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RESUMO GERAL

SOUZA, J. R. Fungicidas quimicos e Trichoderma spp. no controle de
Phytophthora capsici em pimentdo e abdbora. Vitoria da Conquista - BA:
UESB, 2017. 107p. (Tese — Doutorado em Agronomia, Area de
Concentragdo em Fitotecnia).*

As doencas de plantas desempenham papel importante em prejuizos
causados na agricultura, e, em particular, os fungos representam cerca de
mais de 90% das perdas. O oomiceto Phytophthora capsici € uma doenga de
ocorréncia mundial, apresenta como caracteristica alta agressividade e pode
limitar o cultivo de diversas espécies do género cucurbitaceas e solanaceas.
A utilizacdo de fungicidas quimicos no controle da requeima em vegetais €
bastante utilizada em programas de manejo da doenca, no entanto a
necessidade de monitorar a sensibilidade a moléculas quimicas é
fundamental para evitar a resisténcia a esses componentes. Como alternativa,
a utilizacdo do controle biolégico em plantas tem sido amplamente estudada,
e 0 género Trichoderma spp. apresenta-se como grande potencial antagbnico
contra diversos patdgenos de solo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
patogenicidade e a sensibilidade de isolados de P. capsici a fungicidas
quimicos e bioldgicos. Os estudos foram conduzidos na University of Illinois
at Urbana Champaign, lllinois, EUA, e na Faculdade Arnaldo Horécio
Ferreira, Luis Eduardo Magalhdes, Bahia, Brasil, nos anos de 2014, 2015 e
2017. Foram realizados trés experimentos em condi¢Bes diversas. No
primeiro experimento, cinco isolados de P. capsici foram submetidos a
analise de sensibilidade aos fungicidas mandipropamida, ciazofamida,
dimetomorfe, A209410D e A2094SC. A sensibilidade foi avaliada pelas
caracteristicas: crescimento micelial, producdo de esporangio, producdo de
zoosporo. Foi calculada a taxa relativa do didmetro da col6nia e ECsp
micelial. O segundo experimento foi realizado em campo para avaliar a
eficdcia de fungicidas no controle de P. capsici em cultivo de abdbora.
Avaliaram-se os fungicidas mandipropamida, ciazofamida, dimetomorfe e
A209410D por meio da severidade (em plantas, ramos e frutos) e producao.
O terceiro experimento foi conduzido em campo no delineamento em blocos
ao acaso, e avaliou-se a eficacia de Trichoderma harzianum, T.
longibrachiatum, dimetomorfe, ciazofamida e mandipropamida no controle
de requeima na cultura do pimentdo. Os isolados foram multiplicados em
laboratério e inoculados em plantas no campo aos 7, 15 e 21 DAT. Avaliou-
se a patogenicidade dos isolados em casa de vegetacdo e a incidéncia da
doenga (planta e frutos) e componentes de produgdo. Todos os isolados
testados no primeiro experimento foram sensitivos a mandipropamida (RDC
< 30%). Os fungicidas ciazofamida e A2094410D apresentaram resultados
entre sensitivo e sensitivo intermedidario (RDC < 90%). Sensitivos
intermediario e resistente (RDC > 90%) foram verificados nos fungicidas
dimetomorfe e A20942SC. As médias ECs, do crescimento micelial para



ciazofamida, dimetomorfe, mandipropamida, A2094410D e A20942SC
foram 1.03, 2.98, 4.03, 2.02, 0.11 mg L™, respectivamente. Valores obtidos
neste estudo podem ser usados como comparativos para monitorar a
sensibilidade a fungicida em populacdo de P. capsici. No segundo
experimento, em 2014, a incidéncia de podriddo de frutos causada por P.
capsici foi de 31% em parcelas do tratamento controle e 5, 10 e 2% nas
parcelas tratadas com ciazofamida, dimetomorfo e mandipropamida,
respectivamente. Em 2015, a incidéncia de podridao de frutos causada por P.
capsici foi de 69% em parcelas de controle e de 42, 21 e 18% nas parcelas
pulverizadas com ciazofamida, dimetomorfe e mandipropamida,
respectivamente. No terceiro experimento, os fungicidas quimicos
promoveram maior protecdo contra a requeima em plantas de pimentdo. Os
isolados 021 e 023 diferiram dos demais, o que demonstra um alto nivel de
agressividade. Os tratamentos que foram pulverizados com mandipropamida
e dimetomorfe proporcionaram as menores incidéncias de doencas e
atingiram os valores de 4,75 e 2,5%, respectivamente, aos 41DAT. Os
isolados de Trichoderma spp. reduziram a incidéncia de doencas e diferiram
do tratamento controle aos 41DAT. O mandipropamida foi eficiente no
controle de requeima, apresentando a menor area abaixo da curva do
progresso da doenca (AACPD) com 32,5. O uso de Trichoderma spp. no
controle da requeima deve ser considerado como parte integrante de
programa de controle integrado e apresenta potencial micoparasitico,
considerando-se que tais antagonistas apresentam outros beneficios a vida do
solo.

Palavras-Chave: Controle quimico. Controle bioldgico. Doengas em
plantas. Monitoramento. Hortalicas.

*Qrientadora: Tiyoko Nair Hojo Rebougas, D.Sc. UESB



ABSTRACT

SOUZA, J. R. Chemical fungicides and Trichoderma spp. in the control of
Phytophthora capsici in pepper and pumpkin.Vitéria da Conquista - BA:
UESB, 2017. 107p (Thesis — Doctor’s degree in Agronomy, Crop Science
Concentration Area).*

Plant diseases play an important role in agricultural damage, and in
particular fungi represents about more than 90% of the losses. Phytophthora
capsici is a globally occurring disease characterized by high aggressiveness,
which may limit the cultivation of some species of the Cucurbitaceae and
Solanaceae botanical family.The use of chemical fungicides in blight
controlling in plants is strongly recommended in disease management
programs, however the need to monitor the sensitivity to chemical molecules
is fundamental to avoid resistance to these components. As an alternative,
the use of biological control in plants has been extensively studied and the
genus Trichoderma spp. shows as great antagonistic potential against several
pathogens. The present work had as objective to evaluate the pathogenicity
and sensitivity of isolates of P. capsici to chemical and biological fungicides.
The studies were carried out at the University of Illinois at Urbana
Champaign, Illinois, USA, and at Arnaldo Horéacio Ferreira College, Luis
Eduardo Magalhdes, Bahia, Brazil, in the years 2014, 2015 and 2017. In the
first experiment, five isolates of P. capsici were submitted to sensitivity
analysis to mandipropamide, cyazofamide, dimethomorph, A209410D and
A2094SC fungicides. The sensitivity was evaluated by the following
parameters: mycelial growth, sporangium production, zoospore production.
The relative rate of colony diameter and mycelial ECs, was calculated. The
data were analyzed by the SAS program. The second experiment was carried
out in the field to evaluate the efficiency of fungicides in controlling of P.
capsici in pumpkin crop. Mandipropamide, cyazofamid, dimethomorph and
A209410D fungicides were evaluated by severity (in plants, branches and
fruits) and production. The third experiment was carry out in the field in the
randomized block design, and it was evaluated the efficacy of Trichoderma
harzianum, T. longibrachiatum, dimethomorph, cyazofamid and
mandipropamid in controlling of pepper blight. The isolates were multiplied
in the laboratory and inoculated on plant in 7, 15 and 21 DAT (days after
planting). The pathogenicity of the isolates in greenhouse and the incidence
of disease (plant and fruits) and production components were evaluated. The
data were submitted to analysis of variance and the averages were compared
by the Tukey test at 5% using STATISTIX®9 program. All isolates of P.
capsici tested were sensitive to mandipropamid in all assays (RCD < 30%)
in the first essay. The cyazofamid and A209410D fungicides showed results
between sensitive (RCD<30%) and intermediately sensitive (RCD<90%).
Intermediately sensitive or resistant isolate (RCD>90%) were found to
dimethomorph and A20942SC.The median ECs, cyazofamid, dimethomorph,



mandipropamid, A209410D and A20942SC concentration were 1.03, 2.98,
4.03, 2.02, 0.11 mg/liter in the mycelia growth, respectively. Sensitivity
values obtained in this study can be used as comparative baseline to monitor
shifts in sensitivity to these fungicides in populations of P. capsici. In the
second essay in 2014, incidence of fruit rot caused by P. capsici was 31% in
control plots and 5, 10, and 2% in the plots treated with cyazofamid,
dimethomorph, and mandipropamid, respectively. In 2015, incidence of fruit
rot caused by P. capsici was 69% in control plots and 42, 21, and 18% in the
plots sprayed with cyazofamid, dimethomorph, and mandipropamid,
respectively. In the third essay the chemical fungicides, regardless of their
mode of action, gave a greater protection against late blight in pepper. The
isolates 021 and 023 show significant difference from the others
demonstration of a high level of aggressiveness. The treatments sprayed with
mandipropamid and dimethomorph had the lowest incidence of diseases,
reaching 4.75 and 2.5%, respectively, at 41DAT. The isolates of
Trichoderma spp. reduced the incidence of diseases and presented
statistically significant differences from the control treatment to 41 DAT.
Mandipropamid fungicide was efficient in the control of Phytophtora blight
with the lowest AACPD with 32.5. The application of Trichoderma spp. in
controlling of the P. capsici should be considered as an integral part of an
integrated control program and Trichoderma spp show a micoparasite
potential, considering that such antagonists present other benefits to soil life.

Keywords: Chemical control. Biological control. Plant disease. Monitoring.
Vegetables.

*Advisor: Tiyoko Nair Hojo Rebougas, D.Sc. UESB
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INTRODUCAO GERAL

No mundo, anualmente, cerca de 45% da produgdo de frutas e
hortalicas é perdida devido a diversos fatores que envolvem desde a
producdo até a pos-colheita (FAO, 2013). Nesse sentido, as doencas de
plantas desempenham papel significativo em prejuizos causados na
agricultura, e, em particular, os fungos sdo responsaveis por perdas
importantes em toda a cadeia agricola (SOUZA e outros 2016;
BABADOOST e PAVON, 2013; ERWIN e RIBEIRO, 1996).

O oomiceto Phytophthora capsici € um patégeno altamente
agressivo e, em condi¢Oes favoraveis, pode limitar o cultivo de diversas
espécies das familias Solanaceas e Curcubitaceas (GHATAK e outros, 2015;
SANG e outros, 2010). Assim como os fungos verdadeiros, 0s oomicetos
apresentam crescimento micelial, nutricdo por absorcdo e reproducdo via
esporos (FRY e GRUNWALD, 2010).

A espécie Phytophthora capsici Leonian pertence ao Reino
Straminipila Filo Oomycota, e a familia Pythiaceae é caracterizada por ser
polifaga e cosmopolita (CERQUEIRA e outros 2011). O ciclo de vida do
patégeno apresenta uma fase de reproducdo assexuada, com a producdo de
esporangios e zoosporos, e a fase sexuada, com producdo de oogénio,
anteridios e odsporo (FIGURA 1). A espécie € diploide e heterotalica e pode
apresentar os dois tipos compativeis AL e A2, e 0 cruzamento entre eles
culmina na producdo de odsporos, que podem sobreviver por um longo
periodo, apresentam grande potencial de fonte de in6culo para as doencas
causadas por essa espécie e, consequentemente, sdo uma fonte de variacao
genética do patégeno (GASPAROTTO, e outros 1997) e, desde a descoberta
do género Phytophthora no século XIX, mais de 100 espécies ja foram
descritas (KROON e outros, 2012).

Phytophthora spp. possui flagelos em seus esporos assexuados. S8o
dependentes da &gua para a sua reprodugdo e produzem 00Sporo em

gametangios. Apresentam hifas diploides e cenociticas, parede celular
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composta, principalmente, de celulose e f-glucanas, e ndo de quitina, sdo as
principais caracteristicas que os distinguem dos fungos do reino Fungi
(DICK, 2001).

O patogeno P. capsici sobrevive no solo e causa podriddo radicular,
podriddes de frutos e tombamento de mudas, o que pode ocasionar falha no
estande, seja por morte da semente ou da radicula na emergéncia (damping-
off de pré-emergéncia), ou morte de plantulas (damping-off de pos-
emergéncia) em diversas plantas hospedeiras de tomate, pimentéo, abébora,
pimentas (MENDES e outros, 1998; REIS e outros, 2007).

Esporingio
Liberacio de zodporos
S
Germinagio de 06 /', 2 - bl i
erminaio de Odsporo ; N y Esporangio
pelo esporangio L 4 A
Liberacio
7 Esporangidsforo de zodsporos
Esporingio v
" P 4
[
A Germinagio de <+ P
7/ > Oésporo ; 7
Formacio de -~ Y
Oésporos &
b
\ Esporingio

Anteridio s

Oogbnio
p = = 2. Zoésporos
Micélio Tipo Al e A2 //\ NGUYEN, 2015

Figura 1 — Representagédo esquematica do ciclo de vida de Phytophthora capsici
agente causal de requeima em cucurbitaceas e solanaceas.

Os danos econdmicos causados por P. capsici e a agressividade do
patégeno fazem com que o emprego de fungicidas quimicos torne-se a
principal forma de controle. O uso de fungicidas para o controle da requeima
tem sido recomendado dentro de programas multidisciplinares de manejo, e,

com o advento dos fungicidas anti-oomicetos, progressos significativos

22



foram obtidos no controle da doenca (TOFOLI e outros, 2000). Fontes
alternativas tém sido bastante estudadas, como o controle biolégico por
apresentar especificidade ao alvo e utilizar diferentes meios para atingi-lo, a
fim de reduzir as chances de selecionar linhagens resistentes (SAITO e
outros, 2009). Nesse contexto, diversas espécies antagonistas tém
apresentado potencial e, em especial, as do género Trichoderma spp., que
vém desempenhando um papel importante no controle de patégenos de
plantas, especialmente do solo (SOUZA e outros, 2014; TRAN, 2007). No
entanto, o manejo das doencas ocasionadas pelo patégeno P. capsici é
realizado com a aplicacdo de fungicidas, principalmente aqueles a base de
cobre, como o6xido cuproso, oxicloreto de cobre e hibréxido de cobre
(AMORIN e outros, 2011; GASPAROTTO e outros, 1997) e dimetomorfe,
mandipropamida e mancozeb (BABADOOST; SOUZA e outros 2014).

O objetivo deste estudo foi avaliar a patogenicidade e a sensibilidade
de isolados de P. capsici a fungicidas quimicos e bioldgicos como fonte de
informacdo cientifica para o aperfeicoamento do manejo integrado de

requeima em hortalicas.
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CAPITULO 1: SENSIBILIDADE IN VITRO DE ISOLADOS DE
Phytophthora capsici ORIUNDOS DE ILLINOIS, EUA, A
FUNGICIDAS.
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SENSIBILIDADE IN VITRO DE ISOLADOS DE Phytophthora capsici
ORIUNDO DE ILLINOIS, EUA, AFUNGICIDAS

Resumo — A requeima causada pelo oomiceto Phytophthora capsici Leonian
é uma doenca destrutiva e responsavel por perdas severas em cultivo de
hortalicas no mundo. A avaliagdo do nivel de resisténcia do patdgeno a
fungicidas é fundamental para o desenvolvimento de praticas eficientes no
manejo da doenca. O objetivo deste estudo foi determinar o nivel de
sensibilidade a fungicidas em isolados de P. capsici originarios do estado de
Illinois, Estados Unidos. O experimento foi conduzido em laboratério e casa
de vegetacdo da University of Illinois at Urbana Champaign, de fevereiro a
maio de 2015. Cinco isolados de P. capsici foram obtidos da cole¢do do
Laboratério de Fitopatologia da Universidade de Illinois e submetidos a
analise de sensibilidade aos fungicidas mandipropamida, ciazofamide,
dimetomorfe, A209410D, A20942SC. As sensibilidades aos fungicidas
foram avaliadas in vitro pelos pardmetros: crescimento micelial, produgdo de
esporangio, producdo de zodsporo. Foi calculada a taxa relativa ao diametro
de coldnia — RDC e ECs, micelial. Adotou-se o delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticGes. Os valores ECsy foram obtidos com o
auxilio do programa PROC GLM SAS. Todos os isolados do patégeno
testados foram sensitivos a mandipropamide (RDC < 30%). Os fungicidas
ciazofamida e A209410D apresentaram resultados entre sensitivo e
sensitivo intermediario (RDC <90%). Sensitivos intermediario e resistente
(RDC >90%) foram verificados nos fungicidas dimetomorfe e A20942SC. A
média ECs, do crescimento micelial para ciazofamida, dimetomorfe,
mandipropamida, A209410D e A20942SC foram 1,03; 2,98; 4,03; 2,02;
0,11mg/L™, respectivamente. Valores obtidos neste estudo podem ser usados
como comparativos para monitorar a sensibilidade a fungicida em populacéo
de P. capsici.

Palavras-chave: Doencas. Manejo. Requeima. Resisténcia.
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SENSITIVITY OF Phytophthora capsici TO FUNGICIDES FROM
VEGETABLE CROPS IN ILLINOIS, USA.

Abstract — Phytophthora blight caused by Phytophthora capsici Leonian is a
destructive disease of several vegetable productions worldwide. Therefore,
evaluating the resistant rate of pathogen to fungicide is fundamental to
develop management practices to control this disease. The objective of this
study was to determine baseline sensitivities to fungicides in isolates of P.
capsici from Illinois, United States. The experiment was carried out in
laboratory and greenhouse of University of Illinois at Urbana Champaign,
from February to May of 2015. Five isolates of P. capsici from collections
maintained at the Dr. Babadoost’s program, in University of Illinois, were
collected and submitted to analysis of sensitivity to fungicides
(mandipropamid, cyazofamid, dimethomorph, A209410D, A20942SC). The
sensitivity was contrasted in vitro by the following parameters: mycelia
growth, sporangia and zoospores production to the fungicides, and then it
was calculated the rate relative to colony diameter — RCD and mycelia ECsp.
A. The completely randomized design with four replicates was adopted. The
ECsovalues were calculated by PROC GLM SAS. All the isolates of P.
capsici tested were sensitive to mandipropamid in all assays (RCD < 30%).
The cyazofamid and A209410D fungicides showed results between
sensitive (RCD<30%) and intermediately sensitive (RCD<90%).
Intermediately sensitive or resistant isolate (RCD>90%) were found to
dimethomorph and A20942SC. The median ECsy, cyazofamid,
dimethomorph, mandipropamid, A209410D and, A20942SC concentration
were 1.03, 2.98, 4.03, 2.02, 0.11 mg liter® in the mycelia growth,
respectively. Sensitivity values obtained in this study can be used as
comparative baseline to monitor shifts in sensitivity to these fungicides in
populations of P. capsici.

Key words: Disease. Management. Blight. Resistance.
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INTRODUCAO

A requeima causada pelo oomiceto Phytophthora capsici Leonian €
uma das principais doengas em cultivo de hortalicas e um dos fatores
limitantes & producéo de olericola. De ocorréncia mundial, o patdgeno esta
associado a podriddo de colo e raiz, necrose do caule, folhas e frutos em
diversas espécies hospedeiras da familia das cucurbitaceas e solanaceas
(KEINATH, 2012; BABADOOST, 2004; ERWIN e RIBEIRO, 1996). O
avango em tecnologia de identificacdo molecular permitiu o registro de mais
de 100 espécies no género Phytophthora, sendo parte dessas responsavel por
causar doencas em plantas (GOODWIN, 1997, SOUZA e outros 2016).

Grandes esforgos tém sido feitos em escala mundial para reduzir a
incidéncia dessa doenca, contudo a eficiéncia em relagdo as estratégias no
manejo da requeima ainda é limitada (JACKSON e JI, 2012, SOUZA e
outros 2016). O omiceto P. capsici € bastante agressivo e capaz de produzir
00sporos, esporangios e zooGsporos. OOsporos constituem uma estrutura
sexual que apresenta um longo periodo de sobrevivéncia (HAUSBECK e
LAMOUR, 2004) e esta associada a alta agressividade do patdgeno.

Para reduzir infeccBes ocasionadas por P. capsici, recomenda-se
como estratégia a utilizacdo de solos bastante drenados, rotagdo de cultura,
variedade de plantas resistentes e a aplicacdo de fungicidas (RISTAINO e
JOHNSTON, 1999). O uso de fungicidas quimicos constitui uma prética
bastante difundida em programas de controle de fitopatégenos do género
Phytophthora.

Alguns fungicidas sdo altamente eficientes contra varios tipos de
esporos, em particular esporangios e zodsporos, portanto sdo bastante
recomendados no manejo da requeima (KEINATH, 2012). Contudo, esse
patégeno é capaz de desenvolver resisténcia a fungicidas em diferentes

modos de acdo. Diversas classes de fungicidas tém sido desenvolvidas para
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utilizagdo no manejo de P. capsici, incluindo os fungicidas ciazofamida,
dimetomorfe e mandipropamida e outros ainda em fase de teste.

Dimetomorfe interfere em mais de um estagio do ciclo de vida do
patdégeno por meio da inibicdo da formacdo da parede celular e é indicado
contra requeima (JACKSON e outros, 2012; MATHERON e PORCHAS,
2000 e SOUZA e outros, 2014). O fungicida mandipropamida interfere na
biossintese da parede celular em P. capsici (BLUM e outros, 2010) e é
altamente eficiente contra esporulacio (REKANOVIC e outros, 2010). O
ciazofamida é um fungicida foliar com atividade translaminar e inibe todos
0s estagios do ciclo de vida de P. infestans e com bom efeito residual
(MITANI e outros, 2002).

A pressdo promovida por fungicidas seleciona os patégenos mais
resistentes a essas moléculas biologicamente ativas, devido a grande
variabilidade genética existente na populacdo dos fitopatdgenos. Para
alcancar efetivo controle de doencas, torna-se indispensavel determinar o
nivel de sensibilidade do patdgeno a compostos quimicos e monitorar a
evolucdo de resisténcias contra fungicidas. O objetivo desse estudo foi
determinar a sensibilidade in vitro de cinco isolados de P. capsici a

fungicidas oriundos de cultivos no estado de Illinois, EUA.
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MATERIAL E METODOS

O experimento conduzido nas instalagdes da University of Illinois at
Urbana-Champaign, Illinois, Estados Unidos da Ameérica, entre 0s meses de
fevereiro a maio de 2015. Durante a condugdo do experimento, foram
realizadas as seguintes etapas:

Isolamento de P. capsici - Cinco isolados de P.capsici oriundos de
campo de cultivo no estado de Illinois foram selecionados da cole¢do do
Laboratério de Fitopatologia da University of Illinois at Urbana-Champaign,
Estados Unidos, e catalogados com os nameros 202, 212, 216, 221 e 270. Os
isolados foram transferidos para o meio com 5 % de suco V8® 4gar (50 ml
de suco V8%, 1.0g de CaCOs, 16g de &gar e 950ml de 4gua destilada) e
mantidas em escuro a temperatura de 25°C por trés dias. O isolamento de
zodsporo para cultivo puro foi realizado, adicionando-se 10 ml de agua
esterilizada em cada placa de petri, e, com o auxilio de um pincel, os
esporangios foram removidos. A suspensdo com os esporangios foi filtrada
por meio de uma dupla camada de tecido tipo gaze. A suspensdo foi
acondicionada em gelo por 20 minutos e, em seguida, transferida para uma
camara com temperatura ambiente por igual tempo para a liberacdo dos
Z00Sporos.

Em seguida, a suspensao de zodsporos foi acondicionada em tubos de
50ml e agitada com auxilio do vortex por 1 minuto. Cada amostra foi
ajustada para 200 zo6sporos ml™ usando-se 0 hemocitdmetro. Um volume de
50l da suspensédo de zodsporos foi transferido para 0 meio dgua-agar com o
auxilio de um espalhador tipo drigalski e, em seguida, incubado a
temperatura de 25°C; esse permaneceu no escuro por um periodo de 3 a 4
dias até a germinag&o dos zoGsporos.

Apobs a germinagdo, os zoosporos foram transferidos para o meio
PARP agar (trés zo6sporos por isolado) usando-se um bisturi esterilizado.

Os meios foram incubados a uma temperatura de 25°C no escuro durante 2 a
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3 dias. Um disco de didmetro de 7mm que delimitava a colonia pura foi
removido e transferido para o meio de cultura VV8® agar. Subculturas dos
isolados foram purificadas em cultura pura de zo6sporo e mantidas a
temperatura de 15°C (ERWIN e RIBEIRO, 1996).

Identificacdo molecular do patogeno. Isolados provenientes de
cultura purificadas foram cultivados em meio V8® 4gar e acondicionados no
escuro por 7 dias. Apos isso, realizou-se a extragdo do DNA de acordo com
Wang e outros, (2009), e a amplificacdo da reacdo polimerase em cadeia
(PCR) foi esquematizada usando-se primers especificos para P. capsici (PC-
1, 5- GTCTTGTACCCTATAAT GGCG-3’ ¢ PC-2,5°CGCCACAGCAGG
AAAAGCATT-3"). O PCR foi preparado com 20ul da mistura de reacéo
com 20ng de DNA, 200uM de cada dNTP, 0.5uM de primer especifico,
0.5U de Tag DNA polimerase e 1 x PCR de solugdo tampdo. O
termoclicador foi configurado no protocolo: 94°C por 5 min.; 94°C por 30s;
65°C por 30s e 72°C por 30s durante 35 ciclos e uma extensdo final de 72°C
por 7 min., usando-se PTC-200 (Petier) Termociclador (MJ Research, Inc.,
Waltham, MA). Os fragmentos foram amplificados por meio de eletroforese
em gel de agarose a 2% com brometo de etidio a 0,5ug/ml™ em 0,5x
Tampdo-EDTA 50 UV por 1,5h.

Teste de patogenicidade. Mudas de pimentdo e abdbora foram
plantadas em vasos e acondicionadas em casa de vegetacdo. Utilizaram-se
quatro mudas por vaso e quatro repeticdes por isolado. Aos 45 dias apds a
emergéncia (DAE), foram inoculados 4 ml de suspensdo no substrato com
200 zoosporos ml* por muda. Ap6s a inoculacdo, os vasos foram
acondicionados em bandejas com &gua. Trés dias apos a inoculagdo, foram
feitas as avaliages, medindo-se o comprimento e a largura das lesdes no
colo da planta e o namero de desfolha. As avalia¢fes foram realizadas a cada
3 dias por um periodo de 21 dias (FIGURA 2).

Fungicidas. Cinco fungicidas foram usados neste estudo, trés de uso
comercial: ciazofamida (Ranman 4000SC, FRAC cddigo 21); dimetomorfe
(Forum 4.16SC, FRAC cddigo 40); mandipropamida (Revus 2.09SC FRAC
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cddigo 40); e dois fungicidas em fase de registro: A209410D e A20942SC
(Manufaturado pela empresa Syngenta).

Figura 2 — Teste de patogenicidade em planta de abébora (A), inoculagéo de
solugdo com zoo6sporo em plantas de pimentéo (B), sintomas de tombamento em
plantas de pimentéo ap6s quatro dias da inoculacdo (C e D). Urbana-
Champaign, EUA, 2015.

Inibicdo do crescimento micelial. Discos de didmetro de 7 mm
foram retirados de cultura ativas de P. capsici e transferidos para 0 meio V8
depois da autoclavagem e solidificacdo do meio alterado com os seguintes
fungicidas: ciazofamida (0, 0,1; 0,5; 1, 5 e 10 mI™), dimetomorfe (0, 0,1;
0,5; 1; 2,5 e 5u ml™"), mandiopropamida (0; 0,05; 0,1; 0,5; 1 e 5p ml™),
A209410D (0; 1; 10; 50; 100 e 200p mI™t), A20942SC (0; 1; 10; 50; 100 e
150p mI™). As solucdes estoques foram diluidas em metanol, acetona e agua
de acordo com a solubilidade de cada fungicida e, posteriormente, acrescidas
ao meio V8 &gar previamente autoclavado. Quatro placas de petri foram
utilizadas para cada concentragdo de fungicida, e os isolados foram

incubados a temperatura de 25 °C e em ambiente escuro. A avaliacdo foi

33



realizada por meio da medicdo horizontal e perpendicular do diametro da
colénia e no quarto dia apés a transferéncia do isolado. A porcentagem
relativa de inibicdo (ECsp) foi calculada por meio da correlacdo do log,, da
concentracgdo de inibi¢do do fungicida, e a porcentagem minima de inibicao
da média do crescimento micelial de P. capsici, por analise de regressao.

SOUZA, 2015
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Figura 3 — Crescimento micelial de Phytophthora capsici em meio V8 alterado
com diferentes concentracdes do fungicida A2094410D. Urbana-Champaign,
EUA, 2015.

Inibicdo da producédo de esporangio. Os isolados foram transferidos
para 0 meio V8® &gar em placas de petri a uma temperatura de 25 °C e
permaneceram por quatro dias no escuro. Em seguida, discos de 7 mm foram
retirados da col6nia em crescimento e transferidos para placas de petri com
10 ml 4gua destilada esterilizada e fungicidas nas concentragdes descritas

anteriormente. As placas foram incubadas a uma temperatura de 25°C sob
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luz continua (KEINATH, 2012). Apos 48 horas, os discos de &gar foram
transferidos para laminas microscopicas e fixados com solucdo de 0,01%
fucsina e 85% de acido latico (KONE e outros, 2009 e MATHERON e
PORCHAS, 2000). Os esporangios foram observados em microscopio com
magnitude de 100x, e a contagem foi processada em duas areas aleatérias
para cada area do disco. Os valores do ECs, foram calculados para cada
isolado. A supressdo da formacdo de esporangio foi calculada através do
nimero de esporangios produzidos na placa com fungicida em relacdo ao
controle, e, a partir disso, determinou-se a relacdo da formacdo de
esporangio (RFE). Os isolados com RFE < 30% foram classificados como
sensitivos, os isolados com RFE > 30 e < 90% foram classificados como
sensitivo intermediario, e os isolados com RFE > 90% foram classificados
como resistente aos fungicidas testados (LAMOUR e HAUSBECK, 2000).

Inibicdo da producdo de zodsporos. Utilizou-se a técnica Sandwich
descrita por YOUNG e VJUGINA (2002) durante o teste de inibicdo da
producdo de zoodsporos. Discos com 7 mm de diametro foram acrescidos em
meio V8® 4gar & temperatura de 25 °C por 16 horas de fotoperiodo durante
quatro dias para formacdo de esporangios. Apds esse periodo, os discos
foram transferidos para uma placa de petri vazia esterilizada, a qual se
adicionaram 5ml de &gua gelada (temperatura de 10 + 2 °C), destilada e
esterilizada em cada placa. As placas foram acondicionadas em temperatura
ambiental por 30 minutos. Em seguida, a suspensdo foi transferida para tubo
de 50ml e agitada por 50 segundos - encistamento do zo6sporo. O nlmero de
zoosporos foi contado em trés aliquotas de cada suspensdo com o auxilio do
aparelho hemocitdmetro a 200x de amplificagdo. Produgdo relativa de
zoosporos foi calculada através da relagdo nimero de zoGsporos no meio
alterado com fungicida e o nimero de zodsporos contidos no tratamento
controle. Quatro replicacdes foram realizadas para cada isolado durante o
experimento.

Andlise estatistica. Os dados foram analisados com o auxilio do
programa SAS versdo 9.0 (SAS, INSTITUTE, 2002). Os valores ECs, foram
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obtidos com o programa PROC GLM do SAS, e os testes de média foram
realizados utilizando-se o teste Tukey a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificacdo molecular do patdgeno e teste de patogenicidade. O
produto da amplificacdo obtido por meio de PCR com os primers PC-1 e
PC-2 resultou em fragmento de 560bp para todos os isolados de
Phytophthora spp. analisados (Figura 1). Todos os isolados de Phytophthora
capsici expressaram sintomas em plantulas de pimentdo aos 3 DAI (dias
apos a inoculacdo), o que confirma a acdo patogénica de todos os isolados
testados — indices ndo apresentados.

A requeima causada pelo oomiceto P. capsici em cultivos de
hortalicas tem apresentado um aumento expressivo no estado de lllinois.
Novos fungicidas tém sido liberados para uso no controle da requeima, e,
por essa razao, a producao de esporos e a protecao de plantas sadias tém sido
reduzidas. O patdgeno em estudo foi efetivamente suprimido por todos os

compostos testados.

560bp 202 212 216 221 270

SOUZA, 2015

Figura 4. Gel de agarose do produto de PCR dos isolados de Phytophthora

capsici analisados, utilizando-se os primers PC-1 e PC-2 do rDNA. Urbana-
Champaign, EUA, 2015.

Sensibilidade ao fungicida ciazofamida. Todos os isolados

testados foram sensitivos a ciazofamida (RDC < 30%) nas concentragdes de
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100 e 200p/ml in vitro. Apenas 60% dos isolados apresentaram sensibilidade
intermediaria (RDC< 90%) ao ciazofamida na concentracdo de 50u/ml e
80% a uma concentracdo de 0.5u/ml (Figura 5B). Nao foram observados
isolados resistentes a ciazofamida. As concentracfes minimas para reduzir o
crescimento micelial dos isolados variaram de 100 a 200pg/ml. A média
ECsodo crescimento micelial para o fungicida ciazofamida foi 1,03 (variacao
de 0,3404 a 3,63) mg/litro (Figura 5A).

Ciazofamida é um fungicida que apresenta atividade especifica
contra doencas causadas por oomicetos (BABADOOST, 2015; JAKSON e
outros, 2012 e MITANI e outros, 2001), e diversos estudos tém demonstrado
a acdo positiva desses fungicidas em diferentes estagios assexuados de P.
capsici (JAKSON e outros, 2012; KOUSIKI e KEINATH, 2008).
Verificou-se que todos os isolados foram sensitivos ou intermediarios
sensitivos ao ciazofamida na concentragdo de 100upg/ml, e os valores
permaneceram até 200ug/ml para o crescimento micelial. Os resultados
encontrados neste estudo contrastam com os de Jackson e outros (2012), que
identificaram isolados resistentes de P. capsici nas concentracdes entre

100ug/ml e 500ug/ml no estado da Georgia, EUA.
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Figura 5. Concentracdo efetiva para inibi¢cdo em 50% (ECsp) em concentragdes
de ciazofamida (A), Porcentagem dos isolados de P. capsici resistentes,
intermedi&rio resistente e sensitivo a diferentes concentragdes de fungicida
ciazofamida (B) e efeitos de fungicidas na producéo de esporangio e zo6sporo
de P. capsici em diferentes concentragdes de ciazofamida (C). Urbana-

Champaign, EUA, 2015.
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Sensibilidade ao fungicida dimetomorfe. Na concentragdo de
0,1pg/ml de dimetomorfe, 60% dos isolados foram sensitivos (RDC < 30%),
enquanto 100% dos isolados apresentaram sensitivos na concentracdo de 10
pg/ml.  Sensibilidade intermediaria (RDC < 90%) foi encontrada nas
concentragdes 0,1pg/ml e 5ug/ml (Figura 6B). A concentracdo minima
inibitéria para reduzir o crescimento micelial dos isolados foi 5 pg/ml. A
média ECsy das concentracGes de dimetomorfe para todos os isolados foi
2,98 (variacdo de 0,7455 a 4,66) mg/litro (Figura 6A).

O efeito do dimetomorfe tem sido amplamente reportado na
literatura com efeito supressor de varias espécies de Phytophthora sp.
(SOUZA e outros, 2014; JACKSON e outros, 2012; KEINATH, 2012;
STEIN e KIRK, 2003 e MATHERON e outros, 2000). Diferentes estagios
do clico de vida assexual do patdégeno tém apresentado variacdes no nivel de
sensibilidade ao dimetomorfe in vitro. Keinath (2007), avaliando a
sensibilidade de diversos fungicidas no controle da requeima, encontrou
valores de ECs, iguais a 0,19mg L™, enquanto Jackson (2012) encontrou
valores de 0,24mg L™ . Os valores de ECs, para dimetomorfe no presente
estudo variaram de 0.7455 a 4.66mg L™ litro e tiveram média de 2.98mg L™
litro. No entanto, isolados de originarios do estado do Arizona, EUA,
apresentaram valores com variacdo de ECs, entre < 0,1 a 3,9mg L*
(MATHERON, 2000), resultados esses que corroboram com 0s do presente
estudo.

Os agricultores tém usado bastante o fungicida dimetomorfe em
programa de manejo da requeima por décadas, e a frequéncia tem variado

em diferentes zonas produtoras de hortalicas nos Estados Unidos.
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Maiores ou menores pressdes no uso de um quimico em uma
especifica regido refletem diretamente no ciclo de vida da doenca, e,
consequentemente, diferengas em ECsy, podem ser observadas; por outro
lado, as variacdes na sensibilidade a um fungicida podem ser um indicativo
de variagcbes natural do patégeno (HAMLEN & POWER, 1998). Ao
contrério do esperado, ndo foi observado nivel de resisténcia ao fungicida
dimetomorfe para os isolados em estudo, visto que o fungicida é bastante
utilizado por produtores de hortalicas no estado de Illinois.

Sensibilidade ao fungicida mandipropamida. O crescimento
micelial foi afetado por baixas concentra¢fes (5ug/ml) do fungicida
mandipropamida. Todos o0s isolados testados foram sensitivos ao
mandipropamida (RDC < 30%) nas concentracfes 0,05 % a 5 pg/ml in vitro
(Figura 7B). A concentra¢cdo minima inibitoria para reduzir o crescimento
micelial dos isolados foi 0,1 pg/ml. A média ECs, para concentracdes de
mandipropamida foi 4,03 mg L™, com variacdo de 0,1260 a 7,179 ( Figura
7A).

Em estudos realizados por Jackson, (2012) o fungicida
mandipropamida apresentou eficiéncia na supressdo de P. capsici em todos
0s estados de desenvolvimento do patégeno, 0 que corrobora com 0s
resultados encontrados neste estudo. Pesquisas adicionais realizadas em casa
de vegetacdo revelaram alta eficiéncia do fungicida mandipropamida no
controle de P. infestans em batata e tomate (BOUWMAN, 2012).
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Figura 7. Concentragao efetlva para |n|b|(;ao em 50/ (EC 0) em concentragoes
de mandipropamida (A), Porcentagem dos isolados de P. capsici resistentes,
intermediério resistente e sensitivo a diferentes concentragdes de
mandipropamida (B) e efeitos de fungicidas na producéo de esporangio e
zodsporo de P. capsici em diferentes concentracfes de mandipropamida (C).
Urbana-Champaign, EUA, 2015.

43



Sensibilidade ao fungicida A209410D. Todos os isolados testados
apresentaram sensibilidade intermediaria (RDC < 90%) ou foram sensitivos
(RDC < 30%) ao A209410D nas concentragdes 10, 50, 100 e 200pug/ml em
teste in vitro (Figura 8B). Na concentragdo 1pg/ml, todos os isolados
apresentaram 100% de sensibilidade intermediéria. A concentra¢gdo minima
inibitéria para reduzir o crescimento micelial dos isolados foi 150ug/ml. A
média ECs, das concentracdes de A209410D para os isolados foi 0,2835mg
L™ com variagdo de 0,0325 a 0,967 (Figura 8A).

A2094410D é um novo fungicida em processo de registro pela
empresa Syngenta no controle de P. capsici e outros oomicetos. Atualmente,
existem diversos novos produtos sendo testados para o0 uso no manejo de P.
capsici. Os resultados indicaram eficacia para o controle da doenca em
diversos estagios nos testes pré-liminares; caso 0s resultados sejam
reproduzidos em nivel de campo, poderdo ser utilizados futuramente em
programa de manejo de Phytophthora spp. Os dados sdo promissores, no
entanto pesquisas adicionais em casa de vegetacdo e campo sdo
recomendadas para a confirmacdo desses testes, assim como para determinar
as dosagens e periodo de caréncia do produto.

Sensibilidade ao fungicida A20942SC. Todos os isolados testados
apresentaram sensibilidade com variacdo entre intermediaria e sensitiva nas
concentracdes de 10 a 150ug/ml, entretanto, na concentracdo 1pg/ml, os
isolados demonstraram 100% de resisténcia (RDC > 90 %) ao fungicida
A20942SC (Figura 9B). A concentracdo minima inibitéria para reduzir o
crescimento micelial de todos os isolados foi de 100 pg/ml. A média ECsp
das concentracfes de A20942SC para todos os isolados foi 0,1175, com
variacio de 0,0457 a 0,1661mg L™ (Figura 9A).
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A209410D (B) e efeitos de fungicidas na producéo de esporéngio e zodsporo de
P. capsici em diferentes concentracdes de A209410D (C). Urbana-Champaign,
EUA, 2015.
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A20942SC ¢é também um novo fungicida ndo registrado para o
controle de P. capsici. Os resultados demonstraram diferengas quando
comparado com 0 A2094410D. Em baixa concentragdes (1jug/ml), todos os
isolados apresentaram resisténcia, no entanto, na concentragdo 150p/ml,
todos os isolados apresentaram sensibilidade ao composto. Os resultados
foram eficientes no crescimento micelial de P. capsici.

A producdo de esporangios e zoosporos foi afetada por todos os
fungicidas testados (Figuras 5C, 6C, 7C, 8C, 9C). Houve uma reducéo
significativa na producdo de esporangio e zoGsporos na concentracdo de
10pg/ml para ciazofamida, 2.5ug/ml para dimetomorfe, 0.005ug/ml para
mandipropamida, 100ug/ml para A209410D e 100pg/ml para A20942SC.
Foi observada uma reducdo na producdo de esporangios e zodsporos em
funcdo do aumento das concentracbes dos fungicidas. O fungicida
ciazofamida demonstrou um melhor desempenho, inibindo a produgédo de
esporangio e zodsporo em baixas concentracoes.

Os dados demonstraram um efeito positivo de todos os fungicidas
testados na producdo de esporéngio e zodsporos. O efeito dos fungicidas
sobre a producdo de esporangio e zobsporos de P. capsici pode estar
relacionado com a fisiologia e o ciclo de vida desse patégeno (STEIN &
KIRK, 2003). Diferentes niveis de supressdo da producdo de esporangio e
zoosporo  tém sido relatados em diferentes concentracbes de
mandipropamida (STEIN & KIRK, 2003); dimetomorfe (LAMOUR &
HAUSBECK,2000 e ERWIN & RIBEIRO, 1996) e ciazofamida (ERWIN &
RIBEIRO, 1996).

46



f L =
10 s ° S
& S 23
5 4 8 o 9o
S &8 © % E
Q@ c S © ]
CCCCC
§ 8 5 NO
o 5 % v &
[«5) o c
e < g 2 5
-2 @ ‘c © c QO
- —~ =2 > 3 e
3 9 © © =)
e
O & &5 © .
Ll [&] c o~
..W [a (&) (<5} ~
ol =2 = / - m % C
. HH - 5
= | =888 8% g
E =N =t g g 8 g
£ g & £ E w g g 3
8¢ S g -
H m 28 5 & 3 A -
M“.mm W 222222 0
887 Q T O 2 & S o S
1 : 2 8 35 g v o
1[ fgfiat
,/ o ¥ O D
o (@ m S < S o
@@@@@@ 3
S oD =2 = &
E 28 @ o =5
nnnnn
7] c o g S
e .N [«6) (7] 5 O
S 2 o & m
S © w8 o 8
a5
o < o 8
- o 8
S8 e
8 2 5 5
= [ S
0 23 Q
8 &8 o o 5
<t - —~~
8 8 8 g & ® m m = & m
©8 3o 2
. A m N o
e 85§38
S ° g3 8
5 c & o
> c I >
2 S
L

47



CONCLUSOES

A supresséo de P. capsici com o uso do fungicida mandipropamida
in vitro em diferentes concentracdes é bastante eficiente no controle de P.
capsici e podera ser usada em pesquisas futuras em campo com objetivo de
obter informagdes para estratégias e manejo no controle de requeima.
Valores de sensibilidade obtidos neste estudo podem ser utilizados como um
comparativo para monitorar a sensibilidade dos fungicidas estudados em
populacéo de P.capsici.

Os fungicidas ciazofamida, dimetomorfe e A209410D apresentam
potencial supressor no crescimento micelial, esporangio e zo6sporo de P.
capsici.

Os isolados testados de P. capsici apresentam um grau de resisténcia
ao fungicida A20942SC na concentragdo 1pg/mL, e o monitoramento da

sensibilidade no campo é bastante recomendado.
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CAPITULO 2: EFICIENCIA DE FUNGICIDAS NO CONTROLE DE
Phytophthora capsici NO CULTIVO DE ABOBORA EM ILLINOIS,

*

EUA.

*Artigo publicado: Proceedings of Curcubitaceae 2016, the XI™ EUCARPIA,

Meeting on Genetics and Breeding of Curcubitaceae. July, 2016, Warsaw, Poland.
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EFICIENCIA DE FUNGICIDAS NO CONTROLE DE Phytophthora
capsici NO CULTIVO DE ABOBORA EM ILLINOIS, EUA.

Resumo — A requeima causada por Phytophthora capsici € uma doenca
destrutiva de cucurbitaceas e pimentdes no estado de Illinois e em todo o
mundo. O uso de fungicidas € um componente significativo das estratégias
de manejo da requeima em cucurbitaceas e solanaceas nos Estados Unidos.
Foram realizados estudos no laboratério e no campo para avaliar a eficacia
de fungicidas para o controle de Phytophthora capsici em cultivo de ab6bora
em Illinois, EUA. No laboratério, a sensibilidade de cinco P. capsici
isolados provenientes de Illinois foi avaliada para os fungicidas ciazofamida,
dimetomorfe e mandipropamida e A209410D. Em 2014 e 2015, a eficacia
dos fungicidas ciazofamida, dimetomorfe e mandipropamida foi avaliada
para o controle de P. capsici em abdbora. Em 2014, a incidéncia de podriddo
de frutos causada por P. capsici foi de 31%. A incidéncia da doenca nas
folhas no tratamento controle, ciazofamida, dimetomorfe e mandipropamida
foram 5, 10 e 2%, respectivamente. Em 2015, a incidéncia da podriddo em
frutos causada por P. capsici foi de 69% em parcelas do controle e 42, 21 e
18% nos tratamentos ciazofamida, dimetomorfe e madripropamida,
respectivamente.

Palavras-chave: Oomycete. Patdgeno do solo. Resisténcia a fungicidas.
Podridao de frutos.
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EFFICIENGY OF FUNGICIDES IN THE CONTROL OF Phytophthora
capsici IN PUMPKIN CROPS IN ILLINOIS, USA.

Abstract — Phytophthora blight, caused by Phytophthora capsici, is a
destructive disease of cucurbits and peppers in Illinois and worldwide.
Fungicide use is a significant component of management strategies of
Phytophthora blight of cucurbits and peppers in the United States. Studies
were conducted in the laboratory and field to evaluate efficacy of selected
fungicides for control of Phytophthora blight of pumpkin in Illinois. In the
laboratory, sensitivity of five P. capsici isolates from Illinois was evaluated
to the fungicides cyazofamid, dimethomorph, mandipropamid and
A209410D. Development of colonies and production of sporangia of the
isolates were assessed at concentrations of 0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, and 10.0
pug/mL of cyazofamid; 0.0, 0.1, 0.5, 1.0, 2.5 and 5.0 pg/mL of
dimethomorph; 0.0, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, and 5.0 pg/mL of mandipropamid;
and 0, 1, 10, 50, 100, and 200 pug/mL of A209410D in V8 juice agar in Petri
plates. In 2014 and 2015, effectiveness of the fungicides cyazofamid,
dimethomorph, and mandipropamid for control of P. capsici in pumpkin was
investigated. In 2014, incidence of fruit rot caused by P. capsici was 31% in
control plots and 5, 10, and 2% in the plots treated with cyazofamid,
dimethomorph, and mandipropamid, respectively. In 2015, incidence of fruit
rot caused by P. capsici was 69% in control plots and 42, 21, and 18% in the
plots sprayed with cyazofamid, dimethomorph, and mandipropamid,
respectively.

Keywords: Oomycete. Soilborne pathogen. Fungicide resistance. Fruit rot
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INTRODUCAO

A requeima causada pelo oomiceto Phytophthora capsici é o
principal agente patogénico responsavel por enormes perdas no género das
curcubitaceas e solanaceas no planeta (ERWIN e RIBEIRO 1996,
WILLIAM e ZITTER 1996; RISTAINO e JOHNSTON, 1999; HAUSBECK
e LAMOUR, 2004; BABADOOST e PAVON, 2013). O patdgeno P. capsici
pode atacar o hospedeiro em qualquer fase do desenvolvimento vegetativo e,
dessa maneira, causar em campo uma reducao na producdo que pode chegar
a erradicacdo da lavoura (BABADOOST e ISLAM 2003, HAUSBECK and
LAMOUR, 2004).

Diversos sintomas sdo associados a requeima em plantas, tais como,
tombamento de plantulas, podriddo de raiz, queima das folhas (Figura 10 A e
B) podridao nos frutos (Figura 10 C,D) em cucurbitaceas (HAUSBECK e
LAMOUR, 2004; ISLAM e outros, 2005; KOUSIKI e KEINATH, 2008),
assim como podriddo de raiz, necrose no colo da plantula, queima nas folhas
e podriddo dos frutos em pimentdo (RISTAINO e JOHNSTON, 1999;
MATHERON e PORCHAS, 2000; RISTAINO, 2003). P. capsici pode
também atacar outras espécies de 15 diferentes familias (HAUSBECK e
LAMOUR, 2004; TIAN e BABADOOST, 2004).

O oomiceto P.capsici é um patdgeno de solo e produz odsporos,
esporangios e zoosporos (Figura 11). O patégeno sobrevive em restos
culturais e no solo em forma de odsporos (HAUSBECK e LAMOUR, 2004;
BABADOOST e PAVON, 2013). Os o6sporos sao estruturas de resisténcia
capazes de suportar a desidratacdo, baixas temperaturas e condicdes
extremas ambientais e podem sobreviver no solo sem a presenca do
hospedeiro por diversos anos. A germinacao do o6sporo produz esporangios,
que, por sua vez, produzem zoosporos (ERWIN e RIBEIRO, 1996; ISLAM
et al., 2005). Os zoGporos sdo estruturas moveis que apresentam geralmente
dois flagelos, s&o liberados na &gua por meio da irrigacdo ou na superficie de

uma lamina de agua e infectam o tecido vegetal. Em condigdes ambientais
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favoraveis (alta umidade e baixa temperatura), a doenca desenvolve-se
rapidamente (WILLIAM e ZITTER, 1996; HAUSBECK e LAMOUR, 2004;
ISLAM e outros, 2005; BABADOOST e PAVON, 2013).

Figura 10. Plantas e frutos de abobora recentemente infectados por P. capsici
(A); plantas em estado avangado de infec¢do (B), frutos recentemente
infectados (C) e frutos em estado avancado de infec¢éo (D). Urbana-
Champaign, EUA, 2016.

O manejo estratégico recomendado para o controle de P. capsici em
espécies horticolas inclui o plantio em &reas com solo bem drenado, a
utilizacdo de cultivares resistentes, rotacdo de cultura e aplicacdo de
fungicidas preventivos (WILLIAM e ZITTER, 1996; HAUSBECK e
LAMOUR, 2004; BABADOOST, 2013). Desde que ndo haja cultivares de
curcubitaceas resistentes a P. capsici, 0 uso de fungicida em programas de
manejo dessa doenca torna-se essencial para o controle do patdégeno em

campo. A requeima apresenta diferentes ciclos patogénicos e desenvolve
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rapidamente resisténcia a fungicida. Assim, em cada area, a eficicia dos
fungicidas durante 0 manejo de P.capsici deve ser avaliada, e 0 uso de

fungicidas deve ser cuidadosamente monitorado.

A ,"".,'c' D -
997 @ it ®

BABADOOST, 2015

Figura 11. Estrutura reprodutiva de P. capsici. O6sporos (A), Unico 06sporo
(B), esporangio liberando zodsporo (C) e esporangios e zodsporos (D). Urbana-
Champaign, EUA, 2015.

Nos ultimos 14 anos, varios fungicidas foram desenvolvidos para o
manejo de patdgenos de oomicetos, incluindo Phytophthora spp. Alguns
desses fungicidas sdo eficazes contra P. capsici. Ciazofamida, dimetomorfe
e mandipropamida sdo comumente usados como fungicidas para prevenir P.
capsici em cucurbitaceas em Illinois e em outras areas de cultivo de vegetais.
Esses fungicidas apresentam diferentes modos de acdo e podem ser
utilizados em conjunto. Este estudo foi conduzido para determinar a eficacia
de diferentes fungicidas no controle P. capsici oriundo do estado de Illinois,
EUA.
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MATERIAL E METODOS

Localizacdo e periodo do experimento: O experimento foi
conduzido nos anos de 2014 e 2015, entre os meses de maio e outubro de
cada ano, no campo experimental irrigado localizado em Green Valley City
(Tazewell County), Illinois, EUA (Figura 12). Foram cultivadas abdboras da
espécie Curcubita moschata, variedade Duchesne, destinada para o
processamento industrial.

Green Valley, llinois 61534, EUA

Estados
Unidos

GOOGLEMAPS, 2016

Figura 12. Localizagdo geogréafica da drea onde foram realizados os testes em
campo. Urbana-Champaign, EUA, 2016.

Andlise do solo: Para implantacdo do experimento, foram coletadas
amostras do solo da area experimental a profundidade de 0 a 20cm, 60 dias
antes da instalacio do experimento e, posteriormente, analisadas no

Laboratério de Solos da University of Illinois at Urbana Champaign, Illinois,
EUA.
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Delineamento experimental: O delineamento experimental
utilizado foi em blocos casualizados (DBC), constituido por cinco
tratamentos e quatro repeticdes. Cada parcela experimental foi composta por
uma fileira de 6m de comprimento com 12 plantas, com 0,5m de
espacamento entre elas e 9 metros entre parcelas ao acaso (Figura 13).

SOUZA, 2015

Figura 13 — Area experimental do plantio de ab6bora (Curcubita moschata) em
Green Valley City, lllinois, EUA, 2015.

Isolamento de Phytophthora capsici: cinco isolados de P. capsici
foram selecionados a partir da colecdo mantida no laboratorio do Dr.
Babadoost na Universidade de Illinois at Urbana Champaign durante a
conducdo deste estudo. Os isolados foram cultivados em meio V8® em
placas de Petri. O agar de suco V8® foi preparado por adicdo de 50ml de
suco V8®, 1g de CaCO; e 16g de agar a 950ml de agua destilada.

Realizou-se um ensaio de crescimento micelial in vitro para
determinar a concentragao eficaz de fungicida, da qual 50% do crescimento
fungico foi inibido (ECsp) para cada combinacdo de isolado-fungicida.
Transferiram-se discos de 7mm de didmetro de culturas de P. capsici ativas e

crescidas para meio de cultura V8 modificado para placas de Petri de acordo
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com as recomendacdes dos fungicidas. Para os ensaios, as solucGes de
reserva de fungicidas foram diluidas com metanol, acetona ou &4gua. Foram
utilizadas quatro placas para cada combinacdo fungicida-concentracdo. As
placas de cultura foram incubadas a 25°C e mantidas no escuro. Dois
didmetros perpendiculares de col6nias foram medidos 4 dias apds a
incubacéo.

Para verificacdo da inibicdo da formagéo de esporangios, os isolados
de P. capsici foram cultivados em V8 agar em placas de Petri a 25°C no
escuro durante 4 dias. Em seguida, foram cortados discos de 10mm x 10 mm
a partir da borda das colénias. Trés discos de 100mm? foram colocados com
0 lado do micélio para cima numa placa de petri com &agua destilada
esterilizada e fungicida nas concentragdes indicadas pela recomendacao
técnica de cada fungicida. As placas de Petri foram incubadas a 25°C sob luz
continua (Keinath 2007). Ap6s 48horas, os discos de agar com as colénias
foram colocados em laminas de vidro, corados e fixados com &cido fucsina a
0,01% (p/v) e &cido lactico a 85%. O nimero de esporangios foi contado em
dois dos tampdes de adgar usando-se um microscopio de luz. Foi determinada
a concentracdo de fungicida na qual 50% da producdo de esporangios foi
reduzida (ECs).

Instalacdo da cultura e da inoculacdo da doenca em campo: Em
2014, as sementes de abdbora foram semeadas no dia 07 de maio, e, em
2015, a semeadura foi realizada no dia 14 de maio. Em 2015, devido as
chuvas intensas, algumas parcelas foram perdidas, e o ensaio foi
restabelecido com transplante de mudas com 20 dias de idade no dia 1° de
agosto do referido ano. As sementes de abdbora da variedade Duchesne
foram semeadas em bandejas de polietileno com 128 células, e, quando
atingiram quatro pares de folhas verdadeiras, as mudas foram transplantadas
para 0 campo. As ervas daninhas foram controladas por meio de aplicacdo de
herbicidas e capina manual. Os insetos de maior ocorréncia na area foram

Acalymma vittatum e Diabrotica undecimpunctata e foram controlados com
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aplicacio de permetrina (Pounce 25WP a 740mL/ha™) no dia 9 de julho e
acetamipride (Assail 30SG a 358g/ha™) no dia 23 de julho.

Solugdes com zodsporo foram preparadas conforme descrito no
capitulo 1, ajustadas as concentracdes de 200 zodsporos/ml™ e aplicadas nos
tratamentos aos 28 dias ap6s o transplantio. As aplicacbes dos fungicidas
foram realizadas por meio de pulverizagdo com auxilio de uma bomba costal
de CO, automatica (Tabela 1) e com uma calda de 470L de solucdo por
hectare. As parcelas foram irrigadas conforme necessario por meio de uma
linha central de irrigacdo por pivo, que forneceu 7,6mm de agua por turno de

rega.

Tabela 1 — Tratamentos utilizados no experimento com respectivos
nome comercial, dose/ha™ e tempo de aplicacdo utilizado nos ensaios de
2014. Urbana-Champaign, EUA, 2016.

Tratamento com fungicidas’ e dose/ha™ (tempo de aplicacéo)’

T1 - Testemunha
T2 —Ranman 400F, 194 mL + Silwet L-77, 144 mL (1-9)

T3 —Ranman 400F, 194 mL + Silwet L-77, 140mL (1,3,5,7,9)
alternado Revus 2.09SC, 563 mL + Activator 90, 0,25% (2,4,6,8)

T4 — Revus 2.09SC, 563 mL + Kocide 3000 46.1 DF, 1.12kg + Activator-
90 0.125% (1,3,5,7,9) alternado Ranman 400F, 194 mL + Silwet L-77,
140mL (2,4,6,8)

T5 - Revus 2.09SC, 563 mL + Kocide-300 46.1DF, 1.12 kg (1,3,5,7,9)
alternado Forum 4.16SC, 423 mL + Kocide-300 46.1DF, 1.12Kg (2,4,6,8)

T6 — Revus 2.09SC, 563mL + Kocide-300 46.1DF, 1.12Kg + Activator 90,
0.125% (1,3,5,7,9) alternado Forum 4.16SC, 423 mL + Kocide-300 46.1DF,
1.12kg + Activator-90, 0.25% (2,4,6,8)

z - Ranman 400F = ciazofamida; Forum 4.16SC = dimetomorfe; Kocide-3000
46.1DF = hidréxido de cobre; Revus 2.09SC = mandipropamida; Silwet L-77 =
espalhante adesivo; e Activator-90 = espalhante n&o ibnico.

y — Data de aplicagdo: 1° = 12 Junho; 2° = 19 Junho; 3° = 26 Junho; 4° = 3 Julho; 5°
=10 Julho; 6° = 17 Julho; 7° = 24 Julho; 8° = 31 Julho; and 9° = 7 Agosto de 2014.
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Tabela 2 — Tratamentos utilizados no experimento com respectivos
nome comercial, dose/ha™ e tempo de aplicacdo utilizado nos ensaios de
2015. Urbana-Champaign, EUA, 2016.

Tratamento com fungicida’ e dose ha™ (tempo de aplicac&o)”

T1 - Testemunha

T2 —Revus 2.09 SC, 563 mL + Kocide-3000 46.1 DF, 1.12kg (1,3,5,7)
alternado Ranman 400F, 194 mL + Kocide-3000 46.1 DF, 1.12 kg (2,4,6,8)

T3 —Revus 2.09 SC, 563 mL (1 - 8)
T4 — Revus 2.09 SC, 563 mL + Kocide-3000 46.1 DF, 1.12kg (1 — 8)
T5 — Revus 2.09SC, 563 mL + Activator-90, 0.25% (1 — 8)

T6 — Revus 2.09 SC, 563 mL + Kocide-3000 46.1 DF, 1.12kg + Activator-
90, 0.25% (1-8)

T7 —Forum 4.16 SC, 423 mL (1 - 8)
T8 — Ranman 400F, 194 mL (1 - 8)
T9 — Ranman 400F, 194 mL + Kocide-3000 46.1 DF, 1.12kg (1 — 8)

z - Ranman 400F = cyazofamida; Forum 4.16SC = dimetomorfe; Kocide-
3000 46.1DF = hidroxido de cobre; Revus 2.09SC = mandipropamida;
Silwet L-77 = espalhante adesivo; e Activator-90 = espalhante ndo idnico.

y — Data de aplicacdo: 1° = 20 de Agosto; 2° = 27 de Agosto; 3° = 3 de
setembro; 4° = 10 de setembro; 5° = 17 de setembro; 6° = 24 de setembro; 7°
= 31 de setembro; 8° = 7 de outubro de 2015.

A colheita dos frutos foi realizada de forma manual, a partir dos 100
DAT (dias ap6s o transplantio), quando os frutos apresentaram maturacéo

fisioldgica.

Variaveis analisadas: Incidéncia da doenca: A incidéncia da
requeima nas plantas de abdbora foram realizadas antes da colheita, e
examinaram-se cinco plantas centrais por parcela. As avaliacbes da
incidéncia da requeima nos frutos foram realizadas no dia da colheita.

Avaliou-se a producdo (kg.planta™), e o peso total dos frutos foi analisado
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em suas respectivas colheitas e parcelas, dividido pelo nimero de plantas da
parcela e a produtividade (t.ha™) que foi obtida pela pesagem dos frutos das
plantas Gteis, e calculados a média por planta (kg.planta™) e o equivalente
por hectare (t.ha™).

Andlise estatistica: Os dados foram analisados com o auxilio do
programa SAS versdo 9.0 (SAS, INSTITUTE, 2002). Os valores ECs, foram
obtidos pelo programa PROC GLM do SAS, e os testes de média foram
realizados utilizando-se o teste LSD a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento micelial e a producéo de esporéngio foram reduzidos
pelos fungicidas testados em laboratorio, o que demonstra seu potencial
supressor no desenvolvimento do patégeno. O crescimento micelial e a
producdo de esporangios foram significativamente (a = 0,05) reduzidos pelos
quatro fungicidas testados em laboratério. Os valores ECs, dos fungicidas
para o crescimento micelial variaram de 0,34 a 3,63ug/mL (média
1,03ug/mL) para a cazofamida, de 0,75 a 4,66ug/mL (média de 2,98 pug/mL)
para dimetomorfe, de 0,13 a 7,18ug/ml (média de 4,03 pg/mL) para
mandipropamida e de 0,03 a 0,97ug/mL (média de 0,28ug/mL) para
A209410D. O valor ECs, para a producdo de esporéngios foi de 10, 2,5,
0,05 e 100pg/mL para ciazofamida, dimetomorfe, mandipropamida e
A209410D, respectivamente.

Em 2014, a infeccdo das ramas, folhas e do fruto foi observada pela
primeira vez em parcelas nao tratadas no dia 1° de julho. As percentagens de
folhas e frutos infectados por P. capsici foram significativamente maiores
nas parcelas nas quais ndo houve aplicacdo de fungicidas (testemunhas) do
que nas parcelas tratadas (Tabela 2). A menor incidéncia de plantas
infectadas por P. capsici (6,25%) foi nas parcelas pulverizadas com
ciazofamida (Ranman 400F) + Silwet L-77 alternada com mandipropamida
(Revus 2,09SC) + Activator-90. A menor incidéncia de frutos infectados por
P. capsici (4,45%) foi verificada nas parcelas pulverizadas com
mandipropamida (Revus 2.09SC) + hidroxido de cobre (Kocide-3000
46.1DF) + Activator-90 alternado com ciazofamida (Ranman 400F) + Silwet
L -77. Em 2015, a infeccdo das ramas, folhas e do fruto foi observada pela
primeira vez em parcelas ndo tratadas no dia 15 de setembro. As
percentagens de plantas e frutos infectados por P. capsici foram
significativamente maiores em parcelas ndo tratadas (testemunha) do que nas

parcelas tratadas (Tabela 2).

63



Em 2015, a incidéncia de plantas infectadas por P. capsici foi de 5%
nas parcelas tratadas, enquanto a incidéncia de infeccdo nas parcelas ndo
tratadas foi de 10% em parcelas ndo tratadas. A incidéncia de infec¢do no
fruto em parcelas tratadas variou de 17,53 a 31,25% em comparagdo com as
parcelas ndo tratadas, que atingiram indices de 69,17% (Tabela 3). A
incidéncia de infeccdo no fruto foi a mais baixa (17,53%) nas parcelas
pulverizadas com Mandipropamida (Revus 2.09SC) + hidroxido de cobre
(Kocide-3000 46.1DF) + Activator-90.

A requeima causada por P. capsici é uma das doencas mais
destrutivas das cucurbitaceas do mundo. O manejo desse patégeno em
cucurbitaceas ¢ uma tarefa desafiadora porque ndo ha cultivares resistentes
de cucurbitaceas a P. capsici. Um componente importante das estratégias de
manejo de P. capsici em cucurbitaceas é a aplicacdo de fungicidas.
Babadoost e Islam (2003) desenvolveram um tratamento efetivo de sementes
de cucurbitaceas com mefenoxam (Apron XL LS) que previne a infeccao das
plantas por cinco semanas de semeadura no solo. Nos ultimos 14 anos,
varios fungicidas eficazes foram desenvolvidos para 0 manejo de P. capsici
em cucurbitaceas.

Entre os fungicidas recentemente desenvolvidos, estdo
ciazofamida, dimetomorfe e mandipropamida. A viruléncia dos isolados de
P. capsici em cucurbitaceas varia entre as areas produtoras de cucurbitaceas
nos Estados Unidos (HAUSBECK e LAMOUR, 2004; ISLAM e outros,
2005). Além disso, P. capsici pode rapidamente desenvolver resisténcia aos
fungicidas. Portanto, é essencial testar a eficacia de fungicidas para o0 manejo
de P. capsici em cada area de cultivo de cucurbitdceas. No estudo,
verificaram que todos os fungicidas (ciazofamida, dimetomorfe e
mandipropamida) testados sdo eficazes contra isolados de P. capsici
originarios do estado de Illinois. Os resultados mostraram que o fungicida
A209410D controla efetivamente P. capsici em abdbora (Babadoost, dados
ndo publicados). Mas as aplicagdes desses fungicidas devem ser alternadas

para evitar o desenvolvimento de resisténcia do patdgeno.
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Entre os fungicidas testados em campos nos ultimos 4 anos, 0
mandipropamida foi o mais eficaz para o manejo de P. capsici em abdbora.
Resultados semelhantes foram observados em pimentdo durante ensaios em

campos em lllinois (Babadoost, dados ndo publicados).
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Tabela 3. Ocorréncia de requeima causada por Phytophthora capsici, em plantas e frutos de abdbora apds aplicagdo dos

diferentes fungicidas, Illinois, 2014. Urbana-Champaign, EUA, 2016.

Tratamento com fungicidas’ e dose/ha™ (tempo de aplicacéo)’

Infeccéo por Phytophthora

Testemunha
Ranman 400F, 194 mL + Silwet L-77, 144 mL (1-9)

Ranman 400F, 194 mL + Silwet L-77, 140mL (1,3,5,7,9)
alternado Revus 2.09SC, 563 mL + Activator 90, 0,25% (2,4,6,8)

Revus 2.09SC, 563 mL + Kocide 3000 46.1 DF, 1.12kg + Activator-90 0.125% (1,3,5,7,9)
alternado Ranman 400F, 194 mL + Silwet L-77, 140 mL (2,4,6,8)

Revus 2.09SC, 563 mL + Kocide-300 46.1DF, 1.12 kg (1,3,5,7,9)
alternado Forum 4.16SC, 423 mL + Kocide-300 46.1DF, 1.12Kg (2,4,6,8)

Revus 2.09SC, 563mL + Kocide-300 46.1DF, 1.12Kg + Activator 90, 0.125% (1,3,5,7,9)
alternado Forum 4.16SC, 423 mL + Kocide-300 46.1DF, 1.12kg + Activator-90, 0.25% (2,4,6,8)

LSD (o = 0.05)

Avrea total Frutos
infectada (%)* infectados (%)"
38.75a" 30.68 a
10.00c 9.61b
6.25¢C 572 b
13.75¢ 4.45b
10.00 c 10.14 b
25.00b 4.89b
10.25 9.38
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z — Ranman 400F = ciazofamida; Forum 4.16SC = dimetomorfe; Kocide-3000 46.1DF = hidrdxido de cobre; Revus 2.09SC =
mandipropamida; Silwet L-77 = espalhante adesivo; e Activator-90 = espalhante nao iénico.

y — Data de aplicagdo: 1° = 12 Junho; 2° = 19 Junho; 3° = 26 Junho; 4° = 3 Julho; 5° = 10 Julho; 6° = 17 Julho; 7° = 24 Julho; 8° = 31
Julho; and 9° = 7 Agosto de 2014.

X — Plantas infectadas foram avaliadas em 18 de agosto de 2014.

w — Frutos infectados foram avaliados em 29 de agosto de 2014 (Na colheita).

v — Valores médios de quatro repeticdes. Letras minGsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste Fisher LSD ao nivel de

significancia de o = 0.05.
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Tabela 4. Ocorréncia de requeima causada por Phytophthora capsici, em plantas e frutos de abodbora apos
aplicacdo de diferentes fungicidas, Illinois, 2015. Urbana-Champaign, EUA, 2016.

Infecg¢do por Phytophthora

Avrea total Frutos
Tratamento com fungicidas’ e dose/ha™ (tempo de aplicagéo)’ infectada (%) infectados (%)"
Testemunha 10.00 a" 69.17 a
Revus 2.09 SC, 563 mL + Kocide-3000 46.1 DF, 1.12kg (1,3,5,7)
alternado Ranman 400F, 194 mL + Kocide-3000 46.1 DF, 1.12 kg (2,4,6,8) 0.00b 26.07 cd
Revus 2.09 SC, 563 mL (1 - 8) 0.00b 25.56 cd
Revus 2.09 SC, 563 mL + Kocide-3000 46.1 DF, 1.12kg (1 — 8) 5.00 ab 28.69 bed
Revus 2.09SC, 563 mL + Activator-90, 0.25% (1 — 8) 0.00b 31.25 bcd
Revus 2.09 SC, 563 mL + Kocide-3000 46.1 DF, 1.12kg + Activator-90, 0.25 % (1 — 8) 1.25b 17.53d
Forum 4.16 SC, 423 mL (1 - 8) 250D 21.07d
Ranman 400F, 194 mL (1 - 8)
2.50ab 41.74 b

Ranman 400F, 194 mL + Kocide-3000 46.1 DF, 1.12kg (1 - 8) 3.75ab 39.09 bc
LSD (o =0.05) 6.67 15.30
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z — Ranman 400F = cyazofamida; Forum 4.16SC = dimetomorfe; Kocide-3000 46.1DF = hidréxido de cobre; Revus 2.09SC =
mandipropamida; Silwet L-77 = espalhante adesivo; e Activator-90 = espalhante ndo iénico.

y — Data de aplicacdo: 1° = 20 de Agosto; 2° = 27 de Agosto; 3° = 3 de setembro; 4° = 10 de setembro; 5° = 17 de setembro; 6° = 24
de setembro; 7° = 31 de setembro; 8° = 7 de outubro de 2015.

X — Plantas infectadas foram avaliadas em 9 de outubro de 2015.

w — Frutos infectados foram avaliados em 30 de outubro de 2015 (Na colheita).

v — Valores médios de quatro repeticBes. Letras minUsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste Fisher LSD ao nivel de
significancia de o = 0.05.
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CONCLUSOES

A aplicacdo de fungicida madipropamida apresenta eficacia no
controle de P. capsici na cultura da abdbora e, por essa razdo, pode ser
recomendada em manejo integrado da doenga.

A aplicagdo alternada dos fungicidas madipropamida, dimetomorfe
e ciazofamida é recomendada para a cultura da abdbora.

A aplicagdo alternada dos fungicidas pode evitar a selegdo de

populacdo de P. capsici resistente a fungicidas.
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CAPITULO 3: FUNGICIDAS QUIMICOS E BIOLOGICOS NO
CONTROLE DE Phytophthora capsici EM PIMENTAO.
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FUNGICIDAS QUIMICOS E BLOLC')GICOS NO CONTROLE DE
Phytophthora capsici EM PIMENTAO.

Resumo — A requeima causada pelo oomiceto Phytophthora capsici Leonian
é uma doenca destrutiva e responsavel por perdas severas em cultivo de
hortalicas no mundo. O uso de fungicidas no controle da requeima tem sido
bastante recomendado em programas multidisciplinares de manejo dessa
doenca, no entanto tém-se observado grandes avangos em pesquisas com
antagonistas bioldgicos. Objetivou-se comparar o efeito da aplicacdo de
fungicidas quimicos e agentes bioldgicos no controle de requeima na cultura
do pimentdo. O experimento foi conduzido na &rea experimental da
Faculdade Arnaldo Horacio Ferreira, Luis Eduardo Magalhdes, Babhia,
Brasil. Empregou-se o delineamento em blocos casualizados com seis
tratamentos, quatro repeticfes e unidade experimental constituida por 6
plantas. Os tratamentos (T) foram: T1) testemunha ndo pulverizada; T2)
Trichoderma harzianum; T3) Trichoderma longibrachiatum; T4)
Dimetomorfe; T5) Ciazofamida e T6) Mandipropamida aplicados de forma
preventiva aos 7, 15 e 21 DAT (dias ap6s o transplante). Utilizaram-se nove
isolados de P. capsici, e a inoculacdo foi realizada aos 10, 17 e 24 DAT nas
concentracdes de 200 zodsporos mL™. Avaliou-se a patogenicidade dos
isolados em casa de vegetacdo (comprimento das lesGes, porcentagem de
desfolha e mortalidade de plantulas) e incidéncia da doenca em campo. Os
resultados da severidade foram utilizados para calcular a area abaixo da
curva do progresso da doenca (AACPD). Os fungicidas quimicos
promoveram maior protecdo contra a requeima em plantas de pimentdo. Os
isolados 021 e 023 diferiram dos demais, 0 que demonstra um alto nivel de
agressividade por meio dos maiores comprimento de lesdo no caule, nimero
de desfolha e porcentagem de plantas mortas causadas por P. capsici. Os
tratamentos pulverizados com mandipropamida e dimetomorfe obtiveram as
menores incidéncias de doencas, com os valores 4,75 e 2,5%,
respectivamente, aos 41DAT. Os isolados de Trichoderma spp. reduziram a
incidéncia da doenca e diferiram do tratamento controle aos 41DAT. O
mandipropamida foi eficiente no controle de requeima e apresentou a menor
AACPD com 32,5. O desempenho dos fungicidas quimicos obtido no
experimento esta associado as caracteristicas dos produtos, tais como
elevada fungitoxicidade, acdo protetora e curativa, sistemicidade e alta
persisténcia nos tecidos foliares. A aplicagdo de Trichoderma spp. no
controle da requeima deve ser considerada como parte integrante de
programa de controle integrado e apresenta potencial micoparasitico,
considerando que tais antagonistas apresentam outros beneficios a vida do
solo.

Palavras-chave: Capsicum annum. Requeima. Trichoderma spp.. Controle
bioldgico.
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CHEMICAL AND BIOLOGICAL FUNGICIDES IN CONTROLLING OF
Phytophthora capsici IN PEPPER.

Abstract —The blight caused by the Phytophthora capsici Leonian oomycete
is a destructive disease and responsible for severe losses in the crops of
vegetables in the world. The use of fungicides in the control of Phytophthora
blight has been highly recommended in multidisciplinary programs for the
management of this disease, however great advances have been observed in
researches with biological antagonists. This study aimed to compare the
efficiency of chemicals and biological agents in the alternative control of P.
capsici in pepper. The experiment was carried out in the experimental area
of the Arnaldo Horarcio Ferreira College, Luis Eduardo Magalhdes city,
state of Bahia, Brazil, in a randomized block design with six treatments and
four replications. The experimental unit consisted of 6 plants. The treatments
(T) were: T1) nonsprayed check; T2) Trichoderma harzianum; T3)
Trichoderma longibrachiatum; T4) Dimetomorph; T5) Ciazofamid e T6)
Mandipropamid applied on a preventive management basis at 7, 15 and 21
DAT (days after transplantation). Nine P. capsici isolates were used, and the
inoculation was performed at 10, 17 and 24 DAT at concentrations of 200
zoopores/ml.The pathogenicity of the isolates in greenhouse (length of
lesion, percentage of defoliation and mortality of seedlings) and incidence of
the disease in the field were evaluated. The disease incidence assessments
were used to calculate area under the disease curve of late blight progress
(AACPD). The chemical fungicides, regardless of their mode of action, gave
a greater protection against late blight in pepper. The isolates 021 and 023
show significant difference from the others, demonstration of a high level of
aggressiveness by means of the greater length of stem lesion, number of
defoliation and percentage of dead plants caused by P. capsici. The
treatments sprayed with mandipropamid and dimethomorph had the lowest
incidence of diseases, reaching 4.75 and 2.5%, respectively, at 41DAT. The
isolates of Trichoderma spp. reduced the incidence of diseases and presented
statistically significant differences from the control treatment to 41DAT.
Mandipropamid fungicide was efficient in the control of Phytophtora blight
with the lowest AACPD with 32.5. The performance of the chemical
fungicides obtained in the experiment is associated with the characteristics
of the products, such as high fungitoxicity, protective and curative action,
systemicity and high persistence in foliar tissues. The application of
Trichoderma spp. in controlling of the P. capsici should be considered as an
integral part of an integrated control program and it presents micoparasite
potential, considering that such antagonists present other benefits to soil life.

Keywords: Capsicum annum. Phytophthora blight. Trichoderma spp..
Biological control.
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INTRODUCAO

As hortalicas apresentam um importante papel econémico social e
nutricional na cadeia produtiva de alimentos em diversas partes do mundo.
Na Ameérica Latina, o Brasil destaca-se como o maior produtor de pimentéo,
e 0 estado de S&o Paulo é o principal mercado consumidor. Atualmente, a
producdo de hortaligas brasileira encontra-se disseminada em todo o
territério nacional; as regides Sudeste e Centro-Oeste sdo 0s principais
centros de producdo (CNA, 2016).

Inimeras hortalicas merecem destaque quanto ao valor nutricional e
ao volume de producdo no pais, e 0 pimentdo esta entre as hortalicas de
grande importancia no setor horticola. O pimentdo pertence a familia
Solanaceae, género Capsicum, e € originario das Américas
(REIFSCHNEIDER, 2000). O fato de essa cultura ser uma das mais dificeis
de se conduzir, para se ter resultados satisfatorios, requer cuidados especiais,
ja que é altamente sensivel a numerosas doencas.

A requeima, causada pelo oomiceto Phytophthora capsici,
caracteriza-se por ser uma doenca agressiva e de grande poder destrutivo,
que afeta diversas etapas do desenvolvimento da planta hospedeira
reproduzindo sintomas na raiz, hastes, folhas e frutos; com isso, pode-se
limitar ou até impedir o cultivo do pimentdo (MATSUOKA e VANETTI,
2001; RISTAINO e JOHNSTON, 1999; ERWIN e RIBEIRO, 1996).

O patogeno P.capsici desenvolve-se em condicdes de alta umidade e
pode ocorrer em todo o ano e em diferentes hospedeiros de cucurbitaceas,
tais como abobora, abobrinha, melancia, pepino (PAZ LIMA e CAFE
FILHO, 2008; BABADOOST, 2013). Os sintomas da requeima sdo
caracterizados por lesdes necréticas na area infectada, que, dependendo da
idade da lesdo e do ambiente, iniciam-se com uma dimensdo de 2-10mm e
evoluem para o tecido ndo necrético (ISLAM e outros, 2005). Nas plantas
jovens, os sintomas sdo caracterizados por desfolha seguida de necrose nos

tecidos radiculares e na base do caule seguido de tombamento da planta. Nas
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folhas, caule e frutos, as lesdes necréticas assemelham-se a uma queima de
aparéncia circular e, geralmente, ndo sdo delimitadas (CERKAUSKAS,
FERGUSON e MACNAIR, 2015).

Em condi¢es de alta umidade e temperatura na faixa de 15-20°C, ha
um aumento da esporulacdo do patégeno e, assim, o desenvolvimento da
doenca e manifestagdo dos sintomas. Temperaturas acima ou abaixo desse
intervalo reduzem a taxa de crescimento do patdégeno e aumentam o periodo
necessario para esporulacdo (PLANTWISE, 2017). Apesar de ser uma
doenga tipica de temperaturas mais baixas, epidemias importantes da doenca
podem ser verificadas no Brasil Central devido ao abaixamento brusco da
temperatura, favorecido pelas chuvas constantes (MIZUBUT]I, 2001).

A importancia das doencas causadas pelo género Phythophtora sp.
fez com que o emprego de fungicidas quimicos se tornasse a principal forma
de controle desse patdgeno. O uso de fungicidas para o controle da requeima
tem sido bastante recomendado dentro de programas multidisciplinares de
manejo dessa doenga, e, com 0 advento dos fungicidas anti-oomicetos,
progressos significativos foram obtidos no controle da requeima (TOFOLI, e
outros, 2000; SOUZA e outros, 2014). Esses avangos foram possiveis em
funcdo das novas caracteristicas apresentadas por esses produtos, tais como
elevada fungitoxicidade, acdo protetora e curativa, sistemicidade e boa
persisténcia nos tecidos (UESUGI, 1998).

O manejo da requeima em cucurbitaceas e, em especial, em
pimentBes exige uma abordagem multifacetada de estratégias tanto nos
aspectos culturais quanto no quimico (GEVENS e outros, 2007), no entanto
tém-se observado grandes avangos em pesquisa com antagonistas bioldgicos
para integracdo no manejo de doengas.

Embora o uso de Trichoderma spp. como antagonista a fitopatégeno
tenha tornado-se uma constante, estudos dos seus efeitos no controle de
P.capsici em pimentdo em campo ainda sdo escassos. Diante do exposto, 0

presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de fungicidas e espécies
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de Trichoderma spp. como alternativa no controle de Phytophthora capsici

na cultura do pimentéo.
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MATERIAL E METODOS

Isolamento de Phytophthora capsici — Amostras de solos de area
cultivada com hortalicas na regido de Luis Eduardo Magalhées, Bahia, foram
coletadas e encaminhadas ao Laboratério de Fitopatologia da Faculdade
Arnaldo Horacio Ferreira -FAAHF, Luis Eduardo Magalhdes, Bahia (Tabela
5). O isolamento de P. capsici foi realizado com a utilizacdo da técnica de
iscas (MATHERON e MATEJKA, 1991). Amostras de solo das rizosferas
foram transferidas para placa de petri com 20 mL de agua esterilizada, e
frutos de pimentdo foram colocados em contato com a suspensdo por um

periodo de dois a cinco dias a temperatura ambiente (£26°C).

Tabela 5 — Identidade e procedéncia dos isolados de Phytophthora capsici
obtidos de solos e cultivos de hortalicas em Luis Eduardo Magalhdes,
Bahia, 2017.

Identificagdo  Hospedeiro Local Ano
Isolamento
008 Abobora Luis Eduardo Magalhées 2016
009 Pimentéo Luis Eduardo Magalhées 2016
012 Pimentéo Luis Eduardo Magalhées 2016
013 Abobora Luis Eduardo Magalhées 2016
021 Pimentéo Luis Eduardo Magalhées 2017
022 Pimentéo Luis Eduardo Magalhées 2017
023 Pimentéo Luis Eduardo Magalhées 2017

Ap0s a ocorréncia dos sintomas caracteristicos de Phytophthora spp.
no fruto de pimentdo, esses foram desinfetados com solugdo de etanol 70%
por 2 minutos e hipoclorito de sédio a 2,0% por 4 minutos, seguida da

lavagem com agua esterilizada. Discos de 5mm foram removidos da regido
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de delimitacdo da necrose e transferidos para o meio seletivo PARP &gar

usando-se um bisturi esterilizado.

SOUZA, 2016

Figura 14. Etapas do isolamento de P.capsici por meio da técnica de isca
(MATHERON e MATEJKA, 1991), Luis Eduardo Magalh&es, BA, 2017.

Para o preparo do meio seletivo, adicionaram-se antibiético e
fungicidas nas seguintes concentracfes em Cornmeal &gar (20g/900mL):
Pimaricina (10mg) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), Ampicilina
(250 mg) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO), Rifampicina (10 ppm)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), Pentacloronitrobenzeno - PCNB
(100 mg) (Uniroyal Chemical Co. Naugatuck, CT). Por ultimo, foi
adicionado Hymezaxol (50 ppm) (Sankyo, Tokyo, Japan), que inibe o
crescimento de varias espécies de Pythium, técnica que permite a sele¢do
de colbnias puras de Phytophthora que apresentam crescimento micelial
mais lento que o Pythium em meio de cultur; assim, constituiu-se o0 meio

— PARP (LUZ et al. 2008). Apenas nove isolados desenvolveram-se no
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meio seletivo PARP, e um disco de diametro de 7mm que delimitava a
coldnia foi removido e transferido para 0 meio de cultura V8 agar.

As placas foram incubadas a uma temperatura de 25°C, no escuro,
em camara DOB, durante trés dias. A avaliacdo das placas foi realizada no
terceiro dia ap0s o isolamento, e a identificagdo dos isolados ocorreu com
base na morfologia das estruturas assexuais e sexuais. O aspecto
morfoldgico da coldnia foi observado e classificado como algodonoso ou
petaloide, denso ou ralo (ERWIN e RIBEIRO, 1996). A caracterizagédo
morfoldgica das estruturas foi baseada em Waterhouse (1963) e Erwin e
Ribeiro (1996) (Figura 14).

As subculturas dos isolados foram transferidas para meio V8 para
preservacdo dos isolados; discos das colonias foram destacados da margem e
repicados para tubos com meio V8 &gar e cobertos com 6leo mineral ap6s o
desenvolvimento micelial; esses se mantiveram em temperatura ambiente
(ERWIN e RIBEIRO, 1996).

—

- —

B fodhora | capsic SOUZA, 2016

Figura 15. Isolados de P. capsici obtidos de plantas hospedeira de abdbora,

pimentdo no municipio de Luis Eduardo Magalhées, BA, 2017.
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Teste de patogenicidade. Sementes de pimentdo foram plantadas em
vasos e acondicionadas em casa de vegetacdo; quando apresentaram 15 cm
de comprimento, foram submetidas ao teste de patogenicidade. Utilizaram-se
quatro mudas por vaso e quatro repeticGes por isolado. Aos 45 dias apds
emergéncia (DAE), foram inoculadas 4 ml de suspensdo com 200
zodsporo/ml de P.capsici por muda. A inoculagéo foi realizada por meio da
adicdo da solugdo com o patdégeno no colo da muda com auxilio de seringas
descartaveis de 5 ml. Ap6s a inoculagdo, os vasos foram colocados em
bandejas com agua suficiente para manter o substrato umido. Trés dias apds
a inoculacdo, foram realizadas as avaliacGes, medindo-se 0 comprimento e

largura das lesGes no colo da planta e o nimero de desfolha (Figura 16).

SOUZA, 2016

Figura 16. Teste de patogenicidade de P. capsici em plantas de pimenté&o (A) -
preparacao da solugdo com isolados, (B) — Infecgdo com zodsporos, (C)-
Sintomas da doenca ap6s 4 dias de inoculacéo e (D) — necrose na base da

plantula. Luis Eduardo Magalhées, BA, 2017.
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As avaliagOes permaneceram até o 21° dia e com intervalo de 3 dias,
pelas quais se determinou o valor em porcentagem de desfolha, comprimento
da lesdo e nimero de plantas mortas. Para cada tratamento, foi retirada uma
planta com sintomas caracteristicos, e realizou-se o reisolamento do
patdgeno de acordo com os postulados de Koch.

Preparo da suspensdo de esporangio e zo6sporo: 0s nove isolados
foram transferidos para 0 meio V8 em placas de petri a uma temperatura de
25°C, durante quatro dias, e mantidos no escuro para producao de micélio.
Apo6s a producdo de micélio, as placas foram acondicionadas em camara
com luz continua para indugdo da producdo de esporangio por trés dias. A
solucdo com esporangios foi preparada adicionando-se 10mL de &gua
esterilizada em cada placa de petri, e, com o auxilio de um pincel, os
esporangios foram removidos. A suspensdo com os esporangios foi filtrada
por meio de uma dupla camada de tecido tipo gaze e acondicionada em gelo
por 20 minutos; em seguida, foi acondicionada em temperatura ambiente por
igual tempo para a liberacdo dos zo6sporos. Posteriormente, uma aliquota da
suspensdo foi transferida para tubo de vidro de 50 ml e agitada por 50s -
encistamento do zodsporo. O numero de zoosporos foi contado em trés
aliquotas de cada suspensdo com o auxilio do aparelho hemocitémetro a
200x de amplificacdo, e a concentracdo foi ajustada em 200 zodsporos por
ml.

Experimento em campo: O experimento foi conduzido na area
experimental da Faculdade Arnaldo Horacio Ferreiras, no municipio de Luis
Eduardo Magalhdes, Bahia (-12°07°36”S e -45.80°00”W), no periodo de
janeiro a maio de 2017 (Figura 13). A precipitacdo média anual é de 1200
mm/ano. O solo da area experimental foi classificado como Latossolo
vermelho amarelo distréfico, com textura média, em topografia plana e boa
drenagem. Foi utilizado o hibrido de pimentdo Magali® da empresa Sakata.
O preparo do solo foi feito convencionalmente, como recomendado para a
cultura do pimentdo (FILGUEIRA, 2000).
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CERRATO, 2017

Figura 17. Localizacdo geogréfica da area experimental da Faculdade Arnaldo
Horacio Ferreira, Luis Eduardo Magalhaes, BA, 2017.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados
constituidos por seis tratamentos: T1 — testemunha (sem aplicacdo de
fungicidas quimicos e antagonistas biologicos); T2 - Trichoderma
harzianum isolado Trichobio 01 (2x10® conidios/mL); T3 - Trichoderma
longibrachiatum isolado Trichonemate 01 (2x10® conidios/mL); T4 —
Mandipropamida; T5 — Dimetomorfe e T6 - Ciazofamida e quatro
repeticbes. Os isolados antagonistas utilizados no experimento foram
cedidos pelo Laboratério da empresa BIOFUNGI, e os ingredientes ativos
dos fungicidas foram cedidos pelo Laboratério de Fitopatologia Dr.
Babadoost da University of Illinois at Urbana - Champaign, Estados Unidos

da América.
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Figura 18. Plantio experimental de pimentéo para teste de fungicidas, Luis
Eduardo Magalhaes, BA, 2017.

A parcela experimental foi composta por 6 plantas Gteis, distribuidas
em fileira Gnica arranjada em um espacamento de 1,2 m entre linhas e 0,6
entre plantas. A semeadura foi realizada no dia 28 de janeiro de 2017, de
forma manual, em bandejas de polietileno com 128 células, e utilizou-se o
substrato & base de vermiculita. Apos a semeadura e irrigagdo, as bandejas
foram acondicionadas em estufas, nas quais permaneceram por 35 dias. Aos
35 dias apds o plantio — DAP, procedeu-se ao transplante, com as mudas de,
aproximadamente, 10 cm de altura e quatro pares de folhas definitivas no dia
4 de margo de 2017. As mudas referentes aos tratamentos T2 (Trichoderma
harzianum isolado Trichobio) e T3 (Trichoderma longibrachiatum isolado
Trichonemate) foram imersas em uma solugdo com agua e esporos (2x10°
conidios/mL) dos respectivos fungos, durante 15 minutos, e, em seguida,
levadas a campo e transplantadas. Os tratos culturais e o controle
fitossanitario foram realizados mediante a necessidade, quando da ocorréncia

de pragas ou doencas, e de forma igual para todos os tratamentos. Adotou-se
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0 sistema de irrigacdo por aspersdo objetivando a formagdo de um
microclima na superficie da folha que favorece o desenvolvimento da
doenga.

Inoculacdo da doenga no campo e aplicacdo de fungicidas: a
inoculacdo da doenca foi realizada no dia 14 de margo de 2017, aos 10 dias
apos o transplantio (DAT), e uma segunda aplicacdo foi feita no dia 22 de
marco de 2017, aos 18 DAT. A aplicacdo dos fungicidas quimicos e
antagonistas bioldgicos foi realizada de forma preventiva aos 0, 7, 15 e 21
DAT, de acordo com a tabela 6.

A aplicacdo dos produtos durante a conducdo do experimento foi
feita com auxilio de um pulverizador costal manual de 10L com bico c6nico,

calibrado para aplicagdo de um volume de calda 600 L/ha™.

Tabela 6 — Tratamentos utilizados no experimento com respectivos
nome comercial, dose/ha™ e tempo de aplicagdo utilizado nos ensaios na

cultura do pimentédo. Luis Eduardo Magalhdes, BA, 2017.

Tratamentos com fungicidas® e doses ha™ (tempo de aplicacdo)”

T1 - Testemunha
T2 — Trichoderma. harzianum - Trichobio 01 — 8kg ha™ (0,1,2,3)

T3 — Trichoderma longibrachiatum — Trichonemate 01 — 8kg ha™(0,1,2,3)
T4 — Dimetomorfe — 300 g i.a ha™(1,2,3)
T5 — Ciazofamida — 100g i.a ha™ (1,2,3)

T6 — Mandipropamida — 125g i.a ha™ (1,2,3)

z — Forum 4.16SC = dimetomorfe; Ranman 400F = ciazofamida; Revus 2.09SC =
mandipropamida;

y — Data de aplicag¢do: 0° = Durante o transplantio no dia 4 de margo; 1° = 11 de
mar¢o; 2° = 18 de marco; 3° = 25 de marco de 2017.
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Variaveis analisadas: a colheita dos frutos foi realizada de forma
manual, a partir dos 90 dias ap6s o transplantio, conforme a maturagdo
fisioldgica. Apos a colheita, os frutos foram acondicionados em bandejas de
plasticos e transportados no mesmo dia para o Laboratorio de Fitopatologia —
FAAHF. Os frutos foram contados e pesados, €, logo apo6s, realizaram-se as
avaliagcBes (numero de frutos por planta, diametro longitudinal, diametro
transversal, massa média, producdo, produtividade).

Numero de frutos por planta: todos os frutos no estagio de
maturacdo fisiologica foram contados e divididos pelo nimero de plantas da
respectiva parcela.

Comprimento longitudinal (mm) e didmetro transversal (mm): o
didmetro longitudinal do pimentdo hibrido Magali foi medido utilizando-se o
paquimetro digital Mitutoyo Absolute, modelo CD6 CSX-B, expresso em
centimetros. Foram usados 8 frutos por parcela, num total de 80 frutos por
tratamento, dos quais se retirou a média.

Peso (g): os frutos foram pesados em balanca digital com precisao
de 0,001g; o peso médio do pimentdo foi o peso total dos frutos dividido
pelo nimero total de frutos, expresso em gramas.

Producéo (kg planta™): o peso total dos frutos foi analisado em suas
respectivas colheitas e parcelas, dividido pelo nimero de plantas da parcela.

Produtividade (t ha™): a produtividade foi obtida pela pesagem dos
frutos das plantas Uteis; calculou-se a média por planta (kg planta™) e o
equivalente por hectare (t.ha™).

Andlise estatistica. Os dados foram analisados com o auxilio do
programa STATISTIX, versdo 9.0 (TALLAHASSEE, 2008), por meio da
analise de variancia. Posteriormente, as médias dos tratamentos foram
separadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os valores de
incidéncia obtidos em cada tratamento foram plotados versus o tempo e
expressos em curva de progresso da doenca. Com os dados, foi calculada a

Area Abaixo da Curva do Progresso da Doenca (AACPD) pelo programa
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AVACPD versdo 1.1, desenvolvido por Torres e Ventura (1991), por meio
da equagéo citada por Shaner e Finney (1997).

AACPD:i [(Yir+ Y21 * (Tt - T)]

Onde:
n — € o0 nimero de observacdes;
Yi - ¢ aincidéncia da doenga na “i”-ésima observacao;

Ti— ¢é o tempo em dias na “i”’-ésima observacao.

Os dados da incidéncia da doenga na planta e nos frutos foram

previamente transformados em raiz quadrada de x + 0,5.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os isolados selecionados apresentaram potencial patogénico e
desenvolveram sintomas caracteristicos de P. capsici em mudas de
pimentdo. Durante o teste de patogenicidade, foram observadas diferencas
significativas quanto ao comportamento dos isolados em mudas de
pimentdo; verificaram-se sintomas iniciais a partir de 3 DAI (dias ap6s
inoculacédo). Os isolados 021 e 023 diferiram estatisticamente dos demais
isolados, 0 que demonstrou um alto nivel de agressividade e promoveu o
maior comprimento de lesdo no caule, nas folhas, namero de desfolha e

porcentagem de plantas mortas por P. capsici (Tabela 7).

Tabela 7 — Comprimento das lesGes, porcentagens de desfolha e de
plantas mortas em mudas de pimentdo devido ao Phytophtora capsici.
Luis Eduardo Magalhées, BA, 2017.

Isolado Comprimento Desfolha (%0) N° Plantas
lesdo (mm) mortas
008 13,00 ¢ 31,25b 56,25 b
009 18,00 b 51,25b 59,37b
012 15,00 bc 31,50 b 65,62 b
013 13,75 ¢ 36,25 b 53,12b
021 35,00 a 81,25 a 90,62 a
022 20,00 b 52,50 b 56,25 b
023 40,00 a 85,00 a 100 a
CV (%) 11,25 16,78 18,9

Valores médios de quatro repeti¢cdes. Letras mintsculas na coluna ndo diferem entre
si pelo teste Tukey ao nivel de significancia de a = 0.05.

Estudos realizados por Luz e outros (2003) ao avaliarem a
patogenicidade e diversidade genética de 22 isolados de P. capsici em

diferentes hospedeiros (seringueira, pimentdo, abébora e tomate) verificaram

89



variagcdo na patogenicidade entre os isolados. Os resultados evidenciaram
uma menor diversidade genética entre isolados obtidos do mesmo
hospedeiro por meio do teste de patogenicidade dos isolados e RAPD.

Resultados de variacdo de agressividade de isolados de P.capsici em
curcubitaceas e solanaceas foram bastante relatados (RITAINO, 1990; LEE
e outros, 2001; ISLAM, 2005). A variabilidade na agressividade de P.
capsici verificada nos isolados e descrita por diversos autores pode explicar
algumas dificuldades no manejo desse patégeno em campo, assim como o
desenvolvimento de cultivares resistentes ao patdgeno.

A variabilidade da agressividade esta relacionada com as diferencas
de bases genéticas (aqui ndo estudadas) entre os isolados e expressa em
diferencas de nivel de patogenicidade. Nesse contexto, métodos que
auxiliam a determinar a agressividade de isolados de P. capsici apresentam
grande importancia em estratégias de manejo da doenca. Para Leah e outros,
(2012), a caracteristica dos isolados e do hospedeiro de origem esta
associada a um agrupamento genético e pode ser usada para orientar a
selecdo de isolados iniciais para triagem de patogenicidades em
cucurbitaceas, além da agressividade em diferentes érgdos do hospedeiro de
interesse.

A ocorréncia da requeima e as condicdes favoraveis de umidade e
temperatura promoveram o desenvolvimento da doenga, associada a
suscetibilidade do hibrido Magali e a agressividade patogénica do oomiceto
P. capsici, permitiram elevados niveis de incidéncia de requeima no
tratamento controle que favoreceu a diferenciacdo dos tratamentos.

O tratamento controle (T1) em que ndo houve aplica¢do de quimicos
e bioldgicos apresentou uma incidéncia final de requeima de 26,25%. No
tratamento em que houve a aplicagdo de agentes antagbnicos com potencial
micoparasitico (T2 — T. harzianum e T3 — T. longibrachiatum), os valores de
incidéncia finais foram 20 e 14,25%, respectivamente. Nos tratamentos em

que a aplicacéo foi realizada com fungicidas quimicos (T4 — Dimetomorfe,
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T5 — Ciazofamida e T6 — Mandipropamida), os indices finais de incidéncia
foram de 4,75; 12,25 e 2,5 %, respectivamente (Figura 19).

Nenhum dos tratamentos avaliados foi capaz de impedir 0 progresso
da doenca, no entanto as aplicagcbes de fungicidas quimicos e de T.
longibrachiatum tiveram efeito significativo na reducdo da incidéncia da
requeima (Figura 19). O tratamento controle apresentou os maiores valores
de incidéncia, diferenciou-se estatisticamente aos 22 DAT em relacdo aos
tratamentos quimicos com dimetomorfe (T4), ciazofamida (T5) e
mandipropamida (T6) e manteve a diferenca até a avaliacdo final da
severidade aos 41 DAT. Embora tenha sido observada uma reducdo da
incidéncia de P. capsici nas areas com aplicacdo de T. longibrachiatum (T2),
ndo se verificaram diferencas significativas em relacdo ao tratamento
controle.

As plantas pulverizadas com mandipropamida reduziram a
incidéncia final da doenca em comparacdo com o controle e obtiveram o
maior indice de supressdo da doenca entre os tratamentos, com alcance de
valores de 90,48%.

Os menos valores de Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca
— AACPD (menores gravidade da doenca) foram registrados no tratamento
em que foi aplicado o fungicida mandipropamida (32,5), seguido por
dimetomorfe (61,75), ciazofamida (178,75), T. longibrachiatum (211,25) e
T. harzianum (312). No tratamento controle, foi observada a maior
incidéncia de requeima em plantas de pimentdo, e, portanto, atingiu-se uma
maior AACPD, com valores de 445,25 (Figura 20).
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Figura 19. Curva de progresso da incidéncia da requeima em plantas de
pimentdo submetidas aos tratamentos: T1 — Controle, T2 — T.harzianum, T3 —
T.longibrachiatum, T4 — Dimetomorfe, T5 — Ciazofamida e T6 —
Mandipropamida. Luis Eduardo Magalhaes, BA, 2017.

A elevada acdo protetora de mandipropamida obtida neste estudo
pode ser explicada pela acdo residual, curativa e antiesporulante do
fungicida. De acordo com estudos realizados por Tofoli (2012) no controle
da requeima em tomateiro, verificou-se que misturas com produtos com
diferentes niveis de mobilidade e alta tenacidade em sua composi¢do
apresentam potencial supressor e, portanto, menor severidade da doenca.

A aplicacdo de fungicida mandipropamida, ciazofamida e
dimetomorfe em campo no controle de P. capsici foi bastante efetiva na
reducdo da incidéncia da doenca em cultivo de abobora (SOUZA et al.

2016), o que corrobora o estudo.
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A aplicacdo de agentes biolégicos promoveu uma redugdo da
incidéncia de P. capsici, expressa como AACPD, de 29,93% e 52,61 para T.
harzianum e T. longibrachiatum, respectivamente, em comparacdo com o
tratamento sem aplicagdo. Do mesmo modo, a aplicacdo de dimetomorfe,
ciazofamida e mandipropamida reduziu a severidade da doenca, expressa
como AACPD, em 86,1; 59,8 e 92,7%, respectivamente, em comparacao
com o controle em que ndo houve aplicacdes de agentes bioldgicos e ou

fungicidas quimicos (Figura 20).
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Figura 20. Valores médios das areas abaixo das curvas de progresso da
incidéncia da requeima em pimentao submetido aos tratamentos: T1 —
Controle, T2 — T.harzianum, T3 — T.longibrachiatum, T4 — Dimetomorfe, T5 —
Ciazofamida e T6 — Mandipropamida. Luis Eduardo Magalhaes, BA, 2017.

Menores niveis de AACPD nos tratamentos com Trichoderma spp.

podem ser explicados pela agdo micoparasitica, caracteristica esta de grande
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importancia para o biocontrole. A competicdo promovida pela aplicacdo de
Trichoderma spp nas concentracdes de 2x10° conidios/mL pode atuar na
relacdo hospedeiro-parasita por meio de uma relagdo complexa, que pode
estar diretamente associado a interacdo enzimatica ou metabdlica, com o
envolvimento de digestdo de enzimas hidroliticas, como quitinases,
proteases, glucanases e lipases (FAULL, 2000). A competigdo por nutrientes
¢ um mecanismo importante, pois muitos fungos fitopatogénicos sao
sensiveis a falta de algum deles (BENITEZ et al., 2004).

As porcentagens de incidéncia de P. capsici em frutos de pimentéo
podem ser verificadas na tabela 8. Verificou-se uma relacdo direta da
incidéncia da doenca na planta com a incidéncia nos frutos. O tratamento
controle apresentou os maiores indices, com valor médio de 49,75%, que
corresponde a um incremento de 93,46% quando comparado ao tratamento
T6 — mandipropamida, o qual apresentou o menor indice de severidade
(3,25%) (Tabela 8). Ndo foram verificadas diferengas significativas nos
tratamentos com aplicacdo de T. harzianum (15,5%) e T. longibrachiatum
(9,25) e dimetomorfe (9,0%) para incidéncia da doenca nos frutos. Durante a
conducdo do experimento, ndo foi observada incidéncia de outras doencas
nas plantas de pimentéo.

As reducdes da incidéncia de requeima em plantas e frutos
promovidas por Trichoderma spp. estdo diretamente relacionadas com 0s
mecanismos do referido agente antagénico no controle bioldgico de
fitopatdgenos. Estdo associados a caracteristica micoparasitica do género
Trichoderma o parasitismo (HAMAN, 2000; STADNIK 2000), competicao
(BENITEZ et al., 2004), antibiose (STADNIK e BETTIOL, 2000), indugéo a
resisténcia (HWANG e BENSON, 2002; ROMEIRO, 2007)) e promotor de
crescimento ( FILHO et al., 2008; HARMAN et al., 2004b; LUCON, 2009).
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Tabela 8 — Incidéncia final de P. capsici em plantas e frutos de piment&o
tratados com aplicacbes de Trichoderma spp. e diferentes fungicidas
quimicos. Luis Eduardo Magalhdes, BA, 2017.

Tratamento Incidéncia de P.capsici (%)
Planta Frutos
T1 - Controle — sem aplicagao 26,25a 49,75a
T2 - Trichoderma harzianum 20,00ab 15,50b
T3 - Trichoderma longibrachiatum 14,25ab 9,25b
T4 — Dimetomorfe 4,75¢c 9,00b
T5 — Ciazofamida 12,25ab 6,25bc
T6 — Mandipropamida 2,5¢c 3,25¢
CV (%) 16,53 18,30

Valores médios de quatro repeticoes. Letras mindsculas na coluna ndo diferem entre
si pelo teste Tukey ao nivel de significancia de o = 0.05.

Resultados de reducdo da severidade de P. infestans em campo
quando aplicados Trichoderma harzianum e T. longibrachiatum foram
reportados em estudos realizados por Souza e outros (2014) em tomateiro, 0
que corrobora os resultados relatados neste estudo. O controle bioldgico por
meio de introducdo de antagonista pode ser considerado uma alternativa
viavel para controle de doencas no campo (BOMFIM et al., 2010).

Os resultados dos componentes de producdo estdo descritos na
Tabela 9. A incidéncia de requeima promoveu uma reducdo do nimero de
frutos por plantas e uma menor massa média dos frutos, o que, diretamente,
interferiu na producdo e produtividade do pimentdo. Para as variaveis
comprimento e didmetro de frutos, ndo foram verificadas diferencas
significativas entre a aplicagdo de fungicidas quimicos, biologicos e
controle.
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Tabela 9. Namero de frutos por planta, comprimento de frutos (mm), didmetro de frutos (mm), massa de frutos
(g), producdo (kg planta™) e produtividade (kg ha™) de plantas tratadas com Trichoderma spp. e fungicidas
qguimicos no controle de requeima no pimentao. Luis Eduardo Magalhées, BA, 2017.

Tratamentos NuUmero Comprimento dos  Diametro dos Massa dos Producéo Produtividade
frutos/planta frutos (mm) frutos (mm) frutos (g) (kg/planta™) (kg/ha™)
T1 - Controle 6,0c 1235a 440 a 95,50 ¢ 0,573 ¢ 9.121c
T2 -T. harzianum 8,0b 117,0a 47,75 a 115,50 b 0,924 b 13.608 b
T3 -T. longibrachiatum 525¢c 104,5a 46,50 a 149,75 a 0,786 bc 11.364 b
T4 — Dimetomorfe 8,25b 122,0a 45,25 a 158,00 a 1,303 a 18.103 a
T5 — Ciazofamida 6,25 ¢ 118,17 a 53,75 a 154,75 a 0,967 b 13.432b
T6 — Mandipropamida 105a 122,75 a 55,55 a 141,50 a 1,485a 20.634 a
CV (%) 14,69 9,83 12,98 11,37 13,82 13.82

Valores médios de quatro repeticdes. Letras mindsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de significancia de
o= 0.05.
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Em virtude de uma menor incidéncia de P.capsici nas folhas e frutos
promovida pela acdo dos fungicidas quimicos e biol6gicos, verificou-se
aumento da producdo. A requeima, quando ocorre nas folhas, provoca uma
lesdo similar a uma &rea queimada, que evolui para uma necrose dos tecidos
e, portanto, promove uma reducdo da area fotossintética ativa e producao de
carboidratos que predispdem as plantas a menores coeficientes produtivos,
fato esse observado no presente estudo. De acordo com estudos realizados
por Souza e outros (2014), ao avaliarem o potencial de fungicidas quimicos e
biolégicos no controle de P. infestans, observou-se uma redugdo do nimero
de frutos por planta, producdo e produtividade em fungdo de uma maior
severidade da doenga na planta, o0 que corrobora os resultados do presente
estudo.

O solo ¢ o habitat de populagbes numerosas e variadas de todos 0s
tipos de microrganimos e reservatorio natural de diversidade genética, e a
aplicacdo de Trichoderma spp impulsiona o maior equilibrio desses
microrganismos no patossistema solo-planta-ambiente, aumentando a
competicdo e, assim, reduzindo os efeitos deletérios dos patogenos,
expressos em menores indices de severidades, menores AACPD e maiores
coeficientes produtivos (SOUZA e outros, 2014).

Estudos adicionais sdo sugeridos, uma vez que as espécies de
Trichoderma spp. apresentam uma forte relacdo adaptativa com o ambiente,
e, segundo Morandi et al. (2009), o desenvolvimento das espécies mais
utilizadas como agentes biologicos é favorecido por temperaturas acima de
25°C, e a introducdo desses agentes em &reas ou épocas de temperaturas
amenas pode ser pouco eficiente no controle. As pesquisas gque visam a
utilizar isolados regionais sdo de grande importancia para o estudo de
controle de doengas de plantas, visto que a ocorréncia de P. capsici ocorre

em periodo com menores temperaturas e alta umidade.
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CONCLUSOES

Nas condicOes e épocas em que o presente estudo foi desenvolvido,
conclui-se que:

O uso de fungicida madipropamida na cultura do pimentao apresenta
eficacia no controle de P. capsici e, por isso, pode ser recomendado para
cultura do piment&o no manejo integrado da doenga.

O uso alternado dos fungicidas mandipropamida e dimetomorfe
podera ser recomendado para evitar o desenvolvimento de resisténcia do
patégeno na cultura do pimentdo.

O uso de fungicidas em epidemias severas de requeima pode
contribuir de forma direta para o valor comercial da produgéo.

A aplicacdo de Trichoderma spp. para 0 manejo da requeima deve
ser considerada como parte integrante de programa de controle integrado e
apresenta potencial micoparasitico, além do seu efeito como condicionador

do solo.
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Figura 21 — Resultados da andlise do solo da area experimental, Luis
Eduardo Magalhaes, Bahia, 2017.
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Figura 22 - Grafico climatico anual de Green Valley (Tazewell

Country), Illinois, Estados Unidos da América, 2015.
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Figura 23 - Grafico climéatico anual de Green Valley (Tazewell

Country), lllinois, Estados Unidos da América, 2015.
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Tabela 10 — Tabela climéatica anual de Green Valley (Tazewell Country),
Illinois, Estados Unidos da América, 2015.

Janeiro Fevereiro  Margo Abril Maio Junho Julho Agosto  Setembro Outubro Movembro Dezembro
Tpemundda (0 41 43 41 109 ---- 5 s
Temperatura minima (*C)  -8.6 6.2 -1.1 40 i} 58

e o R - -
Temperatura media (*F) 248 281 8.4 518 ---- 41.0 288

Temperatura minima (*F)  16.5 208 30.0 40.8 51.3 0.8 848 82.4 54.5 43.3 320 218

R | 7 e T 28 ------ :

Chuva (mm) 51 47 77 B 2 -- 20 81 70 75 a3

=}

.2 37.0

¥ C Altitude: 765m Climate: Aw *C: 24.2 mm: 1511 mm
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Figura 24 — Gréfico climéatico anual da cidade de Luis Eduardo
Magalhées Bahia, Brasil, 2016.
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Figura 25 — Grafico climatico anual da cidade de Luis Eduardo
Magalhaes Bahia, Brasil, 2017.

Tabela 11 — Tabela climatica anual de Green Valley (Tazewell Country),
llinois, Estados Unidos da América, 2015.

Janeiro Fevereiro Margo Abril Maio Junho Julho Agosto  Setembro  Outubro Movembro Dezembro
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