 0,35m entre plantas, 0,35m entre linhas e 0,30m entre canteiros. Nas areas | e Il foi
plantada a cultivar 'Oso Grande' e nas areas Il e IV a cultivar 'CamarosataNa &
foram avaliados 15 canteiros com duas linhas de 82 plantas cada, totalizando 2460
plantas. Nesta area, cada canteiro foi coberto com um plastico leitoso, no sistema de
cultivo protegido em tunel baixo. Nas areas I, Il e IV foi utilizado o sistema de cultivo
em campo aberto. Na &rea Il foram avaliadas 200 plantas distribuidas em seis linhas de
plantio; na &rea Ill, 1800 plantas em oito linhas; e na area IV, 570 plantas distribuidas
em quatro linhas. Os tratos culturais como adubacéo, irrigacdo, controle de pragas e

doencas e colheita foram realizados de acordo com a necessidade da cultura.

2.2 Andlise da dinamica da doenca

Andlise temporal do VM - Visando avaliar a dindmica temporal da doenca foram
realizadas avaliagdes da incidéncia do VM aos 78, 90, 99, 106 e 120 dias apos o plantio
(dap) na area |, e aos 78, 90, 99 e 106 dap na area ll.

Analise espacial do VM- Para avaliagdo da dindmica espacial da doenga foram
realizadas avaliagbes da incidéncia do VM aos 78, 90, 99, 106 e 120 dap na area |, aos

78, 90, 99 e 106 dap na area ll, e aos 120 dap nas areas lll e IV. Foi quantificado o

22



namero total de plantas na linha de plantio e, em seguida, o numero de plantas
apresentando o sintoma do VM na mesma linha de plantio. O padréo de distribuicdo
espacial de plantas infectadas foi estudado pela analise de mapas de dispersdo e de
ordinario runs.

Mapas de dispersao Para estudar o padréo espacial e temporal de plantas com VM na
area |, foram gerados mapas de dispersédo aos 78, 90, 99, 106 e 120 dap, utilizando a
extensad@patial Analysiglo software Arcgis®.

Ordinario Run - Um Run é definido como uma sucessdo de um ou mais simbolos
idénticos, que sdo seguidos e precedidos por um simbolo diferente, em uma sequéncia
ordenada de dois tipos de simbolos (neste caso, plantas doentes e sadias). De acordo
com essa analise, é possivel avaliar a agregacao das plantas em determinada area, pelc
calculo do numero de runs observado (U), nimero de runs esperado (U (E)) e desvio
padrdo para a distribuicdo normaf)( Apés estes célculos, foi aplicado o teste normal

Z, sob a hipétese de que plantas doentes foram distribuidas aleatoriamente. Valores de
Zr menores do que -1,64 (p = 0,05) indicam a rejeicao da hipétese de aleatoriedade, em
favor de uma hipétese alternativa, onde plantas doentes encontram-se agregadas (Rao et

al., 2007, Madden et al., 1982).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 78 dap, 7,6% das plantas da area | apresentavam sintomas do VM,
chegando a 49,5% aos 120 dap (Figura 1A). Na area Il, 38,5% das plantas ja
apresentavam sintomas da doenca aos 78 dap, alcancando 80% de incidéncia aos 106

dap (Figura 1B).
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Figura 1: Curva de progresso do vermelhdo do morangueiro nas areas | (A) e 1l (B).

Pela andlise do mapa de dispersdo da doenca na area | (Figura 2) foram
observados focos de plantas doentes, os quais seguiram principalmente o sentido das
linhas de plantio, sendo mais definidos a partir dos 99 dap (Figura 2C). A maior
concentracdo de plantas doentes foi observada no centro do foco, diminuindo em

direcdo a borda. Foi possivel definir dois focos principais, um passando pelo meio da

area e outro na borda inferior.
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""" 5 Densidade de plantas
ooy : Infectadas por m? de érea

D nenhuma - 5 plantas
:I 1 planta - 6 plantas
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I: 3 plantas :l 8 plantas
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Figura 2: Densidade (plantasfinde plantas de morangueiro com sintomas do VM, aos

78 (A), 90 (B), 99 (C), 106 (D) e 120 (E) dias ap0s o plantio na area |.

Foram constatados agrupamentos significativos de plantas doentes ao longo das
linhas de plantio aos 78, 90, 99, 106 e 120 dap na éarea |, aos 78, 90, 99 e 106 dap na
area Il e aos 120 dap nas areas lll e IV, como pode ser observado pelos valores de Zr < -
1,64 (tabela 1). A maior agregacao foi verificada na area lll, cujos valores de Zr foram
em torno de -10,0, indicando que as plantas doentes estavam fortemente agregadas.

O numero de linhas de plantio com distribuicdo agregada aumentou a medida
gue se aumentou a incidéncia da doenca, conforme o esperado. Na area |, 10% das
linhas apresentaram agrupamentos significativos quando a incidéncia foi de 7,8%. Esse
valor aumentou para mais de 20% quando a incidéncia foi de 49,5% (Figura 3A).

Comportamento similar foi observado na area Il, na qual 16% das linhas apresentaram
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agrupamentos significativos quando a incidéncia foi de 38,5%, passando para 33%
qguando a incidéncia foi de 80% (Figura 3C).

Além do aumento do numero de linhas apresentando plantas com distribuicdo
agregada, as plantas doentes se apresentaram mais fortemente agregadas dentro de
linha, @ medida que a incidéncia foi aumentando. Isto foi observado na area |, onde os
valores médios de Zr passaram de -2,5 (quando a incidéncia foi de 7,8%) para -3,16
(quando a incidéncia foi de 49,5%). Da mesma forma, na area Il o valor de Zr passou

de -1,9 para -2,4 quando a incidéncia aumentou de 38,5% para 56,5% (Figura 3 B e D).
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Figura 3: Porcentagem de linhas de plantio apresentando agrupamentos significativos
de plantas com VM nas areas | (A) e Il (C) e valores médios de Zr nas linhas com

agrupamentos significativos nas areas | (B) e Il (D), em diferentes niveis de incidéncia .
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A agregacéao de plantas doentes no campo é comum, independente de sua causa
(Upton & Fingleton, 1985). No caso de doencas abidticas, a agregacdo ocorre em
funcdo do microclima, enquanto que nas doencas bioticas, a causa da agregacdo € a
presenca de plantas doentes ao lado de plantas sadias, servindo como fonte de inoculo.
A agregacao entre plantas de morangueiro apresentando sintomas do VM foi observada
nas linhas de plantio nas quatro areas avaliadas. Esta agregacdo tende a ser maior a
medida que se aumenta a incidéncia de plantas doentes. De fato, para que a agregacao
seja detectada, € necessario que ocorra um numero de individuos doentes lado a lado.
Doencas de causas bidticas necessitam de um limiar de incidéncia maior para que seja
possivel detectar a agregacdo, enquanto que doencas de natureza nao infecciosa
requerem baixos valores de incidéncia para essa deteccao (Laranjeira et al., 1998). Isso
foi observado em trabalhos cdatytomonasem dendezeiro (Van De Lande, 19@3)
em estudos d®lun pox virusem pessegueiros, sendo que neste caso foi verificada a
agregacéo somente quando a incidéncia se encontrava em valores em torno de 23 a 52%
(Gottwald, 1995).

Areas com maior densidade de plantas doentes sio observadas principalmente
no sentido da linha de plantio, onde séo feitos os tratos culturais e onde estdo instalados
0s tuneis plasticos sobre os canteiros, como € o caso da area |. Este padrao de
distribuicdo ao longo das linhas é semelhante ao observado com a meleira do mamoeiro,
que tende a ser fortemente agregada no sentido das linhas de plantio, onde os tratos
culturais séo realizados (Vidal et al., 2004).

Neste estudo foram detectadas a formacéo e a expanséao dos focos da doenca ao
longo da linha de plantio. Como né&o foi detectada a presenga de nenhum microclima ou
condicdo ambiental que pudesse estar associada a alteracédo destas plantas, acredita-se

que os sintomas apresentados sejam devido a infeccdo causada por algum patdégeno
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disperso principalmente no sentido das linhas de plantio, levando a formacéo do padréo
de agregacdo observado. Tal dispersdo pode ser feita por insetos ou pelo proprio
homem, por meio dos tratos culturais como limpeza, pulverizacdo, colheita ou mesmo
pela simples passagem entre os canteiros. Além disso, o0 uso do tunel baixo em cultivos
de morangueiro favorece a dispersao ao longo da linha de plantio, pois tende a dificultar
a disperséo do indculo ou do vetor para as linhas de outros canteiros.

Sintomas semelhantes aos observados no VM tais como vermelhiddo,
desenvolvimento reduzido do sistema radicular e baixa producdo levando a morte das
plantas foram observados em diversas cultivares analisadas nos Estados Unidos, as
guais se encontravam infectadas por virus (Martin & Tzanetakis, 2013).

De acordo com nosso estudo, o padrdo de distribuicdo temporal e espacial de
plantas de morangueiro com sintomas de VM se assemelha ao de doencas de etiologia
ja conhecida, sugerindo que a doenca é causada por um patdégeno que se dissemina

principalmente no sentido das linhas de plantio.
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Tabela 1 Valores de Z calculados para analise de Runs (Zr) em diferentes linhas de plantio (LP) nas areas I, Il, lll e IV.

Area | Area Il Area lll Area IV

LP N Zr(78) 2zr(90) zr(99) zr(106) zr(120) P N zr(78) zr(90) zr(99) zr(106) LP N Zr(120) LP N Zr(120)
1 82 -2.22* -2.26 -0.17 0.11 -0.92 1 45 -0,37 -0,9 -0,9 -1,79 1 211 -7.87 1 138 1,38
2 82 -2.93 -3.20 -2.17 -3.05 -4.94 2 45 -0,04 1,24 1,71 1,41 2 211 -10.21 2 138 -3,73
3 82 -0.90* 0.37 0.11 0.54 -1.18 3 3 -049 -2,01 -1,63 -2,22 3 230 -10.64 3 147 -2,44
4 82 1.13 -0.03 -2.27 -2.43 -2.82 4 35 -19 -0,93 -2,4 -1,6 4 230 -11.69 4 147 -3,91
5 82 1.13 -0.56 -0.58 0.13 -1.44 5 20 0,28 0,23 -0,3 0,71 5 220 -11.55

6 82 1.60 0.69 -1.47 -0.53 0.66 6 20 -1,15 -1,15 -0,19 2,71 6 220 -9.38

7 82 1.13 1.55 0.13 -1.05 -1.60 7 239 -12.45

8 82 1.13 1.13 -0.88 -1.27 -1.47 8 239 -12.32

9 82 3.40 1.13 0.28 0.01 -0.15

10 82 1.60 1.23 1.13 -0.90 -1.08

11 82 1.23 -0.90 -0.27 0.41 0.25

12 82 0.00 1.13 0.11 -1.12 -1.44

13 82 -1.24 -0.68 -2.83 -1.67 -0.88

14 82 1.13 0.01 -0.24 -3.09 -2.77

15 82 1.68 1.21 -0.43 0.93 0.78

16 82 1.13 1.81 -0.49 -1.52 -1.08

17 82 1.89 -0.07 0.70 -1.68 -1.52

18 82 0.01 -0.48 -0.78 -3.46 -2.27

19 82 0.32 -1.00 0.70 1.95 1.15

20 82 -2.22 -2.04 0.34 0.81 0.25

21 82 1.13 -1.25 -0.58 0.08 -1.12

22 82 1.13 -0.03 -1.83 -1.15 -0.77

23 82 -1.24 -0.90 0.15 -1.44 -0.96
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24 82 113 1.13 -1.62 -0.30 0.36
25 82 -0.14 -0.56 0.37 0.25 -0.14
26 82 113 1.24 -1.95 -0.55 -0.51
27 82 -0.22 -0.29 -0.68 -0.76 -1.89
28 82 123 1.17 -1.27 -0.22 -1.28
29 82 0.75 0.11 0.12 0.00 -0.09
30 82 -1.62 -2.52 -4.12 -4.31 -4.31

* Padrao de distribuicdo aleatério; ** Padrédo de distribuicdo agregado
N — NUmero total de plantas na linha de plantio;

Zr - Valores < -1,64 indicam padrao agregado pelo teste de ordinarigprar@s)



CAPITULO Il

Prevaléncia de espécies dgotrytisem campos de producéo de

morango no Brasil

RESUMO

O fungo Botrytis cinereatem sido relatado como o agente causal do mofo
cinzento do morangueiro no Brasil. No entanto, uma outra espécie denorBinada
carolinianafoi identificada nos Estados Unidos (EUA), causando esta doenca. Visando
verificar a ocorréncia e prevaléncia destas espécies de Botrytis em lavouras de
morangueiro no Brasil, foi realizado um levantamento em 18 cidades, nos estados do
Espirito Santo, Minas Gerais e Sdo Paulo. Amostras de folha, fruto ou flor com
sintomas do mofo cinzento foram coletadas e levadas ao laboratorio, onde foi feito o
isolamento monospérico e o armazenamento em silica, obtendo-se um total de 200
isolados. A observacao morfolégica revelou uma grande variabilidade entre os isolados,
no que diz respeito a cor da colbnia, quantidade de esporulacdo e producdo de
esclerodios. A fim de confirmar as espécies, foi realizada a extracdo do DNA dos
isolados e a amplificacdo por meio de PERIymerase Chain Reactipnutilizando
primers especificos para as espéckescinereae B. caroliniana Apesar da grande
variabilidade morfolégica observada entre os isolados, todos perteceram a Bspécie
cinereg que possui prevaléncia de 100% das areas avaliadas. A é3péareliniana

nao foi encontrada em nosso estudo.
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1 INTRODUCAO

O mofo cinzento, causado pelo funBotrytis cinereaPers.:Fr, € uma doenca
muito comum, afetando cerca de 200 espécies de diversas familias botanicas, dentre as
quais se encontram fruteiras, hortalicas, ornamentais e plantas silvestres (Staats et al.,
2005, Williamson et al., 2007, Elad et al., 2007a). O mofo cinzento do morangueiro
(Fragaria x Ananassg € considerado a principal doeng¢a da cultura no Brasil, causando
danos significativos, desde a fase de producdo no campo até a fase de pos-colheita
(Lopes, 2011, Costa et al., 2011, Costa et al., 2003).

Além da sua agressividade, o patdgeno se destaca pela alta adaptabilidade, sendo
encontrado em areas tropicais, subtropicais, temperadas secas e Umidas (Elad et al.,
2007b). Uma grande variabilidade tem sido observada entre isoladscoereano
que diz respeito a aparéncia da colbnia, esporulacdo em meio de cultura, sensibilidade a
fungicidas, producédo de esclerédios, dentre outras. A variabilidade genética dentro da
espécieB. cinereaji foi observada em diversos trabalhos, sendo considerada uma
variabilidade natural da espécie, inclusive sugerindo, em alguns casos, a separacdo em
grupos dentro da espécie (Fournier et al., 2005, Giraud et al., 1999, Giraud et al., 1997).

No entanto, a variabilidade observada também pode estar relacionada a
existéncia de outras espécies, até entdo de ocorréncia desconhecida. No Brasil, até o
momento, a Unica espécie conhecida causando o mofo cinzento do morandgieiro €
cinerea Em trabalhos realizados na Carolina do Sul e do Norte (EUA) foi verificada,
por meio de analises morfologicas e moleculares, a presenca de outra &syégis,
caroliniang causando mofo cinzento em amora (Li et al., 2012a). Esta espécie foi
também relatada em frutos de morangueiro, mostrando sintomas idénticos ao mofo

cinzento causado pd@. cinereana cultura (Fernandez-Ortuiio et al., 2012). Trabalhos
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avaliando a prevaléncia d& carolinianaem plantios de morango e amora na Carolina

do Norte e do Sul demonstraram a ocorréncia deste fungo infectando as duas culturas,
embora sua ocorréncia seja mais generalizada em campos de cultivo de amora (Li et al.,
2012b).

Portanto, acredita-se que a variabilidade observada entre isolados de Botrytis
causando o mofo cinzento do morangueiro pode ser devido a ocorréncia de outra
espécie. Diante disso, o nosso objetivo foi verificar a prevaléncia das espécies de
Botrytis causando mofo cinzento em morangueiros em diferentes regides produtoras no

Brasil.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéo dos isolados

Os isolados d®otrytis foram obtidos de morangueiros com sintomas do mofo
cinzento, provenientes de plantios comerciais em diferentes cidades dos estados do
Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG) e Sao Paulo (SP), nos anos de 2011, 2012 e
2013 (tabela 1). Em cada lavoura, foi coletada uma amostra de folha, fruto ou flor. As
amostras foram colocadas em sacos plasticos devidamente identificados e levadas ao
laboratério para posterior isolamento. Trés isoladoBdeinerea(CA25, CB17 e
WM6) e trés deB. caroliniana(CA3, CB15 e WM4), obtidos originalmente de amora
(Li et al., 2012a), e um isolado &e caroliniana(BC11HP33) obtido de morango (Li et
al., 2012b) foram incluidos neste trabalho. Estes isolados, previamente identificados (Li

et al., 2012a), foram utilizados em nosso trabalho como "isolados referéncia”.

35



Tabela 1 Relacdo e origem dos isoladosRl#rytis analisados.

Estado Cidade Numero de isolados
. Domingos Martins 5
E;g:]rtléo Santa Maria do Jetiba 4
Venda Nova do Imigrante 7
Alfredo Vasconcelos 44
Barbacena 4
Ressaquinha 20
Carandai 5
Senador Amaral 31
. Bom Repouso 33

Minas

Gerais Pogso Alegre 12
Estiva 13
Cambui 4
Coimbra 2
Ervalia 1
Vicosa 2
Sé&o Miguel do Anta 1
Sao Paulo At'k.)a'a 5
Jarinu 7

2.2 Isolamento e armazenamento dos isolados

Para isolamento monosporico, conidios foram coletados na superficie do
material infectado apresentando intensa esporulacdo e colocados em 1 mL de agua
destilada estéril contendo 1% Tween 60. Cerca deuR0fa suspensado de conidios
foram espalhados em uma placa de petri (90 mm de diametro) contendo meio agar-agua
e estreptomicina (10Qg/mL). Apds incubacdo a 22 °C por 24-36 h, trés esporos
germinados foram coletados e transferidos para placas de petri contendo meio Batata
Dextrose Agar (BDA). Das trés coldnias obtidas, uma foi escolhida e armazenada para
estudos posteriores. Os isoladoBaérytis foram armazenados em silica e mantidos a 5

°C (Alfenas & Mafia, 2007).
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2.3 Extracao do DNA e amplificacdo por PCR

O DNA gendmico foi extraido e as amostras quantificadas em espectrofotdmetro
(Nanodrop), diluidas para a concentracéo final de 50Lflge estocadaa -20°C para
uso posterior. A identificacdo das espécies foi feita por meio de PCR, utilizamdos
cujo alvo € uma sequéncia parcial do gene gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(G3PDH), G3PDHF1 (5’- GGACCCGAGCTAATTTATGTCACGT3’) e G3PDH-F2
(5’- GGGTGTCAACAACGAGACCTACACTS3’), especificos para B. carolinianae B.
cinereg respectivamente, em combinacdo compmamer reverse G3PDR (5’-
ACCGGTGCTCGATGGGATGATS?’) (Li et al., 2012b).

A amplificagéo foi realizada em um volume total de reagédo dd_26ontendo
tampéao de reacdo, dNTRsjmersfoward e reverse Taq DNA polimerase e 50 ngd
DNA fangico. O programa para amplificar o fragmento de G3PDH foi: 94 °C por 3
min (1 ciclo); 94 °C por 30 s, 56 °C por 30 s e 72 °C por 1 min (32 ciclos); e 72 °C
durante 5 min (1 ciclo). Os produtos amplificados foram separados em gel de agarose

1%, corados com brometo de etidio e visualizados sob luz UV.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram obtidos 200 isolados 8etrytis provenientes de 18 cidades nos estados

do Espirito Santo, Minas Gerais e Sao Paulo. Os diferentes isolados, crescidos em meio
de cultura BDA a 22C, apresentaram grande variabilidade, conforme mostrado na
Figura 1. Diversas variacbes foram observadas, sendo a maioria enquadrada nas
seguintes descricoes: i) Isolados apresentando micélio claro e auséncia de esporulacao,
podendo ser acompanhado da producdo de esclerédios; ii) Isolados apresentando pouca
até intensa producédo de esclerédios, com presenca ou auséncia de esporulacao; iii)

Isolados apresentando de escassa até intensa esporulacao.
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Figura 1: Isolados déBotrytiscom 20 dias de idade em meio BDA a°@2lustrando a
variabilidade morfolégica observada entre eles. (A) LPP-B116; (B) LPP-B128; (C)
LPP-B123; (D) LPP-B112; (E) LPP-B122; (F) LPP-B130; (G) LPP-B107; (H) LPP-
B103; () LPP-B115; (J) LPP-B106; (K) LPP-B117; (L) LPP-B105; (M) LPP-B121; (N)

LPP-B102; (O) LPP-B119; (P) LPP-B110.

A analise molecular, realizada por meio da amplificagdo do fragmento do gene

G3PDH, utilizandoprimers especificos, revelou a presenca de um fragmento de 238
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pares de bases (pb) para todas as 200 amostras avaliadas, correspondendoBa espécie

cinerea(Fig. 2).

536 bp =i
238 bp m=p

536 bp
238 bp WM EARERREN CBERRER R EEE e e

536 bp w=p
238 bp ==

Figura 2: Amplificacdo do fragmento do gene G3PDH com o conjuntgriteers
G3PDH-F1, G3PDH-2 e G3PDH-R, seguido por uma eletroforese em gel de agarose a
1%. Ca3 B. caroliniang e Wm6 B. cinerea sido os “isolados referéncia”. A figura

mostra a analise de 124 isolados dos 200 obtidos.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que, apesar da grande
variabilidade morfolégica entre os isolados de Botrytis, todos pertencem a é3pécie
cinerea Li et al. (2012a) também observaram grande variabilidade morfolégica dentro
da espécia.cinereaquando crescidos em meio BDA, principalmente com relacdo a
abundante ou escassa esporulacao.

Diversos trabalhos tém relatado a variabilidade genétic®.eanerea que é
expressa na forma de individuos com diferentes graus de sensibilidade a fungicidas,
requerimentos climéaticos diferenciados, diferentes capacidades de crescimento e
reproducéo, dentre outras (Fournier & Giraud, 2008, Giraud et al., 1997). Neste estudo,

a alta variabilidade observada entre os isolados se deve a uma variabilidade natural da
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espécie. Portanto, a prevaléncia da espgcanereaé de 100% das areas de cultivo de

morango analisadas, uma vez que a esfaaroliniananao foi encontrada.
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CAPITULO IV

Levantamento do uso de fungicidas no controle do mofo cinzento do

morangueiro

RESUMO

O controle quimico € uma das estratégias mais utilizadas para manejo do mofo cinzento
do morangueiro, causado pelo funBotrytis cinerea No entanto, existem diversos
problemas associados ao controle quimico, cammntaminagdo de alimentos e falhas

de controle. Visando evitar tais problemas e propor um melhor manejo desta doenca, foi
realizado um levantamento de informacdes acerca do controle quimico do mofo
cinzento em alguns estados brasileiros. Foram visitadas 200 propriedades, onde foi
avaliada a pratica de retirada de material doente da lavoura. Apenas 12,5% das
propriedades aplicam esta pratica de maneira adequada. O uso do controle quimico da
doenca foi avaliado em 123 propriedades, sendo utilizado em 98,5% dos casos. O
fungicida procimidona € utilizado em 66,0% das propriedades, seguido por iprodiona
(37,4%), tiofanato-metilico (35,8%) e o formulado pirimetanil + iprodiona (0,8%). A
rotacdo de fungicidas com diferentes principios ativos é pouco utilizada, principalmente
devido ao numero restrito de principios ativos registrados. Tais informacdes mostram
que as técnicas de manejo do mofo cinzento que estdo sendo aplicadas em cultivos
comerciais ndo sao adequadas, possivelmente em funcdo do baixo nivel de
conhecimento dos produtores e de uma assisténcia técnica deficiente. Por essa razao, é
necessario que sejam adotadas medidas de conscientizacédo, além do treinamento de
produtores e técnicos e, principalmente, o registro de novos fungicidas com diferentes
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modos de acdo, para que o manejo da doenca possa ser realizado de maneira mais

efetiva.

1 INTRODUCAO

O controle quimico € utilizado nas mais diversas culturas, sendo uma das
principais estratégias para controle de doengas de plantas. No caso do mofo cinzento do
morangueiro causado pelo fung@motrytis cinereaPers.:Fr, o controle quimico é a
principal estratégia de controle (Costa et al., 2011, Costa et al., 2003), visto que nao
existem cultivares de morangueiro resistentes ao patdgeno, registradas no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (Mapa, 2014).

Uma das maiores preocupacdes relacionadas ao controle quimico de doencas de
plantas € a contaminacdo ambiental, de aplicadores e consumidores (Koler, 1998
Zambolim et al., 1970). O morangueiro tem sido apontado como uma das hortalicas
com oS maiores problemas de contaminagdo por agroquimicos, seja pelo uso de
produtos ndo registrados para a cultura, ou por residuos acima do limite maximo
permitido (Anvisa, 2014).

Além dos problemas de contaminacdo dos alimentos por agroquimicos, a
manutencao da eficiéncia dos fungicidas deve ser levada em consideracéo para se evitar
danos severos a cultura, pois ndo existem outras estratégias com alta eficiéncia para
controle desta doenca (Brent, 1999, Brent et al., 1998, Elad et al., 2007). Dentre os
fungicidas registrados no Brasil para controle do mofo cinzento do morangueiro estao
0s do grupo quimico das dicarboxamidas, benzimidazois e anilopirimidinas (MAPA,
2014). No entanto, o fungB. cinereaja vem apresentando insensibilidade a estes

fungicidas, conforme demonstrado em muitos trabalhos (Amiri et al., 2013, LaMondia
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& Douglas, 1997, Myresiotis et al., 2007, Yourman & Jeffers, 1999, Yourman et al.,
2000).

Diversas pesquisas tém mostrado casos de insensibilidade dmereaa
fungicidas e contaminacdo de alimentos com estes produtos. No entanto, ndo existe
nenhuma pesquisa relacionada a forma como é feito o controle quimico da doenca em
condicBes comerciais e como estas acfes podem a ineficiéncia do controle. Nest
sentido, o objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento sobre os produtos
utilizados para controle do mofo cinzento do morangueiro e 0s possiveis problemas

envolvidos no controle da doenca no campo.

2 MATERIAL E METODOS

Foram visitadas 200 propriedades comerciais, em 18 cidades nos estados do
Espirito Santo (ES), Minas Gerais (MG) e S&o Paulo (SP). Nestas propriedades foi
avaliada a pratica de retirada de material doente (folhas e frutos) da lavoura, visto que
esta € uma préatica cultural indicada para reduzir a incidéncia da doenca e,
consequentemente, o numero de aplicacfes de fungicidas.

As propriedades foram classificadas de acordo com a pratica ou ndo de retirada
do material doente. Assim, propriedades isentas ou com pouco material doente nos
canteiros e entrelinhas foram consideradas como “propriedades que realizavam a
pratica de retirada de material doente"; propriedades onde nao eram realiatcks pr
de retirada ou onde o material doente era deixado nas entrelinhas foram consideradas
como "propriedades sem retirada de material"; e propriedades onde era retirada parte
do material doente, poréem de forma pouco eficiente, foram consideradas como

"propriedades com retirada inadequada”.
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Em 123 das 200 propriedades visitadas, foi realizada uma entrevista com o
produtor e/ou dono da propriedade. Dentre os assuntos abordados estavam o0 uso ou
nao de fungicidas, os produtos utilizados na cultura durante o periodo produtivo para o
controle do mofo cinzento do morangueiro e possiveis falhas de controle dos
fungicidas. Com estes dados, foram calculadas as porcentagens de propriedades que
aplicam a prética de retirada de material doente, propriedades que utilizam o controle
quimico, propriedades que utilizam um, dois, trés ou mais ingredientes ativos
diferentes para controle do mofo cinzento e possiveis casos de insensibilidade a

fungicidas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 200 propriedades visitadas, 50,5% nao fazem a retirada de material doente
da lavoura, 37,0% realizam a retirada, porém de forma inadequada, e 12,5% das
lavouras fazem a retirada adequadamente. A pratica de retirada de materialédoente
altamente indicada, pois reduz a concentracao de in6culo do patégeno, que em ultima
andlise reduzira o nimero de aplicacdes de fungicidas (Mizubuti & Maffia, 2007, Cota
et al., 2009). Além disso, nesta situagéo, o controle quimico € mais eficiente e o risco de
selecao de populacées do fungo insensiveis aos fungicidas € menor (Brent, 1999).

Com relagéo ao tipo de controle realizado, foi verificado que em 98,4% das
propriedades é realizado o controle quimico do mofo cinzento do morangueiro e em
1,6% € utilizado o controle biolégico (Tabela 1). Este resultado confirma a ampla
utilizacdo do controle quimico na cultura do morangueiro, uma vez que a cultura é
muito suscetivel ao mofo cinzento e nao existem outras estratégias facilmente

disponiveis para seu controle (Elad et al., 2007, Maas, 1998).

45



Dentre os fungicidas registrados no MAPA para o controle do mofo cinzento do
morangueiro, 0s mais utilizados sdo o0s pertencentes ao grupo quimico das
dicarboxamidas, sendo que em 66,0% das propriedades analisadas € utilizado o
fungicida procimidona e em 37,4% o fungicida iprodiona. O fungicida tiofanato-
metilico, do grupo quimico dos benzimidazéis, € utilizado em 35,8% das propriedades,
enquanto que o produto formulado contendo os fungicidas pirimetanil + iprodiona, do
grupo quimico anilinopirimidina + dicarboxamida, € utilizado em apenas 0,8% das
propriedades avaliadas.

O uso de fungicidas com alto periodo de caréncia ndo é recomendado durante o
periodo de producéo. Apesar disso, foi verificado que 35,8% das propriedades utilizam
o fungicida tiofanato-metilico para controle do mofo cinzento. Este produto ndo €
adequado, pois seu periodo de caréncia na cultura do morango é de 14 dias (MAPA,
2014) e as colheitas sao realizadas diariamente ou a cada 2-3 dias.

A rotacdo de fungicidas com diferentes principios ativos é pouco utilizada entre
0os produtores entrevistados. Em 38,8% das propriedades que realizam o controle
quimico, utiliza-se apenas um principio ativo; 32,2% utilizam dois; e apenas 11,0%
utilizam trés ou mais principios ativos. Embora o uso de fungicidas de diferentes
principios ativos seja altamente recomendavel, no caso do mofo cinzento do
morangueiro esta estratégia é dificil de ser aplicada pelo fato de existirem apenas quatro
fungicidas registrados, os quais pertencem a trés grupos quimicos. Além disso, o
fungicida tiofanato-metilico, do grupo dos benzimidazéis, ndo pode ser utilizado
durante o periodo produtivo devido ao seu alto periodo de caréncia.

Além da rotac&o de fungicidas, outra estratégia € o uso de produtos formulados
em conjunto, como o pirimetanil + iprodiona, disponiveis no mercado. Estes produtos

atuam em diferentes sitios de acdo na ceélula fungica, reduzindo os riscos de

46



desenvolvimento de populacdes insensiveis do patégeno (Zambolim et al., 2007). No
entanto, no Brasil, os produtores tém optado por utilizar sempre o mesmo fungicida, e
com um dnico principio ativo, conforme mostrado em nossa pesquisa.

Outro fato observado foi a utilizacdo de diversos fungicidas registrados para a
cultura, porém n&o registrados para o controle do mofo cinzento no morangueiro. E o
caso de alguns fungicidas pertencentes ao grupo quimico das fenilpiridinilaminas,
triazois e estrobilurinas. Foram também constatados casos de uso de fungicidas nao
registrados no MAPA para a cultura do morango, como os fungicidas a base de
procloraz (1,6%) e Cloridrato de Propamocarbe + Fluopicolide (1,6%).

A ineficiéncia dos fungicidas foi relatada por 8,2% dos produtores, sendo que
4,9% associaram o problema ao fungicida iprodiona e 3,3% ao procimidona. O relato de
produtores sobre a ineficiéncia de fungicidas que sdo recomendados para o controle do
mofo cinzento pode sugerir casos de insensibilidade. No entanto, isto deve ser
observado com cautela, pois diversos outros fatores estdo associados com o controle
ineficiente da doenga, como quantidade de doenca na area, qualidade do produto, época
e tecnologia de aplicacdo adequadas, dentre outros. Além disso, o controle eficiente
requer a correta identificacdo da doenca, seguida pela recomendacdo de estratégias de
controle. A aplicacdo de produtos inadequados, devido a diagnose incorreta ou ao
desconhecimento do fungicida mais indicado, resulta em falhas de controle. Com isso,
sdo necessdarias novas aplicacbes de fungicidas, o que pode aumentar o risco de
contaminacdo de alimentos e a selecdo de individuos insensiveis (Zambolim et al.,
2007).

As técnicas de manejo do mofo cinzento que estdo sendo aplicadas em cultivos
comerciais ttm mostrado o baixo nivel de conhecimento dos produtores, associado a

uma assisténcia técnica deficiente. Estas irregularidades podem levar, em curto prazo, a
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ineficiéncia de controle da doenca e a contaminacdo de consumidores. Portanto,
medidas de conscientizacdo devem ser adotadas e o treinamento de produtores e
técnicos deve ser realizado, visando reduzir estes problemas e evitar a perda da
eficiéncia dos fungicidas em uso. Além disso, € necessario o registro de novos
fungicidas com diferentes modos de acéo, favorecendo o uso da rotacdo de fungicidas
de diferentes ingredientes ativos bem como a formulac&o conjunta, para que o manejo

da doenca possa ser realizado de maneira mais efetiva.
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Tabela 1. Porcentagem de propriedades que utilizam os diferentes fungicidas
(registrados para o controle do mofo cinzento; registrados para a cultura, mas nao
registrados para controle do mofo cinzento no morangueiro; ndo registrados para a

cultura) e agentes de controle bioldgico.

Fungicidas Propriedades (%)

Procimidona 66,0

Iprodiona 37,4
Fungicidas registrados para o controle «

Tiofanato-metilico 35,8
mofo cinzento no morangueiro

Pirimetanil + Iprodiona 0,8

Fluazinan 65,0

Azoxistrobina 51,2
Fungicidas registrados para o

Pirimetanil 3,3
morangueiro, mas nao registrados para

Difenoconazol 3,3
controle do mofo cinzento na cultura

Imibenconazole 2,4

Tebuconazol 0,8
Fungicidas nao registrados para o Procloraz 1,6
morangueiro Cloridrato de Propamocarbe

+ Fluopicolide 1,6

Bacillus pumilus 0,8
Controle Biologico Clonostachys rosea 0,8
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CAPITULO V

Sensibilidade de isolados dBotrytis cinereaaos fungicidas dicarboxamidas

benzimidazois

RESUMO

O mofo cinzento do morangueiro causado pelo fuBgtrytis cinereaé controlado
principalmente por meio da aplicacdo de fungicidas do grupo quimico das
dicarboxamidas e benzimidazodis. No entanto, a eficiéncia de controle destes fungicidas
nao tem sido satisfatériBiante disto, este trabalho objetivou avaliar a sensibilidade de
isolados deB. cinereaa trés fungicidas mais utilizados para controle desta doenca na
cultura do morangueiro. Foram utilizados 100 isolados oriundos de areas de cultivo
comercial nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo. Destes isolados, oito foram
provenientes de areas onde o controle quimico tem sido ineficiente. Os isolados foram
crescidos, por dois dias, em meio BDA contendo fungicida em diferentes
concentracded),0 (controle); 0,1; 1; 10; 100 e 1000 ug.mL™ de ingrediente ativo (i.a.).

Em seguida, foi quantificado o crescimento da col6nia e calculada a porcentagem de
inibicdo, tomando como base o tratamento controle. Com estes dados, foi determinada a
concentracdo efetiva do fungicida capaz de inibir o crescimento da colénia em 50%
(ECsg). Os isolados foram divididos em seis classes, de acordo com os valoreg:de EC

< 0,1, 0,1-1; 1-10; 10-100; 100-1000; >1000. A maioria dos isolados se mostrou
insensivel ao tiofanato-metilico (89%), 54% foram insensiveis ao procimidona e 36%
ao iprodiona. Foram observados diversos casos de resisténcia mdultipla e resisténcia
cruzada. Cinco dos oito isolados coletados em areas relatadas com falhas de controle
foram confirmados como insensiveis. Com este levantamento foi possivel detectar
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insensibilidade de isolados d& cinereaaos trés fungicidas mais utilizados para o

controle do mofo cinzento do morangueiro.
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1 INTRODUCAO

O mofo cinzento do morangueiro, causado pelo fuBgdrytis cinerea
Pers.:Fr., € uma doenca amplamente distribuida nas regifes onde se cultiva o0 morango
no mundo (Maas, 1998). No Brasil, € considerada a principal doenca da cultura,
causando danos severos em todas as regifes produtoras (Costa et al., 2003).

O patégend. cinereapode causar lesdes em folhas, peciolos, flores e frutos
em qualquer estagio de desenvolvimento do morangueiro (Bristow et al., 1986, Maas,
1998, Elad et al., 2007). Porém € mais problematico no periodo de producao, quando o
patdgeno infecta as flores. Nesta etapa, é necessario o manejo adequado para que
sejam minimizados os danos causados pela doenca.

Atualmente, a principal estratégia utilizada para manejo do mofo cinzento é o
controle quimico, sendo que em condic¢des favoraveis a ocorréncia da doenca, diversas
aplicacbes de fungicidas sdo realizadés.Brasil, sdo registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para controle do mofo cinzento do
morangueiro os fungicidas procimidomaiprodiona (grupo das dicarboxamidas),
tiofanato-metilico (grupo dos benzimidazéis) e o pirimetanil (grups da
anilinopirimidinas)(Mapa, 2014).

Os fungicidas pertencentes ao grupo das dicarboxamidas e dos benzimidazois
tém sido utilizados em grande escala, desde as décadas de 60 e 70, enquanto que
fungicidas do grupo das anilinopirimidinas comecaram a ser utilizados a partir de
meados da década de 90 (Rosslenbroich & Stuebler, 2000). Atualmente, no Brasil, os
fungicidas iprodiona, procimidona e tiofanato-metilico sdo os mais aplicados para

controle do mofo cinzento na cultura do morangueiro.
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Embora o controle quimico seja a estratégia mais utilizada para o controle do
mofo cinzento do morangueiro, os produtores vém enfrentando problemas com a perda
de eficiéncia dos fungicidas, devido ao surgimento de populac¢des do fungo insensiveis
aos fungicidas. Diversos mecanismos pelos gBaisinerease torna insensivel a
fungicidas ja foram identificados, sendo que o0 mais comum € 0 surgimento de
mutacdes nos sitios-alvo dos fungicidas (Leroux et al., 2002).

Varios trabalhos tém relatado casos de insensibilidad®.deinerea aos
fungicidas. LaMondia & Douglas (1997) verificaram que 70% dos isolados foram
insensiveis aos fungicidas benzimidazois (benomyl e tiofanato-metilico) e 35% dos
isolados foram insensiveis a iprodiona. Outro trabalho, avaliando uma populd&:do de
cinereaoriunda de cultivo de ornamentais, em casa de vegetacdo, mostrou que mais de
80% dos isolados foram insensiveis ao fungicida tiofanato-metilico (Yourman &
Jeffers, 1999). Diversos isolados obtidos de péra também apresentaram insensibilidade
acs fungicidas iprodiona e tiabendazole (Lennox & Spotts, 2003). Yoon and Yeoung
(2008), estudando doses de diversos fungicidag & 5000 pg i.a/mL), verificaram
que mais de 50% dos isolados foram insensiveis.

No Brasil, sdo escassas as pesquisas sobre o perfil de populaBoemedeca
frente aos fungicidas registrados para a cultura. Esta informacdo € de extrema
importancia, pois a partir dela é possivel tracar estratégias para manter a eficiéncia de
controle da doenca e evitar a perda de eficiéncia dos produtos. Neste sentido, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade de isoladosB.deinerea
provenientes de lavouras de cultivo comercial, aos fungicidas procimidona, iprodiona

e tiofanato-metilico.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéo dos isolados

Os isolados d8. cinereaforam obtidos de morangueiros com sintomas do mofo
cinzento, provenientes de plantios comerciais de diferentes cidades dos estados do
Espirito Santo (Venda Nova do Imigrante, Domingos Martins e Santa Maria dg detiba
Minas Gerais (Alfredo Vasconcelos, Barbacena, Ressaquinha, Carandai, Senador
Amaral, Cambui, Pouso Alegre, Bom Repouso, En&ICoimbrg, nos anos de 2011,
2012 e 2013. Em cada lavoura, foi coletada uma amostra de folha, fruto ou flor
apresentando sintomas da doenca. As amostras foram colocadas em sacos plasticos

devidamente identificados e levadas ao laboratério para posterior isolamento do fungo.

2.2 Isolamento e armazenamento dos isolados

Para isolamento monosporico, conidios foram coletados na superficie do
material infectado apresentando intensa esporulacdo e colocados em 1 mL de agua
destilada estéril contendo 1% Tween 60. Cerca deuR08a suspensdo de conidios
foram espalhados em uma placa de petri (90 mm de didmetro) contendo meio 4gar-agua
e estreptomicina (10Qg/mL). Apds incubacdo a 22 °C por 24-36 h, trés esporos
germinados foram coletados e transferidos para placas de petri contendo meio BDA
(Batata Dextrose Agar). Das trés colénias obtidas, uma foi escolhida e armazenada. Os
isolados foram armazenados em silica e mantido8Ca(Alfenas & Mafia, 2007). No
total, foram obtidos 100 isolados, sendo oito deles provenientes de areas onde 0s
produtores relataram ineficiéncia dos fungicidas iprodiona (quatro isolados) ou

procimidona (quatro isolados).
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2.3 Avaliacéo da sensibilidade dos isolados aos fungicidas

Os fungicidas iprodiona, procimidona e tiofanato-metilico foram testados em
diferentes concentracdes de ingrediente ativo (i.a), utilizando os produtos comerciais
Rovral SC (iprodiona), Sumilex 500 Wprocimidona) e Cercobin 700 WHRofanato-
metilico). Estes fungicidas foram selecionados por serem os mais aplicados na cultura
do morangueiro para controle do mofo cinzento, conforme observado em levantamentos
prévios. O fungicida foi adicionado em meio BDA fundente, obtendo-se as
concentracbes de 0,0 (controle); 0,1; 1; 10; 100 e 1GOBL™ de i.a. Um disco de
BDA (7 mm de diametro) contendo micélio do fungo foi depositado no centro de placas
de petri(60 mm de diametro) contendo 8 mL de meio BDA + fungicida nas diferentes
doses. os discos de BDA foram obtidos de col6nias aos trés dias apos a repicagem. Para
cada combinacdo de dose e fungicida foram utilizadas trés placas de petri, sendo que
cach uma correspondeu a uma repeticao.

As placas de petri foram mantidas em BOD a temperatura &g, 2® escuro,
por dois dias. Ap6s esse periodo, o diametro da colénia foi aferido em duas direcdes
perpendiculares com auxilio de um paquimetro digital, obtendo-se em seguida o
didametro médio da coldnia. Usando o tratamento controle (sem a presenca de fungicida)
como padréo, foi calculada a porcentagem de crescimento da col6nia nas diferentes
doses avaliadas. Os dados de porcentagem de crescimento foram subtraidos de 100,
obtendo-se a porcentagem de inibicdo do crescimento em cada dose do fungicida. Com
estes dados, foi determinada a concentracdo efetiva do fungicida capaz de inibir o
crescimento da colonem50% (EGo).

Para discriminar os isolados em sensiveis ou insensiveis aos fungicidas, foram
considerados trabalhos anteriores onde esta relacdo tem sido bem definida. Para os

fungicidas dicarboxamidas (iprodiona e procimidona) foi usada a dose discriminatéria
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http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/!ap_produto_form_detalhe_cons?p_id_produto=&p_nm_marca_comercial=cercobin&p_id_registrante_empresa=&p_id_ingrediente_ativo=&p_nm_comum_portugues=&p_id_tecnica_aplicacao=&p_id_classe=&p_nr_registro=&p_id_classificacao_tox=&p_id_classificacao_amb=&p_tipo_aplicacao=C&p_id_cultura=&p_id_praga_inseto=&p_id_cultura_planta=&p_id_planta_daninha=&p_id_cultura_praga=&p_id_cultura_inseto=&p_id_praga=&p_nm_sort=nm_marca_comercial&p_linha_inicial=0&p_id_produto_formulado_tecnico=5002

de 1pg.mC* (LaMondia & Douglas, 1997, Myresiotis et al., 2007) e para o fungicida do
grupo dos benzimidazéis (tiofanato-metilico) foi considerada a dose de 10,0 ug.mL
(LaMondia & Douglas, 1991,ennox & Spotts, 2003).

Os isolados foram divididos em seis classes, de acordo com os valores:de EC
<0,1; 0,1-1; 1-10; 10-100; 100-1000; >1000. Para os fungicidas iprodiona e
procimidona, foram classificados como insensiveis os isoladosE€pr1,0 e como
sensiveis 0s que apresentaia@<1,0. Para o fungicida tiofanato-metilico, os isolados
com EGy>10,0 foram classificados como insensiveis, e cBM<10,0 foram
considerados sensiveis.

Os dados de sensibilidade foram convertidos em valores binarios, onde os
isolados sensiveis foram representados por zero (0) e os insensiveis, por um (1). Apés a
conversdo, foi realizada a analise de correlacdo de Person entre os dados de
sensibilidade a iprodiona e procimidona, a fim de verificar a existéncia de resisténcia
cruzada, e entre iprodiona ou procimidoeatiofanato-metilico, para verificar a

ocorréncia de resisténcia multipla.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A maioria dos isolados d&. cinerea(64%) foi sensivel ao fungicida iprodiona,
sendo que 16% apresentaram 50,1 pg mL™. Os demais isolados (36%)
apresentaram Eg >1,0 pgmL™, mostrando-se insensiveis ao fungicida, embora os

valores de E ndo tenham ultrapassado 10,0mpig* (Figura 1 ).
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Figura 1: Frequéncia de distribuicdo de valores de concentracéo efetiva para inibir 50%

do crescimento (Efg) para os diferentes isolados quando crescidos em meio contendo

os fungicidas iprodiona, procimidona e tiofanato-metilico.
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No caso do fungicida procimidona, 46% dos isolados foram sensiveis, sendo que
destes, 10% apresentaramsE@ 0,1 pgmL>. Os demais isolados (54%) foram
considerados insensiveis (&C1,0 pgmL™), em alguns casos (7%) com valores de
ECso que ultrapassaram 10Q@ mL™. Quando se avaliou a sensibilidade dos isolados
ao fungicida tiofanato-metilico, foi observado comportamento bem diferente, com 89%
dos isolados insensiveis (&G 10,0 pgmL™?), sendo que em 71% dos casos os valores
de EG, foram maiores que 1000,0 pg-™.

Baseado nas respostas de sensibilidade e insensibilidade, os isolados foram
agrupados em seis diferentes fenétipos (SIS, SSI, ISI, SlI, 1l e SSS), dentre os oito
possiveis (Figura 2), onde | representa insensivel e S, sensivel, e as letras seguidas
referem-se a resposta aos fungicidas iprodiona, procimidona e tiofanato-metilico,
respectivamente. O fendtipo SSI, cujos isolados séo insensiveis apenas ao tiofanato-
metilico, foi 0 mais comum (39%), seguido pelo fenétipo de insensibilidade aos trés
fungicidas (IIl), com 38%. Isolados insensiveis a procimidona e tiofanato-metilico (Sll)
também foram encontrados em alta frequéncia (24%), enquanto que os fenétipos IS,
SSS e SIS foram representados apenas por 8, 9 e 2%, respectivamente. Os fenoétipos

ISS e IIS ndo foram encontrados.
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Figura 2: Frequéncia de isolados apresentando os fendtipos de insensibilidade (1) ou
sensibilidade (S) aos fungicidas iprodiona, procimidona e tiofanato-metilico,

respectivamente.

Com base na analise de correlacao foi possivel observar correlacdo significativa
(p < 0,05) entre a insensibilidade a um fungicida e aos demais (Tabela 1). Isso foi
verificado nas trés possiveis combinacdes, onde isolados insensiveis a um fungicida

foram também insensiveis a outro.

Tabela 1: Correlacdo entre a insensibilidade dos isolados aos fungicidas iprodiona,

procimidona e tiofanato-metilico.

Fungicida Iprodiona Procimidona Tiofanato-metilico
Iprodiona - 0,0002 0,0080
Procimidona 0,0002* - 0,0112
Tiofanato-metilico 0,0080 0,0112 -

* p-valor < 0,05 indica correlagao significativa.
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Foi verificado que dos oito isolados coletados em areas com problemas de
ineficiéncia dos fungicidas, cinco foram insensiveis ao fungicida sob suspeita (Tabela
2). Isso demonstra que populacdes do fungo insensiveis ja estdo bem estabelecidas em
areas de cultivo, o que pode justificar a ocorréncia de falhas de controle, embora outros

fatores possam interferir no sucesso do controle quimico.

Tabela 2: Analise da sensibilidade de oito isolados coletados em areas com suspeita de

insensibilidade aos fungicidas iprodiona ou procimidona.

Fungicida com suspeita de  Valor de

Isolado insensibilidade ECso Resultado Confirmacao
LPP-B24 Iprodiona 1,0-10,0 I +
LPP-B26 Procimidona 0,1-1,0 S -
LPP-B30 Procimidona 0,1-1,0 S -
LPP-B43 Iprodiona 1,0-10,0 I +
LPP-B46 Procimidona 1,0-10,0 I +
LPP-B48 Iprodiona 1,0-10,0 I +
LPP-B51 Procimidona 0,1-1,0 S -
LPP-B54 Iprodiona 1,0-10,0 I +

| (insensivel); S (sensivel); + (Confirmacao da suspeita dos produtores)

O fungoB. cinereapertence a um grupo denominado de “alto risco” para o
desenvolvimento de insensibilidade a fungicidas, devido a sua alta capacidade
reprodutiva, facilidade de dispersdo, extensa gama de hospedeiros e alta variabilidade
genética, que pode ser ainda maior por possuir elementos transponiveis, que podem
aumentar a taxa de mutacao (Samuel et al., 2012, Brent et al., 1998, Brent(1999).
presente trabalho mostrou que a populaca®.deinereaanalisada foi insensivel ao
fungicida tiofanato-metilico. Resultados semelhantes foram encontrados em trabalhos
estudando este fungo em cultivo de ornamentais, em casa de vegetacdo, onde mais de

80% dos isolados mostraram-se insensiveis a este fungicida (Yourman & Jeffers, 1999).

62



A sensibilidade d®. cinereaa fungicidas do grupo quimico dos benzimidazdis ocorre
comumente, como vem sendo verificado em diversos trabalhos (Fernandez-Ortuno et
al., 2014, LaMondia & Douglas, 1997, Lennox & Spotts, 2003, Moorman & Lease,
1992, Yoon & Yeoung, 2008, Myresiotis et al., 2007).

Neste estudo, os isolados foram mais sensiveis aos fungicidas procimidona e
iprodiona, quando comparado ao tiofanato-metilico, 0 que mostra que os fungicidas do
grupo das dicarboxamidas tém apresentado menor numero de casos de insensibilidade
em relacdo ao grupo dos benzimidazéis. LaMondia and Douglas (1997), estudando a
sensibilidade d8. cinereaaos fungicidas benzimidazois (benomyl e tiofanato melilico
e dicarboxamidas (iprodiona) observaram que 70% dos isolados foram insensiveis aos
benzimidazois e cerca de 35% insensiveis a dicarboxamida, semelhante ao encontrado
neste estudo.

Foi observado que muitos isolados apresentaram insensibilidade simultanea aos
fungicidas iprodiona e procimidona, caracterizando o que se denomina de resisténcia
cruzada, onde o surgimento de insensibilidade a um fungicida leva ao surgimento de
insensibilidade a outro fungicida do mesmo grupo quimico. Isto ocorre devido ao fato
de os dois fungicidas possuirem o mesmo modo de ac¢éo, de forma que a insensibilidade
do isolado a um fungicida do grupo pode levar facilmente a insensibilidade a outro
fungicida do mesmo grupo (Zambolim et al., 2007).

Muitos isolados avaliados neste trabalho apresentaram insensibilidade
simultanea aos fungicidas iprodiona e tiofanato-metilico ou procimidona e tiofanato
metilico. Neste caso, trata-se de resisténcia mdultipla, ou seja, o0 mesmo individuo
(isolado) € insensivel a dois fungicidas de diferentes modos de acdo. Este tipo de
comportamento ja foi relatado para o fun@o cinerea frente aos fungicidas

benzimidazois e dicarboxamidas (LaMondia & Douglas, 1997). Além dissonerea
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pode apresentar insensibilidade a diversos fungicidas ao mesmo tempo, conforme
verificado por Amiri et al. (2013) com isolados obtidos de morangueiros na Florida-
EUA. A insensibilidade simultanede isolados deB. cinereaa até seis classes de
fungicidas tem sido relatada, em diferentes regides nos Estados Unidos (Fernandez-
Ortuno et al., 2014).

O presente trabalho mostrou que o furi§jocineea é insensivel aos trés
fungicidas mais utilizados para seu controle na cultura do morangueiro. Alémaodisso,
problema de insensibilidade, detectado a campo pelos produtores por meio de falhas de
controle, foi confirmado em nossas analises, mostrando que populacfes insensiveis de
B. cineregja estdo bem estabelecidas no campo. Portanto, sdo necessarias medidas de
conscientizacdo dos produtores para o uso correto dos produtos, além do registro de

novos fungicidas para o manejo da doenca.
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CONCLUSOES GERAIS

v' Este é o primeiro relato da ocorrénciaMEnfusicoccum kwambonambiemse
Brasil e o primeiro relato déNeofusicoccunspp. causando podriddo em frutos

de morangueiro.

v' Os resultados mostraram que o comportamento de plantas com sintomas do
vermelhdo do morangueiro é semelhante ao de doencas de causa bidtica que se

dispersa no sentido da linha de plantio.

v' Foi possivel observar diversos problemas relacionados ao controle quimico do
mofo cinzento do morangueiro, destacando-se o uso reduzido de medidas de
controle cultural, o uso de produtos ndo recomendados para a cultura e o baixo

nivel de conhecimento dos produtores.

v' Apesar da variacdo morfol6gica observada entre os isolados obtidos de plantas
com sintomas do mofo cinzento, todos foram identificados c&woiytis

cinerea

v Os resultados mostraram que 89% dos isoladd dmereaforam insensiveis

ao fungicida tiofanato-metilico, 36% ao iprodiona e 54% ao procimidona.
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