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RESUMO

Silva, Bruna dos Santos da. Sensibilidade de isolados de Colletotrichum truncatum da
soja a fungicidas. [109] f. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade de
Passo Fundo, Passo Fundo, 2018.

A antracnose, causada pelo causada pelo fungo Colletotrichum truncatum, ¢ umas das doengas
que reduzem a producdo da soja. A dificuldade de controle da doenca em algumas regides pode
ser atribuida a reducdo da sensibilidade do fungo aos fungicidas. Os objetivos da pesquisa foram
determinar in vitro a fungitoxicidade e avaliar a sensibilidade de fungicidas de distintos
mecanismos de acdo, puros ou em mistura, a isolados de C. truncatum, provenientes de
diferentes regides produtoras de soja do pais. Foi quantificada a fungitoxicidade de ingredientes
ativos comparando dados da Clso de isolados do fungo analisados por trés métodos de regressao,
com programas computacionais. Foram realizados dois experimentos: o primeiro determinou a
fungitoxicidade de fungicidas a isolados do fungo in vitro, utilizando dois isolados e 26
fungicidas (Capitulo I). O segundo foi a determinag@o da sensibilidade in vitro de 28 isolados do
fungo a seis fungicidas (Capitulo II). O capitulo III relata o célculo da Clsp com diferentes
programas computacionais a partir dos dados coletados no experimento I. Os experimentos
foram em delineamento experimental inteiramente casualizado, delineamento de tratamentos do
tipo bifatorial em quatro repeticdes. A metodologia utilizada foi a mesma para ambos os
experimentos, com cinco concentragdes finais de ingrediente ativo: 0,01; 0,1; 1,0; 10 e 40 mg/L
para determinar a fungitoxicidade (I) e 0,1; 1,0; 10, 40 e 100 mg/L para determinar a
sensibilidade (II). No experimento I, o isolado CT6 apresentou a maior Clso para o benzimidazol
(IST) e menor para os multissitios, enquanto para CT21, a maior foi para a estrobilurina (IQe) e
a menor para o benzimidazol (IST). Ocorreu variabilidade entre os valores de Clso para os dois
isolados, indicando que a origem influenciou a sensibilidade do fungo. Para o experimento II a
mistura de ingredientes ativos azoxistrobina + benzovindiflupir foi a que apresentou menor Clso,
enquanto o mancozebe apresentou a maior. De acordo com a regido, Bahia e Mato Grosso
apresentaram as menores Clsp e Rio Grande do Sul e isolados sem identificagdo apresentaram as
mais altas. A sensibilidade do fungo varia de acordo com a origem, ingrediente ativo e
mecanismos de acdo. O controle do fungo ira alterar-se de acordo com o ambiente e fungicida.
Para o capitulo III, os trés programas estatisticos Microsoft Excel, RStudio e Infostat podem ser
utilizados no calculo da Clso, porém para isolados que apresentam baixa sensibilidade o valor
determinado pelo programa RStudio demonstrou melhor desempenho. Os programas Microsoft
Excel e Infostat tenderam a determinar valores maiores da Clso do que RStudio. O
monitoramento da sensibilidade do fungo deve ser realizado para orientar o controle da doencga
nas populagdes do fungo e identificar qual a melhor opg¢ao de controle quimico.

Palavras-chave: 1. Antracnose. 2. Glycine max. 3. Ingredientes ativos. 4. Mecanismos de agao.
5. Soja.



ABSTRACT

Silva, Bruna dos Santos da. Sensivity of Colletotrichum truncatum isolates from
soybean to fungicides. [109] f. Dissertation (Masters in Agronomy) — University of
Passo Fundo, Passo Fundo, 2018.

Soybean anthracnose, caused by the fungus Colletotrichum truncatum, is one of the diseases
that reduce crop yield. The difficulty to control the disease in some regions can be attributed to
the reduction of fungus sensitivity to fungicides. The objectives of this research were to
determine in vitro the fungitoxicity of different mechanisms of action, pure or in mixture, to
isolates of C. truncatum, from different soybean producing regions of the country. The
fungitoxicity of active ingredients was quantified by comparing the ICso data from fungus
isolates analyzed by three regression methods, with computational programs. Two experiments
were carried out: the first determining in vitro the fungitoxicity of fungicides to the fungus
isolates, using two isolates and 26 fungicides (Chapter I). The second was the in vitro sensitivity
determination of 28 fungus isolates to six fungicides (Chapter II). Chapter III reports the ICso
calculation with different computational programs from the data collected in experiment 1. The
experiments were carried out in a completely randomized experimental design, designing
bifactorial type treatments in four replicates. The methodology used was the same for both
experiments, with five final concentrations of active ingredient: 0.01; 0.1; 1.0; 10 and 40 mg /L
to determine fungitoxicity (I) and 0.1; 1.0; 10, 40 and 100 mg / L to determine the sensitivity
(IT). In the experiment I, the CT6 isolate presented the highest ICsy for benzimidazole (STI) and
smaller for the multisite, while for CT21 the largest was for strobilurin (Qol) and the lowest for
benzimidazole (STI). There was variability between the ICs for the two isolates, indicating that
their origin showed differences in the fungus sensitivity. For experiment II the active ingredient
mixture azoxystrobin + benzovindiflupir was the one with the lowest ICso, while the mancozeb
showed the highest. According to the region, Bahia and Mato Grosso presented the smallest ICs
and isolates without identification, from Rio Grande do Sul, the highest. The sensitivity of the
fungus varies according to the origin, active ingredient and mechanisms of action. The fungus
control will change according to the environment and fungicide. For Chapter III, the three
statistical programs Microsoft Excel, RStudio and Infostat can beused for ICsy calculation, but
for isolates with low sensitivity the value determined by the RStudio program showed better
performance. The Microsoft Excel and Infostat programs tended to determine higher 1Cso values
than RStudio. Monitoring the fungus sensitivity should be performed to guide disease control in
fungus populations and identify the best chemical control option.

Key words: 1. Anthracnose. 2. Glycine max. 3. Active ingredients. 4. Mechamins of action.
5. Soybean.



SUMARIO

1 INTRODUCAO 12
2 REVISAO DA LITERATURA 15
2.1 Antracnose da soja 15
2.1.1 Etiologia e sintomatologia 15
2.1.2 Sinais do fungo 16
2.1.3 Manejo integrado 18
2.1.4 Controle quimico 19
2.2 Resisténcia de fungos a fungicidas 21
2.3 Métodos para determinacéo da Clso 22
3 CAPITULOI 24
3.1 Resumo 24
3.2 Introdugéo 24
3.3 Material e Métodos 27
3.4 Resultados 30
3.5 Discussao 35
3.6 Conclusoes 37
4 CAPITULOII 38
4.1 Resumo 38
4.2 Introdugéo 38
4.3 Material e Métodos 40
4.3.1 Patogenicidade de Colletrotrichum truncatum a soja 42
4.3.2 Determinagio da sensibilidade de isolados de Colletotrichum truncatum a fungicidas in
vitro 43
4.4 Resultados 45
4.4.1 Patogenicidade de Colletrotrichum truncatum a soja 45
4.4.2 Determinagdo in vitro da sensibilidade de isolados de Colletotrichum truncatum a
fungicidas 46
4.5 Discusséo 55
4.5.1 Patogenicidade de Colletrotrichum truncatum a soja 55

4.5.2 Determinagdo in vitro da sensibilidade de isolados de Colletotrichum truncatum a
fungicidas 55

4.6 Conclusbes 59



ppgEH/UPF Clique aqui para digitar o titulo principal

5 CAPITULO IlI 61
5.1 Resumo 61
5.2 Introdugéo 61
5.3 Material e Métodos 63
5.4 Resultados 65
5.5 Discussao 74
5.6 Conclusdes 76
6 CONSIDERACOES FINAIS 77
7 CONCLUSAO GERAL 78
REFERENCIAS 79
APENDICES 95
Apéndice | - Determinacdo a partir dos valores de Clsp de dois isolados de
Colletotrichum truncatum para diferentes fungicidas. Passo Fundo — 2016 96
Apéndice Il - Determinacdo da Clso para isolados de Colletotrichum truncatum

provenientes de diferentes regiGes produtoras de soja a diferentes fungicidas. Passo Fundo —
2017 101



1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merr.] é uma espécie de relevancia econdmica em todo
mundo, sendo considerada umas das principais comodites agricolas. Contudo, ha
inumeros fatores que podem comprometer o alto rendimento da cultura como clima,
solo (SIVARAJAN et al., 2018) e, principalmente doencgas, dentre elas a antracnose
(RAMOS et al., 2010).

A antracnose foi citada pela primeira vez em 1917, na Coréia e, desde entdo, foi
relatada nas regides temperadas de producdo de soja (TOCHETTO et al., 1961). A
doenca esta associada, principalmente, a espécie de fungo Colletotrichum truncatum
(DAMM et al., 2009), descrita pela primeira vez por Andrus € Moore (1935) e, em seu
estado perfeito, classificado no género Glomerella (ARMSTRONG-CHO; BANNIZA,
2006).

A antracnose ¢ uma das principais doencas da soja na regido do Cerrado
brasileiro, pois a cultura ¢ suscetivel a infeccdo em todos os estdgios de
desenvolvimento (ALMEIDA et al., 2005). A doenga apresenta infeccdo latente,
caracterizada na fase inicial com sintomas em plantulas emergidas apresentando necrose
(cancros profundo nos cotilédones) e tombamento de plantulas, podendo evoluir para
sintomas em estddios fenoldgicos avangados (SINCLAIR; SHURTLEFF, 1975), com
necrose em hastes, folhas e vagens, incluindo abertura imatura e tor¢do de vagens e
germinagdo prematura de graos (BACKMAN; WILLIAMS; CRAWFORD, 1982;
REIS; CASA; REIS, 2012), sendo que as sementes infectadas e os restos culturais sao
fontes iniciais do inoculo da doenga (MANANDHAR; HARTMAN, 1999).

Embora ndo existam cultivares de soja comerciais com resisténcia tal que evite
danos econdmicos da antracnose, algumas fontes resistentes foram identificadas

(COSTA et al., 2009). Portanto, o controle quimico ¢ importante alternativa utilizada



para o controle da doenca. A aplicacdo de fungicidas na parte aérea pode previnir a
infeccdo do hospedeiro ou paralisar a colonizagdo estabelecida (REIS; REIS;

CARMONA, 2010, p. 33).

Os fungicidas podem ser classificados pelo mecanismo de acdo e pelo grupo
quimico. Cada grupo quimico possui um mecanismo de ac¢do distinto, que ¢ a forma
pela qual um fungicida interfere numa fungdo metabolica normal dos fungos, causando

sua morte (BESTOR; ROBERTSON; MUELLER, 2011; FRAC, 2017).

Fungicidas pertencentes ao grupo quimico estrobilurina, principalmente
azoxistrobina, picoxistrobinna, piraclostrobina e trifloxistroina sdo recomendados para
aplicacdo em uma ampla gama de culturas para prevenir o desenvolvimento de doencas
(BARTLETT et al., 2002) incluindo a antracnose, Colletotrichum spp.. Tem sido citado
que a utilizacdo de difeconazol, trifloxistrobina, azoxistrobina + difeconazol e
piraclostrobina pode resultar em controle de até 93% da doenca. Essa informagao ¢
confirmada em estudos realizados no Brasil, utilizando azoxistrobina e piraclostrobina
apontam para a redu¢@o na incidéncia da antracnose em soja (PICININI; FERNANDES,
2000; RAVA, 2002).

Contudo, um dos fatores limitantes no controle quimico de doengas ¢ o
desenvolvimento da resisténcia de fungos aos fungicidas. Resisténcia consiste em uma
alteracdo herdavel e estavel quando aplicado um produto, gerando reducdo da
sensibilidade (EUROPEAN, 1988). Para espécies de Colletotrichum, a resisténcia ja foi
relatada a benzimidazol, estrobilurina e triazol causando frequentemente a redugdo da
eficacia desses fungicidas (CHUNG et al., 2006; PERES et al., 2004; WONG;
MIDLAND, 2007).

Investigacdes sobre a reduc¢dao da sensibilidade de isolados de Colletotrichum
spp. a fungicidas mostra diferencas, pois isolados apresentam reducao na sensibilidade
ao benomil e com taxas mais lentas de crescimento entre isolados, mesmo
comportamento observado para captana, triadimenol (GREER et al., 2011), tiabendazol

(RAMDIAL; HOSEIN; RAMPERSAD, 2016) e carbendazim (SOUZA, 2009) e

Bruna dos Santos da Silva 13



azoxistrobina (CALZADA et al., 2015). Com tantas informagdes divergentes, deve ser
feito o monitoramento da sensibilidade do fungo, determinado através da concentracao
da substancia que inibe 50% (Clso) o crescimento micelial ou a germinac¢ao de esporos

viaveis (REIS; DEUNER; ZANATTA, 2015).

Diante da importancia da antracnose na cultura da soja, ¢ necessario determinar a
sensibilidade de isolados do fungo e a fungitoxicidade de fungicidas com diferentes
mecanismos de a¢do. A informacao obtida no presente estudo ¢ essencial para monitorar
a efetividade do manejo aplicado para o controle desta doenca e verificar a variagdo na

sensibilidade de isolados de C. truncatum.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade de isolados de C.
truncatum, proveniente de diferentes regides produtoras de soja, a fungicidas de
distintos mecanismos de acdo, isolados ou em misturas. O obejetivo especifico foi

analisar a Clso calculada por trés métodos de regressao com programas computacionais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  Antracnose da soja

A antracnose da soja ¢ considerada uma das doengas mais comuns da cultura
com incidéncia e os danos elevados. Estd presente em todas as regides de cultivo de
soja, causando danos em areas do Cerrado brasileiro, particularmente, em lavouras
conduzidas em monocultura e plantio direto. O patdgeno ataca todos os orgaos da
planta, em todos os estadios de desenvolvimento (SILVA et al., 2017), induzindo a
sintomas que incluem cancros em cotilédones, tombamento de plantulas, necrose em
haste, vagens, peciolos e folhas (ALMEIDA et al., 2005, p. 650; GALLI; PANIZZI;
VIEIRA, 2007).

A doenga foi constatada pela primeira vez em 1917, por Takimoto, em Suigem,
na Coréia, e o organismo causador foi identificado por Hemi, como Colletotrichum
glycines Hori. No Brasil, foi descrita pela primeira vez por Tochetto et al. (1961), que
identificou como agente causal o fungo C. truncatum (REIS; CASA; REIS, 2012, p.
191-192).

2.1.1 Etiologia e sintomatologia

O agente causal da antracnose da soja em sua fase anamorfica (reprodugio
assexual) ¢ denominado de C. truncatum, pertencente ao Reino Fungi, Filo
Deuteromycota, Classe Deuteromicetos, Subclasse Coelomicetes, Ordem Melanconiales
e Familia Melanconiacea. Em sua fase teleomorfica (reprodugdo sexual), o fungo ¢
classificado como Glomerella truncata Armstrong & Banniza, classificado ao Reino
Fungi, Filo Ascomycota, Classe Pyrenomycetes, Ordem Phyllacorales e Familia
Phyllachoraceae (MYCOBANK, 2017). O agente patogénico ¢ necrotrofico
colonizando e matando as células do hospedeiro (VAN KAN, 2006).



A doenca apresenta infeccdo latente, que ¢ caracterizada pela penetragao do
patdgeno em plantas jovens, onde permanece dormente nos tecidos da planta, antes que
os sintomas da doenca se desenvolvam nos estadios finais da cultura. Podem ser
observados sintomas em plantulas que apresentam necrose em um ou nos dois
cotilédones, tombamento de plantulas, além destes, outros sintomas podem ser notados
em diferentes estadios fenoldgicos (COSTA et al., 2009; PRUSKY et al., 2013; SHAW
etal., 2016).

Os sintomas observados no final de ciclo da cultura geralmente se desenvolvem
em hastes e vagens, durante ou apos a senescéncia, como lesdes negras irregulares e
necrose de peciolo e folhas, que sao observados quando as folhas viram a face adaxial
para baixo, formando sintoma chamado de “cajado de pastor”. Portanto, podem-se
relacionar os danos como: morte em plantulas em pré e pos emergéncia e infeccdo
latente nas hastes, vagens e folhas (ALMEIDA et al., 2005, p. 650; BACKMAN;
WILLIAMS; CRAWFORD, 1982; MANANDHAR et al, 1985; SINCLAIR;
SHURTLEFF, 1975; REIS; CASA; REIS, 2012, p. 194).

Além da soja, entre os hospedeiros de C. truncatum estdo inclusas outras
espécies de importancia economica como amendoim (Arachis hypogaea L.) pimenta
(Capsicum annuum L.), feijao (Phaseolus vulgaris L.) e feijao-de-corda (Vigna sinensis
(L.) Savi), plantas ornamentais, como trevo-amarelo (Melilotus alba (L.) Pall),
peperomia (Peperomia magnoliifolia L.), de cobertura vegetal ou forrageiras, como
Crotalaria juncea, spectabilis, alfafa (Medicago sativa L.), trevo-branco (Trifolium
repens L.), ervilhaca (Vicia sativa L.), e plantas daninhas, como tiririca (Cyperus
rotundus L.) e flor-roxa (Limonium spp.) (CANNON et al., 2012; Q-BANK, 2017;
SHARMA; KAUSHAL, 1999).

2.1.2 Sinais do fungo

Na fase anamorfica a frutificagdo do fungo C. truncatum ¢ do tipo acérvulo,
sobre os tecidos infectados, dotados de inumeras setas pigmentadas e septadas que

medem de 30 a 200 um de comprimento por 4 a 6 um de largura. Eventualmente pode
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ocorrer a formagao de conidioforos ramificados proximo a base, células conidiogénicas
cilindricas, hialinas ¢ fialidicas, conidios unicelulares hialinos, cilindricos ou falcados,
com apressorio pigmentado na germinacdo. Os conidios apresentam comprimento de 20
a 22 um por 3,75 a 4,5 um de largura, sdo fortemente curvados, fusiformes com as
extremidades afiladas. Os apressorios sdo abundantes, medindo de 8 a 11,5 um de
comprimento por 6,5 a 8 um de largura, clavados ou circulares, formando cadeias
ramificadas (DAMM et al.,, 2009; JAGTAP; SONTAKKE, 2009; SINCLAIR;
SHURTLEFF, 1975; SUTTON, 1992).

Na fase telomorfica o fungo G. truncata produz peritécios que se projetam pela
epiderme em um estroma, produzido no cortex, em par ou maior nimero, membranosos,
globosos ¢ com tamanho variando de 180 a 340 um. A asca ¢ oblonga e clavada,
medindo de 38 a 106 x 7 a 13,5 um. No interior da asca, sdo produzidos oito ascosporos
hialinos, unicelulares e ligeiramente curvados, medindo de 13 a 43 x 4 a 6 pm. Quando
atingem a maturagdo, sdo ejetados a forga do peritécio (DAMM et al., 2009;

SINCLAIR; SHURTLEFF, 1975).

A germinagdo de esporos, formagao de apressorios e crescimento micelial de C.
truncatum, ocorrem com temperatura na faixa de 25 a 30 °C. Quando o patdgeno ¢
exposto ao periodo de molhamento de 32 horas, a temperatura ideal para
desenvolvimento dos sintomas ¢ em torno de 25 a 30 °C e o tamanho da lesdo é maior,
no entanto, ¢ possivel visualizar sintomas com periodo de molhamento menor, em torno
de 8 horas, porém, o desenvolvimento de lesdes ocorre com temperatura minima de 30
°C (JAMADAR, 2015; OH; KIM, 2003). A fungdo matematica de dano, normalizada
para 1000 kg/ha, foi R = 1000 - 18,92 IV, com R? = 0,8485, onde R ¢ o rendimento de
grios e IV a incidéncia em vagens (DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016), porém,

maior nimero de informag¢des sobre danos associado a doenga ainda ¢é escasso.
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2.1.3 Manejo integrado

O manejo integrado de doengas consiste na utilizagdo de todas as técnicas
disponiveis para manter a populagdo de patdogenos abaixo do limiar de dano econdmico
e minimizar os efeitos deletérios ao meio ambiente (NAS, 1969). Dentre as estratégias
de manejo, destaca-se o controle integrado, que ¢ um sistema de manejo de organismos
nocivos que utiliza todas as técnicas e métodos apropriados de maneira mais compativel
possivel para manter as populacdes de organismos nocivos em niveis abaixo daqueles

que causem dano economico (FAO, 1968).

As estratégias de manejo da antracnose sdo controle genético (cultivares
resistentes), controle cultural (rotacdo de culturas) e controle quimico (tratamento de
sementes e parte aérea) (ALMEIDA et al., 1997, p. 605). O controle genético para a
antracnose na cultura da soja em geral, ndo ¢ eficiente em estddios iniciais de
desenvolvimento, porém, alguns trabalhos mostram que quando a infec¢do do patdgeno
ocorre em estadios finais hd o aumento na resisténcia, ou seja, plantas juvenis mostram-
se mais suscetiveis a infeccdo, mostrando uma variagdo genética quanto a resisténcia.
Ha trabalhos que mostram a reagdo de planta adulta na cultivar “Emgopa 316, porém
apresentam suscetibilidade na fase de plantula, ao contrario do que pode ser observado
para as cultivares “Anta 82” e “MSOY 84007, que demonstram rea¢do de resisténcia

tanto em plantula quanto em planta adulta (COSTA et al., 2006; COSTA et al., 2009).

O controle cultural da antracnose pela rotacdo de cultura ¢ eficiente para a
redugdo do indculo presente na palhada, pois o fungo sobrevive saprofiticamente nos
restos culturais da soja, que podem levar até 35 meses para serem totalmente
decompostos. Porém, deve ser utilizado como manejo integrado, pois o fungo também
pode ser transmissdao via sementes (REIS et al., 2011; REIS; CASA; REIS, 2012, p.
193).
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2.1.4 Controle quimico

A utilizacdo do tratamento de sementes com fungicidas como manejo da
antracnose em soja promove ¢ melhora o desenvolvimento e estrutura das plantas, além
de garantir a germinacao e emergéncia. Ha trabalhos que apontam eficiéncia no controle
da doenca com a utilizacdo de fungicidas, como carbendazim + tiram, fludioxonil +
mefenoxan e tiabendazol + tiram. Além do incremento na uniformidade de germinagao,
o tratamento de sementes controla o tombament na fase inicial de desenvolvimento da

cultura (GOULART, 2006; OLIVEIRA et al., 2013; PEREIRA et al., 2009).

A aplicagdo de fungicidas na parte aérea visa prevenir a infecgdo do hospedeiro
ou paralisar a colonizagdo que ja tenha se estabelecido e, além destes, visa a redugdo de
fontes de inoculo. O controle deve levar em conta todos os patossistemas na cultura
além do estadio fenoldgico da cultura afetada, os danos causados pelo agente causal, o
custo da aplicacdo do controle quimico e o espectro de agao do fungicida (REIS; REIS;

CARMONA, 2010, p. 141).

Os fungicidas podem ser classificados através do mecanismo de ag¢do e grupo
quimico. O mecanismo de acdo ¢ a forma pela qual um fungicida interfere na funcdo
metabolica normal dos fungos, causando sua morte. Os mecanismos de acdo de um
grupo quimico ndo se alteram ao longo do tempo (BESTOR; ROBERTSON;
MUELLER, 2011; FRAC, 2017).

O mecanismo de acdao dos fungicidas do grupo quimico triazol age como
inibidores da biossintese de ergosterol, que fazem parte de um subconjunto, os
inibidores da desmetilagdo do C14 (IDM). Esses fungicidas inibem a formagdo da
membrana celular. Os ingredientes ativos do grupo quimico triazol mais comuns sdo
propiconazol, protioconazol, tebuconazol e ciproconazol, e classificados como médio
risco para desenvolvimento da resisténcia (FRAC, 2017; REIS; REIS; CARMONA,
2010, p. 58; WISE et al., 2009).
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O grupo de compostos quimicos denominado de estrobilurina, compdem o grupo
dos inibidores de quinona externa (IQe), com toxicidade resultante da inibi¢dao da cadeia
respiratéria no Complexo III, impedindo na cadeia bioquimica a transferéncia de
elétrons bloqueando a respiracdo do patogeno. Os ingredientes ativos do grupo quimico
estrobilurina mais comuns sdo a azoxistrobina, cresoxim metilico, picoxistrobina,
piraclostrobina e trifloxistrobina. Essas s3o consideradas com alto risco ao
desenvolvimento da resisténcia, pois ndo ¢ necessario que haja um elevado nimero de
mutagdes (FRAC, 2017; PEREIRA; NEVES; ZAMBOLIM, 2009; REIS; REIS;
CARMONA, 2010, p. 65).

A carboxamida exerce agao fungicida no complexo II (ou complexo succinato
desidrogenase) da cadeia de transferéncia de elétrons na mitocondria e inibicdo da
oxidagdo da enzima succinato deshidrogenase (ISDH). Os principais fungicidas sdo a
fluxapiroxada, benzovindiflupir e bixafeno. Essas sdo classificadas de médio a alto risco
para desenvolvimento da resisténcia (FRAC, 2017; REIS; REIS; CARMONA, 2010, p.
65).

O mecanismo de acdo do benzimidazol ¢ sobre a integridade da tubulina (IST).
Os microtubulos sdo hélices alternadas que estdo presentes na formacdo do fuso e na
separa¢do dos cromossomos durante a divisdo celular. Os compostos interferem na
mitose, na divisdo celular da metafase, sendo o fuso mitético destruido e os nucleos
filos fracassam, ocasionando a morte celular. Os principais fungicidas desse grupo sdo o
carbendazim, tiabendazol e tiofanato metilico. Esses sdo classificados como alto risco
para desenvolvimento da resisténcia, como confirmam alguns trabalhos em ¢ relatada a
ocorréncia da perda da sensibilidade do fungo a fungicidas deste grupo quimico
(CALZADA et al., 2015; FRAC, 2017; GHINI; KIMATI, 2000, p. 49; REIS; REIS;
CARMONA, 2010, p. 69).

Os fungicidas que apreentam interferéncia generalizada nas funcdes celulares ou
atividade multissitio, provocam a¢do multipla dos compostos em diferentes grupos
enzimdticos e metabolitos vitais. Atuam em diferentes processos bioquimicos

simultaneamente, resultando principalmente em efeitos na respiracdo celular,
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permeabilidade da membrana e atuag@o das enzimas, em diferentes de forma protetora
contra infec¢des, e desempenhando acdo curativa ou erradicante contra colonias
fungicas estabelecidas. Os fungicidas mais comumente utilizados sd3o mancozebe
(ditiocarbamatos), clorotalonil (cloronitrilas), cupricos e sulfurados. Sao classificados
como baixo risco para desenvolvimento de resisténcia, devido aos multiplos sitios de

atuacao (FRAC, 2017; RODRIGUES, 2006, p. 205).

2.2  Resisténcia de fungos a fungicidas

O desenvolvimento da resisténcia do fungo a fungicidas ¢ uma altera¢ao
herdavel e estavel em resposta a aplicagdo de um produto acarretando na redugdo da
sensibilidade (EUROPEAN, 1988). Por outro lado, a insensibilidade caracteriza a
completa falta de resisténcia, e ndo deve ser utilizada como sinénimo de resisténcia

(GHINT; KIMATT, 2000, p. 20-21).

A resisténcia ¢é classificada como cruzada quando ocorre a dois ou mais
fungicidas, pertencentes ao mesmo mecanismo de acdo, causada pelo mesmo fator
genético. A resisténcia multipla ¢ aquela desenvolvida para fungicidas com diferentes
mecanismos de agdo, mas determinada por fatores genéticos distintos, portanto,

pertencentes a diferentes mecanismos de acao (GHINI; KIMATI, 2000, p. 21).

A fungitoxicidade ¢ conceituada como a propriedade de uma substancia quimica
apresenta em relacdo a toxidade a fungos em baixas concentragdes, diferente de
sensibilidade que demonstra a reagao do fungo ao fungicida, ou seja, a fungitoxicidade ¢
um aspecto relacionado a molécula e a sensibilidade a espécie o fungo (REIS; REIS;

CARMONA, 2010, p. 29).

Os parametros para medir a sensibilidade do fungo a uma substancia toxica ou a
fungitoxicidade de um produto quimico podem ser determinados através da CI
(concentracao inibidora), onde para cada um dos parametros ¢ atribuido o valor 50,
referindo-se a concentragdo da substincia que inibe 50% do crescimento micelial ou da

germinagdo de esporos vidveis (FURLAN; SCHERB, 2007; REIS; REIS; CARMONA,
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2010, p. 27; REIS; DEUNER; ZANATTA, 2015; RUSSEL, 2004). Para as avaliacoes,
sdo comumente utilizados o crescimento micelial e a germinagdo de esporos, para

diferentes mecanismos de acdo, dentre eles triazole estrobilurina (SANTANA;

CLEBSCH; CARGNIN, 2014).

A determinagdo para que dada substancia seja considerada toxica ao fungo
(fungicida), deve possuir valor da concentragdo com capacidade de inibi¢ao da
sobrevivéncia de 50% da populacdo patogénica (Clso) inferior a 50 mg/L. Num
fungicida que ¢ considerado como altamente toxico, o valor da Clso ndo deve exceder 1
mg/L. J4& nos fungicidas considerados com toxidade moderada, a Clso deve estar no

intervalo de 1 a 50 mg/L (EDGINGTON; KLEW, 1971).

De acordo com estudo utilizadando fungicidas em mistura comercial de
ingredientes ativos entre triazol e estrobilurina e carbendazim (isolado) a Clso de C.
truncatum foi de 1,05 mg/L para epoxiconazol + piraclostrobina (triazol +
estrobilurina), 2,6 mg/L para ciproconazol + trifloxistrobina (triazol + estrobilurina),
4,95 mg/L para tebuconazol (triazol), 9,9 mg/L para ciproconazol + azoxistrobina

(triazol + estrobilurina) e 100 mg/L para carbendazim (benzimidazol) (SOUZA, 2009).

No entanto, essas concentracdes necessitam ser revisadas pois os resultados
quanto a eficiéncia de fungicidas divergem, principalmente, em relagdo ao grupo
quimico benzimidazol, como relatado em estudo de Pesqueira, Bacchi e Gavassoni
(2016), em que o principio ativo carbendazim foi eficiente no controle da antracnose,
tanto em incidéncia em plantas quanto em sementes. Dessa forma, o monitoramento da

Clso deve ser realizado para quantificar o estado atual da sensibilidade do fungo.

2.3  Métodos para determinacao da Clso

A sensibilidade do fungo a fungicidas determinada pela Clso por meio da
inibicdo do crescimento micelial, pode ser calculada por diferentes métodos, como
regressao linear ou logistica (LIANG et al., 2015). A comparacdo da Clso independente

do método utilizado ja foi avaliada para outros patdogenos como Sclerotinia sclerotiorum
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(LI et al., 2015) e incluindo diferentes tipos de anélises (JIANG; KOPP-SCHNEIDER,
2014).

Além dos diferentes métodos para calcular a Clso, também sdo utilizados
programas  computacionais como InfoStat (ECHEVERRIA; GUTIERREZ;
CARMONA, 2017; SALAZAR et al., 2012; YANEZ; FRANCE, 2010), Microsoft
Excel (ROSSI; REIS; BRUSTOLIN, 2015; ISHIZUKA, 2016 p. 11; KORKMAZ et al.,
2017) e RStudio (HAGERTY et al., 2017; REHFUS et al., 2016; ARDUIM et al.,
2012).
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3 CAPITULO |

Fungitoxicidade de fungicidas in vitro a dois isolados de Colletotrichum

truncatum da soja.

3.1 Resumo

O uso de fungicidas sitio-especificos para controle da antracnose (Colletotrichum truncatum) e
com varias aplicagdes/area leva a adaptacdo dos fungos aos mecanismos de agdo. A dificuldade
de controle da doenca em algumas regides pode ser atribuida a reducdo da sensibilidade do
fungo aos fungicidas, determinada pela Clso. Devido a importidncia da doenca e a falta de
informagdes sobre a sensibilidade do fungo, o objetivo desta pesquisa foi determinar in vitro a
fungitoxicidade de fungicidas de distintos mecanismos de a¢do puros, ou em mistura, a isolados
de C. truncatum, provenientes de diferentes regides produtoras de soja. Foram utilizados dois
isolados do fungo, com delineamento experimental inteiramente casualiado, com delineamento
de tratamentos do tipo bifatorial, com dois isolados (CT6 e CT21) e 26 fungicidas. As unidades
experimentais foram placas de Petri (79,4 mm de diametro) e quatro repeticdes. O isolado CT6
apresentou a maior Clsp média para benzimidazol (IST), com 38,61 mg/L e menor para
multissitios, 19,08 mg/L. Para CT21, a maior foi 32,65 mg/L (IQe, estrobilurina) e a menor
0,0013 mg/L (IST, benzimidazol). A mistura comercial azoxistrobina + benzovindiflupir
apresentou maior fungitoxicidade, com menor Clso para os dois isolados do fungo. Ocorreu
variabilidade entre os valores de Clso para os dois isolados.

Palavras-chave: 1. Antracnose. 2. Carboxamida. 3. Estrobilurina. 4. Glycine max.
5. Triazol.

3.2 Introducéo

A soja [Glycine max (L.) Merr.] é uma cultura de relevancia econdomica, sendo
considerada umas das principais comodites agricolas. Apesar de ser a principal espécie
vegetal cultivada no pais, hd fatores que interferem no rendimento da cultura como
clima, solo (SIVARAJAN et al., 2018), pragas, plantas daninhas e principalmente
doencas e, dentre essas, a antracnose (RAMOS et al., 2010) causada pelo fungo
Colletotrichum truncatum (Schwein.) Andrus & W. D. Moore, agente causal da doenga
em varios hospedeiros (DAMM et al., 2009). A doenca ¢ considerada fator limitante na

produgdo da soja, com fun¢do matematica de dano, normalizada para 1000 kg/ha, foi R



=1000 - 18,92 IV, com R? = 0,8485, onde R é o rendimento de grios e IV a incidéncia
em vagens (DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016).

Na busca por estratégias eficazes para controlar a doenga, varios métodos tém
sido utilizados como a resisténcia genética (COSTA et al., 2006), a produgdo de
sementes sadias aliado ao tratamento com fungicidas e doses eficientes (OLIVEIRA et
al., 2013; PEREIRA et al., 2009) e a rotacao de culturas (ADAMI et al., 2006). Porém,
devido a ndo observancia da rotacao de cultura e a auséncia de cultivares resistentes,
tem-se destacado o controle quimico. Poucos sdo os trabalhos publicados no Brasil
sobre a fungitoxicidade de fungicidas a antracnose da soja, por isso, pouco se conhece
sobre a fungitoxicidade dos principais grupos quimicos atualmente em uso. Apesar
disso, acredita-se que as aplicagdes de fungicidas tém auxiliado na reducdo dos danos
causados pela antracnose (CARNIEL; MENOSSO; BALBINOT-JUNIOR, 2014;
PESQUEIRA; BACCHI; GAVASSONI, 2016).

A especificidade, que atribui maior eficiéncia a alguns fungicidas, € a principal
responsavel pelo desenvolvimento da reducdo da sensibilidade dos fungos (REIS;
DEUNER; ZANATTA, 2015). No controle quimico, deve-se levar em conta o dano
causado pela doenca, o custo da (s) aplicacdo (3es), a poténcia do fungicida, a dose, o
momento das aplicacdes e o numero de aplicacdes economicamente vidveis (REIS;

REIS; CARMONA, 2010, p. 146).

Os principais fungicidas usados no controle das doencas em soja pertencem a
cinco grupos quimicos: triazol, estrobilurina, carboxamida, benzimidazol e nao
especificos (multissitio). Quanto ao mecanismo de acdo sao denominados inibidor da
desmetilagdo (IDM), inibidor da quinona externa (IQe), inibidor da succinato
desidrogenase (ISDH) e inibidor da sintese da tubulina (IST), interferéncia generalizada
nas fungdes celulares (multissitio), respectivamente (FRAC, 2017; REIS; REIS;
CARMONA, 2010, p. 58-70). Diferentemente da sensibilidade dos fungos, os
mecanismos de a¢do de um grupo quimico nao se altera ao longo do tempo (BESTOR;
ROBERTSON; MUELLER, 2011). Portanto, os fungicidas ndo alteram sua

fungitoxicidade, mas tornam-se agentes selecionadores. No entanto, alguns grupos
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quimicos possuem alto risco quanto a sele¢ao de populagdes de fungos resistentes como
estrobilurina e carboxamida, enquanto outros apresentam risco médio, como triazol e
benzimidazol ¢ de baixo risco como multissitios (PEREIRA; NEVES; ZAMBOLIM,
2009; RODRIGUES, 2006). O parametro utilizado para avaliar a sensibilidade de um
fungo ¢ a concentragdo da substancia que inibe 50% (Clso) do crescimento micelial ou

da germinacdo de esporos viaveis (REIS; REIS; CARMONA, p. 27).

Na agricultura moderna, paralelamente ao controle quimico, deveria ser feito o
monitoramento da sensibilidade da populacdo dos fungos que causam danos
econdmicos numa cultura, o que ainda ocorre esporadicamente no Brasil. O uso de
fungicidas sitio-especificos numa grande area, e com muitas aplicagdes/area cedo ou
tarde acarreta na adaptagao dos fungos aos mecanismos de agdo. Relatos de produtores e
consultores técnicos sobre as dificuldades de controle da antracnose, tendo-se inclusive
levantado a hipdtese da reducdo da sensibilidade dos fungos aos fungicidas em uso.
Dada a importancia da antracnose, e a falta de informagdes sobre a sensibilidade do
fungo agente causal aos fungicidas, € necessario determinar a fungitoxicidade de
fungicidas a isolados de C. truncatum, provenientes de diferentes regides produtoras de
soja do Brasil. A informagdo obtida a partir desse estudo ¢ essencial para monitorar a

sensibilidade de isolados frente a fungicidas usados no manejo desta doenca.

Formulou-se a hipdtese de que a dificuldade de controle da doenga em algumas
regides pode ser atribuida a redugdo da sensibilidade do fungo aos fungicidas usados em
seu controle. Dessa forma, torna-se necessario determinar a fungitoxicidade de
fungicidas através da concentrag@o in vitro que iniba 50% o crescimento micelial (Clso)
para isolados do fungo. Pela determinagdo da Clso dos fungicidas ¢ possivel se
monitorar a fungitoxicidade dos produtos ao longo das safras de cultivo. Assim, o
objetivo da pesquisa foi determinar in vitro a fungitoxicidade de fungicidas de distintos
mecanismos de acdo puros ou em mistura a isolados de C. truncatum, provenientes de

diferentes regides produtoras de soja.
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3.3 Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia/Micologia, da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Passo Fundo/UPF,
no ano de 2016. Foi determinada in vitro a fungitoxicidade de 26 fungicidas (Tabela 1)
de diferentes mecanismos de agdo isolados, ou em misturas, para dois isolados de C.
truncatum (Tabela 2), sendo um proveniente do estado de Mato Grosso, € o outro, do
estado do Rio Grande do Sul. Os dois isolados foram obtidos de hastes e vagens da soja
com sintomas da antracnose. Para tal, foi realizado o isolamento do fungo a partir dos
tecidos doentes, sendo desinfestados superficialmente com solucdo aquosa de
hipoclorito de sodio (2%). Por¢des de tecido foliar (codificados como MFs) e de hastes
e vagens (codificados por CTs), foram mantidos em gerbox contendo espuma de nylon e
duas folhas de papel germi-teste, saturadas com agua destilada e incubadas em camara
de crescimento por trés dias. Os acérvulos do fungo foram transferidos para placas de
petri contendo meio de cultura batata-dextrose-dgar (BDA), mantidos por sete dias em
camara de crescimento, temperatura 28 + 2°C. Em seguida procedeu-se o isolamento

monosporico segundo Alfenas e Mafia (2007).

Foi realizada a prova de patogenicidade para os dois isolados utilizando a
cultivar BMX Poténcia RR (considerada suscetivel). As sementes foram submetidas a
analise sanitaria de sementes através do plaqueamento em meio agar solido (BDA ou
MEA) (BRASIL, 2009, p. 34). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, composto pelos dois isolados do fungo, com cinco repetigdes e sendo a
unidade experimental o vaso plastico com as plantas. Foi realizada a inoculagdo
artificial de C. truncatum em plantas de soja cultivadas em vasos plésticos contendo 500
g de solo. Para a semeadura foram feitas cinco covas e semeadas trés sementes/cova e
apos a emergéncia mantida somente uma plantula por cova. As plantas foram cultivadas

em camara de crescimento com temperatura de 28 + 2 °C e fotoperido de 12 horas.

Para a suspensdo de conidios utilizou-se a concentragdo de 6 x 10° esporos/mL.
A suspensao foi inoculada nas plantas de soja por aspersdo, no estadio fenologico V4

(quarto no, terceira folha trifoliolada aberta) (FEHR; CAVINESS, 1977) e adicionado

Bruna dos Santos da Silva 27



duas gotas do surfactante Tween 20 em 100 mL de dgua. A inoculagdo foi realizada pela
aspersdo da suspensdo de conidios nas plantas de soja, em cinco vasos (20 mL/vaso)
para cada isolado. No tratamento controle (testemunha) foi aspergido somente dgua e
surfactante. Apds a inoculagdo, as plantas foram colocadas em camaras revestidas com
plastico transparente, uma para cada isolado, e molhadas com aspersdo por um minuto,
em intervalos de quatro horas, para fornecer ambiente favoravel a infec¢do, durante 24

horas.

Foi realizado o isolamento do fungo, de 6rgaos que apresentaram sintomas. Foi
feita a desinfestacdo em solugdo de hipoclorito de sédio (2%) por trés minutos, e
por¢des do tecido transferido para placas de petri com meio de cultura BDA e mantidas
em camara de crescimento com luz continua e temperatura de 25 + 2 °C. Apos o
aparecimento das colonias do fungo, e esporulagdo, novamente procedeu-se a
inoculacdo por aspersdo de conidios em plantas de soja sadias. Decorridos 10 dias,

analisou-se a presenca de sintomas da antracnose.

Para a determinagéo da Clso utilizou-se o meio PDA (potato, dextrose, Agar, 39
g/ de agua destilada) (MerckKFaA, Darmstadt, Germany), agitado por um minuto e
autoclavado a 121 °C por 20 minutos. Nos testes com IQe ndo foi adicionado o acido
salicilico droxamico (SHAM) ao meio de cultura, baseado no relato de Vincelli e Dixon
(2002). Foram utilizadas cinco concentragdes finais de cada fungicida: 0,01; 0,1; 1,0; 10
e 40 mg/L mais 0 mg/L (testemunha). Na obten¢ao das concentrag¢des, foram preparadas
duas suspensoes estoques de 100 mL de agua destilada e esterilizada, e adicionado os
volumes necessarios de cada fungicida (de acordo com a concentracao dos ingredientes
ativos). A partir da primeira suspensao foi transferida 1,0 mL para a segunda diluigao,
em Erlenmeyer com 99,0 mL de 4gua destilada-esterilizada. Da primeira suspensio,
obteve-se as concentragdes de 1,0, 10, 40 e 100 mg/L e da segunda as concentragdes
0,01 e 0,1 mg/L. O procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar de ar, sendo
que os fungicidas foram adicionados ao meio de cultura quando a 45 °C, e vertido em

placas de petri plasticas novas.
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Tabela 1 - Fungicidas utilizados no teste de fungitoxicidade para dois isolados de

soja de Colletotrichum truncatum. Passo Fundo — 2016

Ingrediente ativo Nome comercial Concentragao Mecan1~smo de
(D) agao
Azoxistrobina Priori 250 1Qe
Piraclostrobina Comet 250 1Qe
Picoxistrobina Oranis 250 1Qe
Trifloxistrobina Flint 500 WG 500 1Qe
Protioconazol - 250 IDM
Ciproconazol Alto 100 100 IDM
Tebuconazol Folicur 200 EC 200 IDM
Carbendazim Carbendazim 500 IST
Benzovindiflupir Solatenol 100 ISDH
Fluxapiroxada - 300 ISDH
Oxicloreto de cobre Difere 588 Multissitio
Mancozebe Unizeb Gold 750 Multissitio
Clorotalonil Previnil SC 730,6 Multissitio
Piraclostrobina + fluxapiroxada Orkestra SC 167 +333 1Qe + ISDH
Piraclostrobina + epoxiconazol + . Qe+ IDM +
ﬂuxapirozada Ativum EC S0+ 81450 ISDH
Protioconazol + trifloxistrobina Fox 150 +175 IDM + 1Qe
Trifloxistrobina + protioconazol Fox Xpro 15+17,5+ IQe + IDM +
+ bixafeno 12,5 ISDH
Azoxistrobina + benzovindiflupir Elatus 300 + 150 IQe + ISDH
Tebuconazol + picoxistrobina Horos 200 +120 IDM + 1Qe
Tebuconazol + mancozebe + 40 +40 + IDM + Multissitio
L . Cronnos
picoxistrobina 600 +1Qe
Ciproconazol + picoxistrobina Aproach Prima 200 + 80 IDM + 1Qe
Ciproconazol + trifloxistrobina Sphere Max 375+ 160 IDM + 1Qe
Epoxiconazol + piraclostrobina Abacus SC 160 + 260 IDM +1Qe
Epoxiconazol + cresoxim-metilico Guapo 125 + 125 IDM + 1Qe
Ciproconazol + azoxistrobina Priori Xtra 80 +200 IDM + 1Qe

Fonte: dados do autor.

Nota: SC (Suspensao concentrada), EC (Concentrado emulsionavel) e WG (Granulo dispersivel).

(1) Em g/L ou kg.
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Tabela 2 - Descrigao dos isolados de soja de Colletotricum truncatum. Passo Fundo

—2016
Codigo Municipio Estado Data de coleta Cultivar
CT6 Clatdia MT 29/01/2016 BMG Desafio RR
CT21 Almirante Tamandaré do Sul RS 31/01/2016 DM54152 IPRO

Fonte: dados do autor.

No dia seguinte ao preparo dos meios, um disco da cultura pura (isolados
monosporicos) do fungo, com 5,5 mm de didmetro foi colocado no centro da placa de
petri contendo o meio suplementado com o fungicida nas diferentes concentragdes. As
placas foram vedadas com papel filme de PVC e incubadas em camara de crescimento,
com luz continua e temperatura de 25 + 2 °C. A avaliacdo foi realizada com um
paquimetro digital, medindo o diametro das colonias, assim que o crescimento da
colonia do fungo da testemunha atingiu a borda da placa. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, bifatorial (isolados e fungicidas) com quatro repetigdes € a

unidade experimental uma placa de Petri.

Os dados foram submetidos a andlise estatistica de regressao linear utilizando o
programa RStudio, e determinada a Clso (concentra¢do inibitoria de 50%) dos isolados.
A classificacdo dos isolados quanto a sensibilidade aos fungicidas foi baseada nos
critérios propostos por Edgington e Klew (1971): insensiveis se a Clso > 50 mg/L,
moderadamente sensiveis se a Clso estiver entre 1 e 50 mg/L e altamente sensiveis se a

Cls0 <1 mg/L. Foram obtidos os valores de p (probabilidade) e do erro (Residuo).

3.4 Resultados

Com relacao aos IQe, verificou-se variagdo da Clso entre os fungicidas deste
grupo (Tabela 3). A azoxistrobina apresentou a menor Clso, com 5,50 mg/L para o
isolado CT6 e de 19,45 mg/L para CT21. Piraclostrobina, picoxistrobina e
trifloxistrobina apresentaram Clso elevadas de 27,59 a >40 mg/L entre os dois isolados.
Para picoxistrobina o isolado CT6 apresentou 27,59 mg/L, enquanto para CT21 foi >40

mg/L. Para os outros dois ingredientes ativos os valores foram entre 31,16 ¢ >40 mg/L,
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indicando baixa sensibilidade (EDGINGTON; KLEW, 1971). Em relagao a Clsp média
entre os dois isolados, a menor foi da azoxistrobina (12,47 mg/L), seguida da
picoxistrobina e da piraclostrobina (33,79 e 35,58 mg/L), e a maior foi da

trifloxistrobina (>40 mg/L).

No grupo dos IDM, para o protioconazol foi determinada a menor Clso para o
isolado CT6, com 6,72 mg/L, porém para o CT21 foi de 31,46 mg/L, indicando redugdo
da sensibilidade do isolado CT21. Na sequéncia, o tebuconazol com 11,41 mg/L (CT6)
e 8,84 mg/L (CT21), apresentando pouca diferencga entre os isolados. A maior Clso foi
do ciproconazol (>40 mg/L), para ambos os isolados. Em relagio a Clso entre os
isolados, o fungicida que apresentou a menor média foi o tebuconazol (10,12 mg/L), o
protioconazol em segundo (19,09 mg/L), ambos classificados como moderadamente
toxicos e a maior o ciproconazol (>40 mg/L), considerado ndo toxico pela classificacdo

de Edgington e Klew (1971).

O grupo ISDH apresentou menor Clso para o benzovindiflupir para os dois
isolados, com 0,0042 mg/L para CT6 e 0,023 mg/L para CT21, enquanto que para a
fluxapiroxada foi superiores a 40 mg/L. Apesar de ambos fungicidas pertencerem ao
mesmo mecanismo de acdo, a classificagdo foi diferente de acordo com a Clso, pois os
isolados apresentaram alta sensibilidade ao benzovindiflupir e baixa sensibilidade a

fluxapiroxada.

Para o IST, grupo quimico benzimidazol, o ingrediente ativo carbendazim
apresentou Clso de 38,61 mg/L, para o CT6 ¢ 0,0013 mg/L para CT21, demonstrando
comportamento distintos entre isolados para o mesmo ingrediente ativo, pois a
classificagdo do CT6 foi moderadamente sensivel e CT21 foi considerado altamente

sensivel.

Para os multissitios, as menores Clso foram obtidas para o clorotalonil, com 2,58
mg/L (CT6) e 1,11 mg/L (CT21). As Clso médias entre os isolados, CT6 e CT21, foram
em ordem crescente clorotalonil, com 1,84 mg/L, oxicloreto de cobre, 22,75 mg/L e

mancozebe com 27,33 mg/L, todos na faixa de concentracdo de moderadamente toxicos.
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Em relagdo as misturas comerciais com IQe, apresentaram as menores Clso
médias o ciproconazol + trifloxistrobina (0,85 mg/L), protioconazol + trifloxistrobina
(11,80 mg/L) e epoxiconazol + piraclostrobina (13,65 mg/L). As misturas tebuconazol +
picoxistrobina, tebuconazol + mancozebe + picoxistrobina, ciproconazol +
picoxistrobina e epoxiconazol + cresoxim-metilico apresentaram Clso acima de 40 mg/L
(insensiveis), para CT6, enquanto que, para CT21, apenas o tebuconazol +

picoxistrobina apresentou a mesma Clso.

Para as misturas comerciais com ISDH obteve-se a menor Clso para a
azoxistrobina + benzovindiflupir, com 0,00033 mg/L para CT6 e 0,0013 mg/L para
CT21. As Clso médias entre isolados foram >40 mg/L para a trifloxistrobina +
protioconazol + bixafeno (ndo toxicos) e 27,60 mg/LL para a piraclostrobina +

epoxiconazol + fluxapiroxada (moderadamente toxicos).

Para o isolado CT6, as médias de Clso entre os grupos quimicos de fungicidas
variaram de 19,08 a 38,61 mg/L (Tabela 3). A maior Clso média foi para o IST (38,61
mg/L) e a menor para o multissitio (19,08 mg/L). Para os demais grupos quimicos, a
média da Clso foi de 19,37 para IDM, de 20,00 mg/L para ISDH, de 28,96 mg/L para
mistura comercial com 1Qe, de 20,42 mg/L para mistura comercial com ISDH e de
28,27 mg/L para IQe. Com relagdo ao isolado CT21, houve variacdo de 0,0013 a 32,65
mg/L para as médias de Clso entre os mecanismos de acdo. A maior Clso foi para a IQe
com 32,65 mg/L e a menor para IST com 0,0013 mg/L. Para os demais grupos
quimicos, o valor médio de Clso foi de 12,11 mg/L para mistura comercial com 1Qe, de
15,54 mg/L para multissitio, de 15,10 mg/L para mistura comercial com ISDH, de 20,00
mg/L para ISDH e de 26,77 mg/L para IDM, para todos os mecanismos de agdo a

classificagdo de Edgington e Klew (1971) indica como moderadamente toxicos.

A associacao de azoxistrobina + benzovindiflupir (0,0008 mg/L) apresentou a
menor Clso média para os dois isolados, isso se deve principalmente ao fato do
benzovindiflupir ter apresentado Clso baixa (altamente sensivel) aos dois isolados,
aliado a azoxistrobina, que dentre oss IQes, foi o ingrediente ativo com menor Clso

(Apéndice I). A maior Clso foi para a trifloxistrobina + protioconazol + bixafeno (>40
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mg/L). A menor Clso média geral de foi observado para o isolado CT21 com 17,45
mg/L, enquanto que para CT6 foi de 24,99 mg/L. Os valores de p (probabilidade de
significancia) e erro (Tabela 3) foram calculados para os dois isolados, sendo

determinados para todos os valores de Clso em relacao aos fungicidas.

Tabela 3 - Concentragao inibitoria (50%) (Clso) de dois isolados de Colletotrichum
truncatum para diferentes fungicidas. Passo Fundo — 2016

(Continua)

- CT6 CT21 1
Fungicidas Clso (1) - . Cla . orro Meédia

1Qe
Azoxistrobina 5,50 0,9850 291,06 19,45 NA NA 12,47
Piraclostrobina >40 0,1064 49,12 31,16 09187 302,95 35,58
Picoxistrobina 27,59 0,9725 794,23 >40 NA NA 33,79
Trifloxistrobina >40 0,0000 1,10M7 >40 0,0000 6,298  >40

Meédia 28,27 - - 32,65 - - -
IDM
Ciproconazol >40 0,5466 707,86 >40 0,1092 97,05 >40
Tebuconazol 11,41 0,0000 1,34 8,84 0,0000 0,86 10,12
Protioconazol 6,72 0,0030 2,10 31,46 0,0058 10,69 19,09
Meédia 19,37 - - 26,77 - - -
ISDH
Benzovindiflupir ~ 0,0042  0,2676 0,0038 0,023  0,6215 0,046 0,0136
Fluxapiroxada >40 0,9885 11806,5 >40 0,8795 834,39  >40
Meédia 20,00 - - 20,00 - - -
IST

Carbendazim 38,61 0,1746 23,38 0,0013  0,0482  0,0009 19,30

Média 38,61 ; ; 00013 - ; i
MULT
Clorotalonil 258 09063 21,74 111 09625 2338 184
OXiCClg’gféo de ~40 09467 75038 551 09515 89,87 22,75
Mancozebe 1466 00000 2,03 ~40 02408 10577 2733
Média 19,08 : ; 15,54 ) ] )
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Tabela 3 - Concentragao inibitoria (50%) (Clso) de dois isolados de Colletotrichum
truncatum para diferentes fungicidas. Passo Fundo — 2016

(Conclusao)
MEST
Protio + trifloxi 1837 NA  NA 523 09688 13242 11,80
Tebuco + picoxi >40  0,0000 10,50  >40 0,7865 499,62  >40
Tebuco + manc + >40  0,0000 10 1479 0,1308 9,56 27,39
picoxi
Cipro + azoxi NA NA NA NA NA NA NA
Cipro + picoxi >40 NA NA 1,64 NA NA 2082
Cipro + trifloxi 0,15 009844 782 1,56 09842 78,65 0,85
Epoxi + piraclo 2422 0,0006 639 3,00 00895 1,77 13,65
Epoxi + Cresoxim- >40 0,957 170,83 18,44 0,0000 3,47 2922
metilico
Média 28,96 - - 12,11 - ; ;
MCAR
Piraclo + epoxi + fluxa ~ >40  0,0884 58,70 1521 0,1331 9,89 27,60
Piraclo + fluxa 1,68 09396 2195 521 NA NA 345
Azoxi + benzovin 0,00033 0,2849 0,00039 0,013 NA  NA  0,0008
Trifloxi + protio + bixa ~ >40  0,0846 82,61  >40 0,0012 23,87  >40
Média 20,42 ; - 1510 - _ _
Média Geral 24,99 ; - 1745 - _ _

Fonte: dados do autor.

Nota: IQe (Estrobilurina), IDM (Triazol), ISDH (Carboxamida), IST (Benzimidazol), MULT
(Multissitios), MEST (Mistura comercial com estrobilurina), MCAR (Mistura comercial com
carboxamida), Fluxa (fluxapiroxada), Piraclo (piraclostrobina), Epoxi (epoxiconazol), Trifloxi
(trifloxistrobina), Protio (protioconazol), Azoxi (azoxistrobina), Tebuco (tebuconazol), Picoxi
(picoxistrobina), Manc (mancozebe), Cipro (ciproconazol), Benzovin (benzovindiflupir), Bixa
(bixafeno). NA (ndo ajustado, significa que a curva ndo foi totalmente ajustada para determinar a dose).
>40 (dose estimada acima da dose mais alta). A faixa aceitavel para p ¢ até 0,05.

(1) Em mg/L.
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3.5 Discussao

O processo de adaptagdo do fungo ao fungicida resulta na selecao de individuos
menos sensiveis. O monitoramento da sensibilidade aos fungicidas ¢ uma atividade
essencial para o desenvolvimento de programas de controle efetivos, pois os resultados
demonstram o surgimento de mutantes resistentes a fungicidas em populacdes de C.

truncatum (CALZADA et al., 2015; SILVA-JUNIOR, et al., 2014).

O IST foi o que demonstrou maior variagao no valor de Clso, embora tenha sido
utilizado apenas um representante do grupo. Resultados obtidos em outro estudo
realizado com isolados de Colletotrichum spp., provenientes de Sdo Paulo (Brasil) e
Floérida (Estados Unidos), também observaram que que a exposicao do fungo ao
benomil (grupo quimico benzimidazol), inibiu total e parcialmente isolados dependendo
da espécie de Colletotrichum, porém, dentre as populagdes foram encontrados isolados

altamente resistentes (PERES et al., 2004).

Os isolados testados, com origem de duas regides do Brasil apresentam
sensibilidade distinta aos fungicidas. Esse comportamento também foi encontrado em
isolados de C. truncatum provenientes de diferentes regides de Trindade e Tobago,
indicando que o uso repetido de fungicidas com os ingredientes ativos do grupo
benzimidazol, pode explicar a sensibilidade reduzida nas populacdes do patdgeno
(RAMDIAL; HOSEIN; RAMPERSAD, 2016). Outro fator que contribui para esse
cenario sdo as praticas de cultivo, que alteram a sensibilidade dos isolados aos
fungicidas, visto que ndo existe um unico fungicida que seja eficaz contra todas as
doencgas da cultura, portanto, ¢ necessario combinar diferentes substdncias quimicas

para otimizar o controle (RAMDIAL; ABREU; RAMPERSAD, 2017).

O benzovindiflupir, uma carboxamida (ISDH), apresentou a maior capacidade
inibitoria do fungo. Por outro lado, os isolados apresentaram baixa sensibilidade a
fluxapiraxada (ISHII et al., 2016). Esse fungicida tm sido usado no controle de
Phakopsora pachyrhizi Sydow & Sydow e de Rhizoctonia solani Kuhn (UPALA;
ZHOU, 2018).
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Um estudo conduzido no norte do Brasil verificou que a utilizagdo de
clorotalonil (um multissitio) utilizado isoladamente apresentou maior incidéncia da
doenca em plantas do que tratamentos com as misturas comerciais de trifloxistrobina +
tebuconazol + carbendazim, trifloxistrobina + protioconazol, trifloxistrobina +
ciproconazol, picoxistrobina + tebuconazol + carbendazim, piraclostrobina +
epoxiconazol, azoxistrobina + ciproconazol, trifloxisrobina + tebuconazol e
picoxistrobina + ciproconazol (DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016), diferindo dos

dados obtidos no presente trabalho.

Ha diferenga na sensibilidade de isolados do fungo em relagdo ao mesmo
ingredinete ativo, uma vez que foram observadas populagdes do fungo com reducdo da
sensibilidade para o grupo IDM, principalmente em relacdo ao ingrediente ativo
tebuconazol (WONG; MIDLAND, 2007). Porém, foi verificado em outro estudo com
isolados de C. truncatum aos fungicidas, submetidos ao teste de inibi¢cao do crescimento
micelial, a sensibilidade ao epoxiconazol e ao difenoconazol, mas ndo para tebuconazol,
confirmando o risco de desenvolvimento da resisténcia, avaliado para o grupo quimico
triazol, com 112 isolados de C. truncatum obtidos de pimenta provenientes de 13
regides da China (ZHANG et al., 2017).

A Clso para isolados de C. acutatum Simmonds, patogénico ao morangueiro,
para a azoxistrobina, variou para dois locais, Maravatio (de 0,04 a 0,36 pg mL/L) e
Zamora (0,07 a 0,99 ug/mL), maior para Zamora, porém apresentando sensibilidade nos
dois locais (ALTAMIRANO et al., 2017). Para isolados de C. gloeosporioides oriundos
do Japao, foi demonstrada a sensibilidade a azoxistrobina (YOKOSAWA et al., 2017).

O desenvolvimento da resisténcia multipla foi comprovadaa azoxistrobina e ao
tiabendazol em populacdes de C. truncatum (CALZADA et al., 2015). A resisténcia de
Colletotrichum spp. também foi verificada para a azoxistrobina e ao tiofanato-metilico,
e ao analisar a populagdo de diferentes regides, isolados com mesma origem
apresentavam comportamentos iguais, sugerindo que a resisténcia de campo deriva de

um antepassado comum, através de selecdo de individuos resistentes (HU et al., 2015).

Bruna dos Santos da Silva 36



O uso de fungicida no manejo de doengas da soja no Brasil apresentou aumentos
nas Ultimas safras. Dados apontam que ocorreu variagdo no nimero de aplicagdes de
fungicidas da safra 15/16 para 16/17, aumentando em média nas regides Centro/Cerrado
(17,1%) e Sul (6,8%). A utilizacdo de misturas comerciais aumentou no pais em 3,5%, e
nas regioes do Centro/Cerrado em 6,6% ¢ Sul/Sudeste em 7,8%. Ocorreu aumento na
utilizagcdo dos fungicidas, de 17% em 15/16 para 23% em 16/17 nas aplicagdes em
estadio vegetativo e de 25% para 27% no reprodutivo. Destacando o Mato Grosso que
apresentou aumento médio de 6% na utilizacdo de fungicidas ISDH (fluxapiroxada) e
aumento no nimero médio de aplicacao de 1,48 na safra 14/15 para 1,83 na safra 16/17

(SPARK, 2017).

A utilizagdo de fungicidas protetores (multissitio) no Brasil cresceu de 6% na
safra 14/15 para 14% em 16/17. A antracnose no Brasil teve incidéncia maior na safra
16/17 (17,5%) que na anterior 15/16 (12,4%), variando nas regides Sul (5% em 15/16
para 3% em 16/17) e Centro (12,8% em 15/16 para 21,6% em 16/17) (SPARK, 2017),

indicando que a doenga necessita de um manejo mais eficiente para seu controle.

3.6 Conclusoes

A mistura comercial azoxistrobina + benzovindiflupir apresenta maior
fungitoxicidade, com menor Clso para os dois isolados (0,0008) do fungo de C.
truncatum. O isolado CT6 apresenta maior Clso para o IST (38,61), enquanto a menor
foi para o multissitio (19,08). Ja para o isolado CT21 o maior valor ¢ observado para o
para os IQe (32,65) e o menor para IST (0,0013). Ocorre variabilidade da Clso para os
dois isolados, indicando que a reducdo da sensibilidade ¢ alterada em fun¢do das

diferengas no controle quimico entre regides.
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4 CAPITULO 1l

Sensibilidade in vitro de isolados de Colletotrichum truncatum da soja a

fungicidas com distintos mecanismos de agao.

4.1 Resumo

A antracnose causada pelo causada pelo fungo Colletotrichum truncatum afeta negativamente a
produgdo da soja, sendo considerado fator limitante de producdo. O controle quimico ¢ a
estratégia mais utilizada, porém a eficiéncia dos fungicidas ¢ alterada conforme a reducdo da
sensibilidade do fungo, medida pela Clso. A variag@o na sensibilidade do fungo ocorre de acordo
com a origem do isolado ¢ ingredientes ativos ¢ mecanismos de agdo usados. O objetivo da
pesquisa foi avaliar a sensibilidade de isolados de C. truncatum provenientes de diferentes
regides produtoras de soja no Brasil, aos fungicidas de distintos mecanismos de acdo isolados
ou em mistura. Para o experimento de determinacdo da sensibilidade de isolados do fungo in
vitro, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado, delineamento de tratamentos
do tipo bifatorial, com 28 isolados e seis fungicidas. As unidades experimentais foram placas de
Petri (79,4 mm de didmetro) com quatro repetigdes. A mistura de ingredientes ativos
azoxistrobina + benzovindiflupir (0,051 mg/L) foi a que apresentou menor Clso, enquanto o
mancozebe apresentou a maior (90,41 mg/L). A piraclostrobina (75,59 mg/L) e o ciproconazol
(77,09 mg/L) apresentaram Clso mais elevadas do que as misturas. BA (17,09 mg/L) e MT
(39,22 mg/L) apresentaram as menores Clso ¢ RS (68,97 mg/L) e isolados sem identificacdo
(54,31 mg/L) apresentaram as mais altas. TO e PR apresentaram Clso iguais (44,0 mg/L). A
sensibilidade do fungo variou de acordo com a origem e mecanismos de agdo do fungicida.
Dessa forma, o controle do fungo podera alterar-se de acordo com o ambiente e com o fungicida
utilizado. Além disso, a variabilidade na populacdo do fungo ocorreu de forma progressiva e
temporal.

Palavras-chave: 1. Antracnose. 2. Glycine max. 3. Ingredientes ativos. 4. Mecanismos de agao.
4.2  Introducao

A antracnose da soja [(Glycine max (L.) Merr.] causada pelo fungo imperfeito
Colletotrichum truncatum Andrus & Moore ¢ relatada nas principais regides produtoras
da cultura no mundo, com distribuicdo ampla em praticamente todos os continentes, e
incluindo paises como Estados Unidos, China e ndia (ISHII et al., 2016; FERNANDES

et al, 2015). No Brasil, ¢ encontrada em todas as areas produtoras de soja,



principalmente no Centro-Oeste, regido em que surtos da doenca sdo crescentes a cada

safra (PESQUEIRA; BACCHI; GAVASSONI, 2016).

Como a maior parte da area ¢ cultivada em monocultura e plantio direto, as
doencas causadas por necrotro6ficos, como a antracnose, ocorrem em praticamente na
totalidade das arecas em com maior intensidade. Essas condi¢des oferem condigoes
Otimas a sobrevivéncia do fungo nos restos culturais que permanecem na superficie do
solo. Além disso, o fungo sobrevive e ¢ transmitido via semente. Outro aspecto peculiar
da doenca ¢ causar infec¢ao latente, que ocorre quando a plantula ¢ infectada na fase
vegetativa, e os sintomas aparecendo somente em estadios finais, de enchimento de
graos. O fungo pode causar sintomas que vao desde tombamento de plantulas e necrose
de cotilédones, até reducao da area fotossintética, causando necrose em hastes, peciolos
e vagens, além de abertura das vagens (ALMEIDA et al., 2005, p. 650; COSTA et al.,
2009; ROGERIO et al., 2016).

O controle da doenca pode ser feito com agdes preventivas, como producao de
sementes em lavouras com rotagdo de culturas, tratamento de sementes com fungicidas
e doses eficientes, resisténcia genética, além da aplicacdo de fungicida na parte aérea
(HENNING et al., 2009; REIS; REIS; CARMONA, 2010, p. 146). Para as duas
primeiras estratégias, o controle ndo demonstra o sucesso desejado, visto que o
patogeno sobrevive em restos culturais, podendo infectar as plantas em qualquer estadio

fenolégico (KATOCH; PRABHAKAR; SHARMA, 2016; ROGERIO et al., 2016).

Desse modo, como ndo tem sido praticada a rotacdo de cultura o controle
quimico através da aplicag¢ao de fungicidas na parte aérea € a estratégia de controle mais
usada. Porém, ha relatos de que a eficiéncia dos fungicidas vem diminuindo a cada
safra, apresentando menor controle da doenca, demonstrando que o fungo pode estar
apresentando reducdo da sensibilidade aos diferentes grupos de fungicidas (BESTOR;
ROBERTSON; MUELLER, 2011; DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016).

Os fungicidas aplicados na cultura da soja visam principalmente ao controle da

ferrugem e das doencas de final de ciclo (DFCs). Tém sido utilizados fungicidas com
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quatro mecanismos de acdo: triazol ou inibidor da sintese de membranas ou (IDM), a
estrobilurina ou inibidor da respiracdo no complexo II (IQe), a carboxamida, inibidora
da succinato desidrogenase no complexo III (ISDH) e o benzimidazol ou inibidores da

sintese da tubulina (IST) (FRAC, 2017; REIS; REIS; CARMONA, 2010, p. 58-70).

Formulou-se a hipdtese de que devido ao uso generalizado de fungicidas sitio-
especificos em uma grade area com diversas aplicagdoes/area a falha de controle
reclamada pelos produtores pode ser devida a reducao da sensibilidade do fungo aos

fungicidas.

Entdo, se torna necessario determinar a concentragdo in vitro que iniba 50% o
crescimento micelial (Clso) para isolados do fungo e fungicidas utilizados na cultura.
Através da determinacdo da Clso dos fungicidas ¢ possivel se monitorar a
fungitoxicidade dos produtos ao longo das safras de cultivo. O objetivo do trabalho foi
avaliar a sensibilidade de isolados de C. truncatum provenientes de diferentes regides
produtoras de soja, aos fungicidas de distintos mecanismos de a¢do isolados ou em

mistura.

4.3 Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia/Micologia da
Universidade de Passo Fundo/UPF, em 2016/2017. Os 28 isolados do fungo C.
truncatum (Tabela 1) foram obtidos de folhas, hastes e vagens de soja com sintomas da
antracnose, provenientes de diferentes regides do Brasil. Cada isolado recebeu um
codigo de identificacdo para manutencao e armazenamento. Para tal, foi realizado o
isolamento do fungo a partir dos tecidos doentes, sendo desinfestados superficialmente
com solucdo aquosa de hipoclorito de sédio (2%). Porg¢des de tecido foliar (codificados
como MFs) e de hastes e vagens (codificados por CTs), foram mantidos em gerbox
contendo espuma de nylon e duas folhas de papel germi-teste, saturadas com agua
destilada e incubadas em camara de crescimento por trés dias para esporular. Com uma
agulha histologica flambada, acérvulos foram transferidos para placas de Petri contendo

meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) e mantidos por sete dias em camara de
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crescimento, temperatura 28 + 2 °C. Em seguida procedeu-se o isolamento monospérico

segundo Alfenas e Mafia (2007).

Tabela 1 - Identificagdo de isolados de Colletotrichum truncatum provenientes de
diferentes regides produtoras de soja do Brasil. Passo Fundo — 2016
Codigo Municipio Estado  Data de coleta Cultivar
CT3 Tapurah MT 27/01/2016 TMG 132
CT4 Tapurah MT 27/01/2016 Nidera 7901
CT7 Vera MT 28/01/2016 -
CT9 Luis Eduardo Magalhaes BA 02/02/2016 8314 IPRO
CT10 Luis Eduardo Magalhaes BA 02/02/2016 8372
CTI12 Luis Eduardo Magalhaes BA 02/02/2016 9144 RR
CTI13 Formosa GO 18/01/2016 ~ BMG Desafio RR
CT14 Formosa GO 18/01/2016  BMG Desafio RR
CT17 Formosa GO 28/01/2016 AS 7307 RR
CT18 Rio Verde GO - T™MG 132
CT22 - - 29/01/2016 -
CT24 Rosario BA 14/03/2016 8372
CT26 - - 14/03/2016 MS8349
CT28 Paulo Freitas PR 03/03/2016 DOW 5D634
CT31 Passo Fundo RS - PY95R51
CT32 Sao Gabriel RS - NA5909 RR
CT34 Passo Fundo RS 03/2016 BMG Desafio RR
CT35 Ponto Nacional TO 03/2016 BG 4290
CT36 Paraiso TO 03/2016 CD 251
CT37 Miracema TO 03/2016 Monsoy 820
CT38 Miranorte TO 03/2016 Monsoy 8644
CT39 Tangard da Serra MT 03/2016 -
CT 40 Castro PR 29/03/2016 NA5909 RG
CT 41 Castro PR 29/03/2016 PP6400 IPRO
MF1 Tapurah MT 27/01/2016 TMG 132
MEF2 Lucas do Rio Verde GO 29/01/2016 -
MF3 - - - -
MF4 Tangard da Serra MT - -

Fonte: dados ao autor.

Nota: MT (Mato Grosso), GO (Goias), RS (Rio Grande do Sul), PR (Parana), TO (Tocantins) e BA

(Bahia).
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4.3.1 Patogenicidade de Colletrotrichum truncatum a soja

Com os isolados monospdricos foi realizada a prova de patogenicidade dos 28
isolados (Tabela 1), utilizando a cultivar BMX Poténcia RR (considerada como
suscetivel). As sementes foram submetidas a analise sanitdria através do plaqueamento
em meio Agar solido (BDA ou MEA) (BRASIL, 2009). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado, composto pelos 28 isolados do fungo, com cinco
repetigdes e sendo a unidade experimental um vaso plastico. A inoculagdo foi feita em

plantas e em sementes de soja.

A inoculagdao em plantas foi feita na cultivar BMX Poténcia RR, cultivadas em
vasos plasticos contendo 500 g de solo. Para a semeadura foram feitas cinco orificios e
em cada semeado com trés sementes e, apds a emergéncia, mantida uma plantula por
cova. As plantas foram cultivadas em camara de crescimento com temperatura de 28 + 2

°C e fotoperido de 12 horas.

Para a producdo de conidios de C. truncatum utilizou-se os isolados CT13,
CT17, CT32 e CT36 na concentragio de 6 x 10° esporos/mL. A suspensio foi inoculada
por aspersdo, no estadio fendlogico V4 (quarto no, terceira folha trifoliolada aberta)
(FEHR & CAVINESS, 1977) e adicionada duas gotas do surfactante Tween 20 em 100
mL de 4gua. No tratamento controle (testemunha) foi aspergido somente agua e
surfactante. Apds a inoculacdo, as plantas foram colocadas em bandeijas plasticas
transparentes, uma para cada isolado, ¢ molhadas por aspersao por um minuto, em
intervalos de quatro horas, para fornecer ambiente favoravel a infeccao, durante 24

horas.

Foi realizado o isolamento do fungo, de o6rgdos da planta com sintomas
submetidos a desinfestacdo em solugdo de hipoclorito de sodio (2%) por trés minutos,
dispostos em placas de Petri com meio de cultura BDA e mantidas em camara com luz
continua e temperatura de 25 + 2 °C. Ap6s o desenvolvimento das colonias do fungo e
esporulacdo, novamente procedeu-se o inocula¢do por aspersdo de conidios em plantas

de soja sadias. Decorridos 10 dias, avalisou-se a presenca de sintomas da antracnose.
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A inoculagdo das sementes de soja foi realizada utilizando o restritor hidrico
manitol, adicionado em meio de cultura BDA. Para isso, utilizou-se 24 isolados do
fungo (Tabela 1, exceto para os isolados CT13, CT17, CT32 e CT36), repicados em
meio de cultura BDA acrescido de manitol no potencial hidrico de -1,0 MPa,
correspondente a 73,597 g de manitol/L de agua destilada (REY et al., 2008), com
autoclavagem do meio por 20 minutos a 121 °C, e vertido em placas de petri. O fungo
foi transferido para cinco pontos equidistante na placa que foram vedadas com papel
filme PVC e colocadas em camara com luz continua, temperatura de 25 + 2 °C por sete
dias. Apos esse periodo, 100 g de sementes de soja foram distribuidas sobre as coldnias,
em camada Unica e levemente prensada. As sementes foram incubadas durante 48 horas
em contato com o fungo para a infecg¢ao. Decorrido esse tempo, as sementes de soja

foram retiradas do meio e deixadas sobre papel germi-teste por 48 horas para secagem.

Em seguida, as sementes foram semeadas em vasos plasticos contendo 500 g de
solo, seis sementes por recipiente. As plantulas foram avaliadas aos sete dias apos a
emergéncia, verificando a presenga ou auséncia dos sintomas. ApoOs a avaliacdo foi
realizado o reisolamento do fungo, das partes com sintoma. Para o isolamento realizou-
se a desinfestagdo em solucdo de hipoclorito de sodio (2%), por trés minutos. Os
fragmentos de tecido vegetal foram dispostos em placas de petri com meio de cultura
BDA e mantidos em camara de crescimento com luz continua e temperatura de 25 °C £

2 °C, por sete dias, para o crescimento das coldnias.

4.3.2 Determinacéo da sensibilidade de isolados de Colletotrichum truncatum a
fungicidas in vitro

A sensibilidade de 28 isolados do fungo (Tabela 1) foi determinada para seis
fungicidas (Tabela 2) selecionados a partir do experimento de fungitoxicidade de 26
fungicidas (Capitulo I). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
delineamento de tratamentos bifatorial (isolados e fungicidas), com quatro repeti¢des e

unidade experimental uma placa de Petri.
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Tabela 2 - Fungicidas utilizados para determinar a sensibilidade de 28 isolados do
fungo Colletotrichum truncatum provenientes de diferentes regides
produtoras de soja. Passo Fundo — 2016

Ingrediente ativo Nome. Concentragao Mecanismo de agao
comercial (1)
Protioconazol - 250 IDM
Piraclostrobina Comet 250 1Qe
Ciproconazol Alto 100 100 IDM
Mancozebe Unizeb Gold 750 Multissitio

Piraclostrobina + epoxiconazol
+ fluxapiroxada
Azoxistrobina+ Elatus 300 + 150 1Qe + ISDH
benzovindiflupir

Ativum EC 50+81+50 IQe + IDM + ISDH

Fonte: dados do autor.
Nota: EC (Concentrado emulsionavel), IDM (triazol), IQe (estrobilurina), ISDH (carboxamida).

(1) Em g/L ou kg.

Para a realizacdo do experimento, utilizou-se o meio PDA (potato, dextrose e
agar) acrescentando-se 39 g/ de agua destilada, agitado durante um minuto e
autoclavado a 121 °C por 20 minutos. Nos testes com Qe ndo foi adicionado o 4cido
salicilico droxamico (SHAM) ao meio de cultura, como relatado por Vincelli e Dixon
(2002). Foram utilizadas cinco concentragdes finais de cada fungicida: 0,1; 1; 10; 40 e
100 mg/L mais “0” mg/L (testemunha). Foram preparadas duas suspensdes estoques de
100 mL de 4gua destilada e esterilizada, e adicionando-se os volumes necessarios de
cada fungicida (de acordo com a concentragdo dos ingredientes ativos). A partir da
primeira suspensao estoque foi transferida 1 mL para a segunda suspensdo, em
Erlenmeyer com 99,0 mL de 4gua destilada e esterilizada. Da primeira suspensdo
estoque, obteve-se as concentragdes de 1, 10, 40 e 100 mg/L e da segunda suspensio
estoque a concentracao de 0,1 mg/L. O procedimento foi realizado em camara de fluxo,
sendo que os fungicidas foram adicionados ao meio de cultura quando esse atingiu em

torno de 45 °C, e vertido em placas de petri novas, evitando a presenga de residuos.

No dia seguinte ao preparo dos meios, um disco da cultura pura (isolados

monosporicos do fungo), medindo 5,5 mm de didmetro foi colocado no centro da placa
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de Petri contendo o meio com o fungicida nas diferentes concentragdes. As placas foram
vedadas com papel filme de PVC e incubadas em cdmara de crescimento, com luz
continua e temperatura de 25 + 2 °C. A avaliagdo foi feita com um paquimetro digital,
medindo o diametro das colonias, assim que o crescimento da colonia do fungo da

testemunha atingiu a borda da placa.

Os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando o programa RStudio,
através de regressdo linear e determinada a Clso (concentragdo inibitoria de 50%) dos
fungicidas aos isolados de C. truncatum. A classificacdo dos isolados quanto a
sensibilidade para os fungicidas foi baseada no critério proposto por Edgington e Klew
(1971): insensiveis se a Clso> 50 mg/L; moderadamente sensiveis se a Clso estiver entre
1 e 50 mg/L e altamente sensiveis se a Clso < 1 mg/L. A variagdo (%) entre os valores

de Clso entre isolados foi calculada através da férmula:

V(%) = ((CI50maior/CI50menor) — 1) * 100 (1)

4.4  Resultados

4.4.1 Patogenicidade de Colletrotrichum truncatum a soja

O fungo foi patogénico a soja independente da inoculagdo em plantas ou em
sementes. Foi verificada a presenga de sintomas em plantas (hastes, cotilédones e

folhas) inoculadas para todos os isolados (Tabela 3).

Tabela 3 - Patogenicidade de isolados do fungo Colletotrichum truncatum, plantas
de soja inoculadas por dois métodos de inoculagdo. Passo Fundo — 2017

(Continua)
L g ., . Sintomas
Codigo Municipio Inoculagao
Ausente Presente

CT3 Tapurah B - +
CT4 Tapurah B - +
CT7 Vera B - +
CT9 Luis Eduardo Magalhaes B - +
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Tabela 3 - Patogenicidade de isolados do fungo Colletotrichum truncatum, plantas
de soja inoculadas por dois métodos de inoculagdo. Passo Fundo — 2017

(Conclusao)
CT10 Luis Eduardo Magalhaes B - +
CT12 Luis Eduardo Magalhaes B - +
CT13 Formosa A - +
CT14 Formosa B - +
CT17 Formosa A - +
CT18 Rio Verde B - +
CT22 - B - +
CT24 Rosario B - +
CT26 - B - +
CT28 Paulo Freitas B - +
CT31 Passo Fundo B - +
CT32 Sao Gabriel A - +
CT34 Passo Fundo B - +
CT35 Ponto Nacional B - +
CT36 Paraiso A - +
CT37 Miracema B - +
CT38 Miranorte B - +
CT39 Tangara da Serra B - +
CT40 Castro B - +
CT41 Castro B - +
MF1 Tapurah B - +
MEF2 Lucas do Rio Verde B - +
MF3 - B - +
MF4 Tangara da Serra B - +

Fonte: dados do autor.

Nota: A) método de inoculag@o artificial em plantas de soja. B) método de inoculacdo artificial em
sementes de soja.

4.4.2 Determinacao in vitro da sensibilidade de isolados de Colletotrichum
truncatum a fungicidas

Para os isolados de C. truncatum do estado da Bahia, a Clsp média entre os
fungicidas variou de 0,12 a 39,76 mg/L (Tabela 4). A maior foi para a piraclostrobina
(39,76 mg/L) e a menor para azoxistrobina + benzovindiflupir (0,12 mg/L, classificado

como altamente toxico). Para os demais fungicidas a Clso média foi de 4,04 mg/L para
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protioconazol, de 9,30 mg/L para mancozebe, de 11,81 mg/L para piraclostrobina +
epoxiconazol + fluxapiroxada e de 30,69 mg/L para o ciproconazol, todos na faixa de
concentragdo de moderamente toxicos, segundo Edgington e Klew (1971). A Clso média
entre os isolados foram de 6,53 a 34,72 mg/L, sendo que a menor foi do isolado CT10
(6,53 mg/L) e a maior de CT12 (34,72 mg/L) e para os demais isolados variaram de
7,45 mg/L para CT24 e 17,17 mg/L para CT9. A mistura de fungicidas azoxistrobina +
benzovindiflupir apresentou as menores Clso para todos os isolados € os maiores valores
foram de piraclostrobina, exceto para o isolado CT9, que apresentou Clso mais elevada

para ciproconazol.

Para os isolados do estado de Goids, a Clso média entre os fungicidas foi de
0,013 a 89,07 mg/L (Tabela 4). A maior Clso foi para piraclostrobina (89,07 mg/L, ndo
toxico (NT)) e a menor para azoxistrobina + benzovindiflupir (0,013 mg/L, altamente
toxico (AT)). Para os demais fungicidas a Clso média foi de 5,46 para protioconazol, de
22,11 mg/L para mancozebe, de 27,38 mg/L para piraclostrobina + epoxiconazol +
fluxapiroxada e 37,02 mg/L para o ciproconazol, classificados como moderadamente
toxicos (MT). Entre os isolados, a menor Clso média foi do CT14 (26,21 mg/L) e a
maior para o CT18 (44,45 mg/L), enquanto que para os outros isolados foram 31,74
mg/L para CT13, 37,33 mg/L para MF2 e 39,34 mg/L para CT17. O fungicida
azoxistrobina + benzovindiflupir apresentou as menorese Clso para todos os isolados,
enquanto as maiores foram para os isolados CT13, CT14 e MF2 para piraclostrobina,
exceto para o isolado CT18, que apresentou a maior CI50 para ciproconazol e CT17

apresentou Clso superior para ambos (piraclostrobina e ciproconazol).

Os isolados do Mato Grosso, em relagdo aos fungicidas, apresentaram menor
Clso média para azoxistrobina + benzovindiflupir (0,011 mg/L, AT) e a maior para
ciproconazol (47,31 mg/L, NT). A sequéncia de Clso médias, em ordem crescente, para
os demais fungicidas foi protioconazol (3,28 mg/L), mancozebe (20,48 mg/L),
piraclostrobina + epoxiconazol + fluxapiroxada (22,34 mg/L) e piraclostrobina (41,91
mg/L), todos com classificagdo de moderamente toéxico. Entre os isolados, a menor Clso
média foi de CT3 (15,71 mg/L) e a maior de CT4 (28,62 mg/L). Para os outros isolados
foram 15,76 mg/L para MF4, 22,92 mg/L para CT7, 24,72 mg/L para MF1 e 27,61
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mg/L para CT39. Os isolados CT3, CT4 e MF4 apresentaram as maiores Clso para a
piraclostrobina, enquanto que para os isolados CT39 e MF1 as maiores foram para o
ciproconazol. Apenas o isolado CT7 apresentou maior Clso para o mancozebe. A
mistura azoxistrobina + benzovindiflupir apresentou as menores Clso para todos os

isolados.

Entre os isolados do estado do Parana, as Clso médias para os fungicidas
variaram de 0,0027 a 80,51 mg/L (Tabela 4). A maior Clso foi para a piraclostrobina
(80,51 mg/L) e a menor para a azoxistrobina + benzovindiflupir (0,0027 mg/L). Para os
demais fungicidas a Clso média foi de 9,24 mg/L para protioconazol, 16,64 mg/L para a
piraclostrobina + epoxiconazol + fluxapiroxada (ambos classificados como
moderadamente toxico) de 52,07 mg/L para ciproconazol (NT) e 55,78 mg/L para
mancozebe (NT). A Clso média entre os isolados foram de 28,79 a 40,48 mg/L, sendo
que a menor foi do isolado CT40, a maior foi de CT41 e para o isolado CT28 o valor foi
37,85 mg/L. O fungicida azoxistrobina + benzovindiflupir apresentou as menores Clso
para todos os isolados, enquanto as maiores variaram entre mancozebe (CT28),

piraclostrobina (CT40) e ciproconazol (CT41).

Para os isolados do Rio Grande do Sul, as Clso médias entre os fungicidas foram
de 0,20 mg/L (azoxistrobina + benzovindiflupir), com classifica na faixa de altamente
toxico a 96,48 mg/L. (mancozebe), classificado como ndo toxico. A Clso média entre os
demais fungicidas foi de 3,99 para o protioconazol, de 25,14 mg/LL para a
piraclostrobina, de 26,92 mg/L para a piraclostrobina + epoxiconazol + fluxapiroxada e
77,52 mg/L para o ciproconazol. Entre os isolados, a menor Clso média foi para o CT32
com 28,29 mg/L, seguido do CT34 com 38,93 mg/L e a maior para o CT31 com 48,18
mg/L. A menor Clso foi do fungicida azoxistrobina + benzovindiflupir entre todos os
isolados. As maiores Clso variaram entre mancozebe para o CT32, ciproconazol para o

CT34 e para o CT28 mancozebe e ciproconazol (todos com >100 mg/L).

Os isolados de Tocantins apresentaram Clso média para os fungicidas entre
0,0045 (AT) a 75,04 mg/L (NT) (Tabela 4). A maior Clso foi para o ciproconazol (75,04

mg/L) e a menor para a azoxistrobina + benzovindiflupir (0,0045 mg/L). Os demais
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fungicidas apresentaram Clso média de 16,55 mg/L para o protioconazol, de 18,03 mg/L
para a piraclostrobina + epoxiconazol + fluxapiroxada, de 37,88 mg/L para o
mancozebe e 59,00 mg/L para a piraclostrobina. Com relag¢do aos isolados, a menor Clso
média foi obtido para o CT36, com 21,56 mg/L e a maior para o CT37, com 42,67
mg/L. Entre os demais isolados as Clso foram de 31,99 mg/L para o CT35 e de 41,44
mg/L para o CT38. Os isolados CT35 e CT37 apresentaram as maiores Clso apenas para
o fungicida ciproconazol, enquanto CT36 obteve a maior Clso para a piraclostrobina. Ja
o isolado CT38 apresentou Clso mais elevada para dois fungicidas, o mancozebe ¢ o
ciproconazol (>100 mg/L). As menores Clso foram do fungicida azoxistrobina +

benzovindiflupir entre os quatro isolados.

Entre os isolados sem identificacao, as Clso médias para os fungicidas variaram
de 0,0065 mg/L (azoxistrobina + benzovindiflupir) a 99,94 mg/L (piraclostrobina). Para
os demais fungicidas, as médias variaram de 4,46 mg/L para o protioconazol, 25,12
mg/L para a piraclostrobina + epoxiconazol + fluxapiroxada, 47,95 mg/L para
mancozebe e 97,20 mg/L para o ciproconazol. A Clso média entre os isolados foram de
39,78 mg/L para CT26, 42,71 mg/L para CT22 (CT26 e CT22 como moderamente
sensivel) e 54,84 mg/L para MF3 (baixa sensibilidade). O fungicida azoxistrobina +
benzovindiflupir apresentou as Clso para todos os isolados. Apenas o isolado CT22
obteve a maior Clso somente para um fungicida (piraclostrobina), enquanto CT26
obteve valor superior para dois fungicidas, ciproconazol e piraclostrobina (>100 mg/L)
e MF3 para mancozebe, piraclostrobina e ciproconazol (>100 mg/L), todos a faixa de

concentracao indicando baixa sensibilidade.

Em relagdo a média geral da Clso dos fungicidas para todas as regides, a menor
foi de azoxistrobina + benzovindiflupir (0,051 mg/L) enquanto que a maior foi
observada para piraclostrobina (62,19 mg/L) (Tabela 4). Os demais fungicidas
apresentaram Clso médias de 6,72 mg/L para o protioconazol, 21,18 mg/L para a
piraclostrobina + epoxiconazol + fluxapiroxada, de 41,42 mg/L para mancozebe e 59,55
mg/L para o ciproconazol. As médias gerais por regides obtiveram a menor para BA
com 15,95 mg/L, seguido de MT (22,56 mg/L), GO (30,17 mg/L), TO (34,41 mg/L),
PR (35,71 mg/L), RS (38,47 mg/L) e isolados sem identificagdo (45,78 mg/L).
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Tabela4 - Concentragao inibitdria de 50% do crescimento micelial (1) de 28 isolados

de Colletotrichum truncatum a seis fungicidas. Passo Fundo — 2017

Piraclo +
) Azox+ . . . . Média
Estado Isol Manc Protio Piraclo  epoxi+  Cipro Média
Benz Geral
fluxa
CT9 5,15 3,79 0,39 26,35 4,61 62,71 17,17
BA CT10 7,62 4,72 0,0020 12,42 0,073 2,03 6,53 15.95
CTI12 13,29 397 0,085 >100 33,07 57,93 34,72 ’
CT24 11,16 3,68 0,0029 20,26 9,49 0,11 7,45
Média 9,30 4,04 0,12 39,76 11,81 30,69 - -
CTI13 23,98 8,88 0,0028 >100 57,53 0,068 31,74
CT14 2,67 528 0,010 69,60 23,83 55,90 26,21
GO CT17 393 5,77 0,0010 >100 26,38 >100 39,34 30,17
CTI18 76,36 4,58 0,0049 75,76 9,97 >100 44,45
MF2 3,63 2,80 0,049 >100 19,21 96,93 37,33
Média 22,11 546 0,013 89,07 27,38 37,02 - -
CT3 9,02 5,04 0,0028 47,62 8,73 23,88 15,71
CT4 348 1,66  0,0029 89,47 10,32 66,79 28,62
MT CcT7 >100 3,28 0,0018 0,15 34,07 0,04 2292 2256
CT39 2,60 0,19 0,0039 0,021 62,83 >100 27,61 ’
MF1 6,45 2,32 0,0054 42,54 10,93 86,07 24,72
MF4 1,35 7,23 0,051 71,65 7,16 7,10 15,76
Média 20,48 328 0,011 4191 22,34 4731 - -
CT28 >100 544 0,0031 70,09 2,54 49,04 37,85
PR  CT40 499 13,11 0,0014 >100 32,00 22,69 28,79 35,71
CT41 62,37 9,18 0,0036 7145 15,39 84,48 40,48
Média 55,78 9,24 0,0027 80,51 16,64 52,07 - -
CT31 >100 0,059 0,0088 17,86 71,14 >100 48,18
RS CT32 >100 7,58 0,0014 22,64 6,39 33,16 2829 3847
CT34 90,53 433 0,59 34,91 3,22 >100 38,93
Média 96,84 3,99 0,20 25,14 26,92 77,72 - -
CT35 11,01 444 0,0082 48,98 27,52 >100 31,99
TO CT36 9,22 14,54 0,0041 95,16 10,29 0,17 21,56 34.41
CT37 31,29 29,14 0,0035 79,38 16,24 >100 42,67 ’
CT38 >100 18,09 0,0024 12,49 18,08 >100 41,44
Média 37,88 16,55 0,0045 59,00 18,03 75,04 - -
CT22 43,777 4,71 0,0043 99,81 16,36 91,61 42,71
- CT26 0,106 5,02 0,014 >100 33,58 >100 39,78 45,78
MF3 >100 3,66 0,0013 >100 25,41 >100 54,84
Média 4795 4,46 0,0065 99,94 25,12 97,20 - -
Média Geral 41,42 6,72 0,051 62,19 21,18 59,55 - -

Fonte: dados do autor.

Nota: Isol (Isolado), BA (Bahia), GO (Goiéas), MT (Mato Grosso), PR (Parand), RS (Rio Grande do
Sul), TO (Tocantins), Manc (Mancozebe), Protio (Protioconazol), Azoxi + benz (Azoxistrobina +
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benzovindiflupir), Piraclo (Piraclostrobina), Piraclo + epoxi + fluxa (Piraclostrobina + epoxiconazol +
fluxapiroxada) e Cipro (Ciproconazol). * Isolado sem local identificado. >100 (dose estimada acima da
dose mais alta).

(1) Em mg/L.

A variagdo média da Clso dos fungicidas considerando todas as regides foi maior
para ciproconazol (104776%) e o menor para o protioconazol (2490%) (Tabela 5). Em
ordem crescente, as variagcdes foram menores para a piraclostrobina + epoxiconazol +
fluxapiroxada (7143%), azoxistrobina + benzovindiflupir (10050%), mancozebe
(22078%) e maioro para a piraclostrobina (61170%). A menor variagdo média para Clso
por regido considerando todos os fungicidas foi do PR (1086%), seguido de RS
(9610%), isolados sem identificagdo (16170%), TO (18841%), BA (20437%) e MT com
a maior variagdo (139676%). Os valores de variacdo entre os isolados por estado
partiram de 28 (isolados da BA para protioconazol) a 425948% (isolados do MT para
piraclostrobina). Entre os fungicidas, mancozebe apresentou a menor variagdo de CI50
para BA e a maior para os isolados sem identifica¢do (423 e 95758%, respectivamente),
para protioconazol a menor variagcdo ocorreu no estado da BA e a maior no RS
(12747%). Para azoxistrobina + benzovindiflupir, o menor valor observado foi para PR
(157%) e maior variacdo no RS, com 42043%. Para piraclostrobina a menor ¢ maior
variagdo nos valores ocorreram em PR (57%) e MT (425948%), enquanto que para
piraclostrobina + epoxiconazol + fluxapiroxada ocorreu para os isolados sem
identificacdo (105%) e para BA (5201%). Para o fungicida ciproconazol os valores
variaram entre 87 e 356300%, para os isolados sem identificagdo e MT,

respectivamente.

Os valores de “p” e erro foram calculados para todos os isolados, sendo
determinados para todas as Clso em relacdo aos seis fungicidas (Tabelas 6 e 7). O
fungicida mais potente foi a azoxistrobina + benzovindiflupir, com a menor Clsp média
geral com 0,051 mg/L. O fungicida menos potente foi a piraclostrobina, com Clso média
geral de 62,19 mg/L. Com relagdo ao comportamento dos isolados, o que apresentou a
maior sensibilidade foi CT10, com Clsp média (para todos os fungicidas) de 6,53 mg/L e

o menos sensivel foi MF3, com 54,84 mg/L. A Clsopara o isolado CT39 foi >100 mg/L,

Bruna dos Santos da Silva 51



enquanto para o CT7 foi de 0,04 mg/L para ciproconazol, ambos do MT (Apéndice II).
Os isolados de TO apresentaram valores >100 mg/L para o ciproconazol, com exce¢ao
do CT36 com Clso inferior de 0,17 mg/L. Assim como entre os isolados do RS, a Clsg
de CT32 foi de 33,16 mg/L (moderadamente sensiveis), enquanto que para CT31 e
CT34 foram >100 mg/L (baixa sensibiidade). Dessa forma, pode-se observar
comportamentos distintos da sensibilidade de individuos da mesma populacao, oriundos

da mesma regiao.

Tabela 5 - Amplitude da variagdo (1) por estado brasileiro da concentragdo inibitoria
de 50% (Clso) do crescimento micelial de Colletotrichum truncatum a seis
fungicidas. Passo Fundo — 2017

. Piraclo+
Estado Manc Protio Rl o Piraclo epoxi + Cipro Média
benzo
fluxa
BA 158 28 19400 927 5201 56909 20437
GO 2760 271 4800 443 477 210326 36504
MT 48594 3705 2733 425948 778 356300 139676
PR 4731 141 157 57 1160 272 1086
RS 423 12747 42043 95 2109 243 9610
TO 2123 556 242 662 167 109294 18841
- 95758 37 977 55 105 87 16170
Média 22078 2490 10050 61170 7143 104776 -

Fonte: dados do autor.

Nota: BA (Bahia), GO (Goids), MT (Mato Grosso), PR (Parana), RS (Rio Grande do Sul), TO
(Tocantins), Manc (Mancozebe), Protio (Protioconazol), Azoxis + benzo (Azoxistrobina +
benzovindiflupir), Piraclo (Piraclostrobina), Piraclo + epoxi + fluxa (Piraclostrobina + epoxiconazol +
fluxapiroxada) e Cipro (Ciproconazol).

(1) Em %.
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Tabela 6 - Valor de probabilidade e do erro da concentracao inibitéria de 50% do
crescimento micelial (Clso) de Colletotrichum truncatum aos fungicidas
mancozebe, protioconazol e azoxistrobina + benzovindiflupir. Passo

Fundo — 2017

Estado Isolado Mancozebe Protioconazol Azox + benz
erro p erro p erro
CT10 NA NA 0,0000 1,04 0,0876 0,00
BA CT12 0,8599 75,03 0,0000 0,87 0,2623 0,10
CT24 0,8119 46,70 0,0001 0,87 0,3018 0,00
CT9 0,9373 65,19 0,0524 1,92 0,1276 0,39
CT13 0,9486 370,86  0,0000 1,45 0,1760 0,00
CT14 NA NA 0,0000 0,88 NA NA
GO CT17 NA NA 0,0000 0,84 0,2429 0,00
CT18 0,0000 10,37 0,0000 0,67 0,0877 0,00
MF2 0,6560 8,13 0,0744 1,55 0,5684 0,11
CT3 NA NA 0,0011 1,49 0,1944 0,00
CT39 0,9748 82,16 0,6161 0,39 0,4896 0,00
MT CT4 NA NA 0,0749 0,92 0,2377 0,00
CT7 0,8604 3727,39 0,0110 1,27 0,0956 0,00
MF1 0,5405 10,50 0,0330 1,07 0,2710 0,00
MF4 0,9901 108,28 0,0000 1,43 0,6102 0,14
CT28 0,0398 114,27  0,0000 1,01 0,1553 0,00
PR CT40 0,5571 8,44 0,0000 2,32 0,1661 0,00
CT41 0,0000 6,14 0,0006 2,52 0,2011 0,00
CT31 0,2135 201,66  0,0921 0,03 0,3757 0,01
RS CT32 0,2824 435,75 0,0000 1,36 0,2702 0,00
CT34 0,0000 9,57 0,0000 0,81 0,8599 5,99
CT35 0,9380 141,15 0,0000 0,95 0,3431 0,01
TO CT36 NA NA 0,0000 1,16 0,4012 0,00
CT37 0,0000 6,03 0,0000 3,64 0,1730 0,00
CT38 0,0371 96,39 0,0000 1,92 0,2222 0,00
CT22 0,0000 7,29 0,0000 0,84 0,2242 0,00
- CT26 0,7436 0,32 0,0000 0,70 0,4647 0,02
MF3 0,0000 8,07 0,0000 0,71 0,1988 0,00

Fonte: dados do autor.

Nota: BA (Bahia), GO (Goias), MT (Mato Grosso), PR (Parand), RS (Rio Grande do Sul), TO
(Tocantins), Azox + benz (Azoxistrobina + benzovindiflupir), NA (valores nao ajustados). A faixa
aceitavel para p ¢ até 0,05.
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Tabela 7 -

Valor de probabilidade e do erro da concentrag@o inibitoria de 50% do
crescimento micelial (Clso) de Colletotrichum truncatum aos fungicidas

piraclostrobina,

ciproconazol. Passo Fundo — 2017

piraclostrobina + epoxiconazol + fluxapiroxada e

: . Piraclo+ :
Estado Isolado Piraclostrobina epoxi + fluxa Ciproconazol
p erro p erro p erro
CT10 0,2671 11,10 0,1474 0,05 0,8314 9,49
BA CT12 0,0030 41,39 0,0085 12,20  0,8080 237,45
CT24 0,0000 3,69 0,0016 2,88 0,7636 0,38
CT9 0,0000 3,10 0,0003 1,20 0,0060 17,53
CT13 0,0215 46,99 0,0592 30,08 0,6142 0,13
CT14 0,0000 13,87  0,0092 8,94 0,0000 11,87
GO CT17 0,0362 117,69 0,0187 10,99  0,6766 341,37
CT18 0,0000 12,23 0,0000 2,18 0,0002 31,37
MF2 0,0000 13,75 0,1693 13,86  0,0035 32,31
CT3 0,0002 12,10  0,0322 4,02 0,6467 51,94
CT39 0,0034 0,00 0,1089 38,85  0,0026 46,15
MT CT4 0,0000 10,24  0,0014 3,13 0,0008 19,38
CT7 0,5733 0,27 0,0864 19,68  0,5233 0,065
MF1 0,0000 8,17 0,0039 3,70 0,0000 14,15
MF4 0,0000 13,28  0,1451 4,88 0,9570 131,47
CT28 0,0002 17,16  0,5482 4,20 0,0097 18,24
PR CT40 0,0000 16,91  0,0000 3,25 0,8520 120,98
CT41 0,0030 22,92  0,0032 4,97 0,0326 38,44
CT31 0,5419 29,08 0,0179 29,07 0,2332 94,19
RS CT32 0,0048 7,68 0,0010 1,83 0,0014 9,81
CT34 0,0067 12,36 0,5294 5,08 0,0130 41,91
CT35 0,6238 99,40  0,0065 9,81 0,0530 65,64
TO CT36 0,0024 30,13  0,3808 11,67  0,9692 6,03
CT37 0,0031 25,84 0,0144 6,47 0,0481 42,23
CT38 0,0222 5,34 0,0121 7,01 0,0549 68,25
CT22 0,0042 33,32 0,0000 4,51 0,0798 51,25
- CT26 0,0004 40,58  0,0001 3,75 0,0486 50,91
MF3 0,0000 26,94 0,0036 11,01  0,0021 52,86

Fonte: dados do autor.

Nota: Nota: BA (Bahia), GO (Goias), MT (Mato Grosso), PR (Parana), RS (Rio Grande do Sul), TO
(Tocantins), Piraclo + epoxi + fluxa (Piraclostrobina + epoxiconazol + fluxapiroxada), NA (valores ndo
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ajustados). A faixa aceitavel para p ¢ at¢ 0,05.

45 Discussao

4.5.1 Patogenicidade de Colletrotrichum truncatum a soja

Para verificar a patogenicidade de C. truncatum a soja, o fungo foi inoculado em
sementes e em Orgaos aéreos. O fungo foi descrito em pimenta e relatada capacidade de

infeccdo em 180 géneros de 55 familias botanicas (FARR et al., 2007).

Além do Brasil, a ocorréncia da antracnose da soja causada por C. truncatum ¢
de alta prevaléncia na Argentina (RAMOS et al., 2010), e outras paises. Como a soja ¢é
cultivada em extensas areas, investigacdes apontam que o fungo ¢ comumente
encontrado formando comunidades dominadas por poucas espécies de Colletotrichum
spp., localizadas no tecido da haste das plantas em diferentes lugares como Estados
Unidos (Minnesota) e no Brasil (Minas Gerais) (DEAN et al., 2017; FERNANDES et
al., 2015).

Outros trabalhos apontam que C. truncatum atualmente pertence ao grupo de C.
destructivum O'Gara (MENAT et al., 2012), juntamente com C. graminicola (Ces.)
Wilson (LATUNDE-DADA; LUCAS, 2007), C. dematium (Pers.) Grove (DAMM et
al., 2009) e C. acutatum Simmonds (THAN et al., 2008), sendo, portanto, patogénico a
leguminosas (lentilha, amendoim, ervilha, feijdo, etc.) (SOUSA et al., 2017) e
solanaceas (CANNON et al, 2012).

4.5.2 Determinacéo in vitro da sensibilidade de isolados de Colletotrichum
truncatum a fungicidas

A sensibilidade do fungo estd associada a sua regido geografica de origem,
sendo que os isolados de mesma origem podem apresentar comportamento semelhante,
ocorrendo uma alta diversidade genética entre os isolados (SHARMA; PINNAKA;
SHENOQOY, 2014). Em outros estudos, isolados provenientes de oito localidades do
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Japao e uma dos Estados Unidos (isolados obtios durante varios anos), apresentaram
respostas similares para os fungicidas entre os isolados da mesma regido (ISHII et al.,
2016). Essa mesma hipdtese foi levantada em outra investigacdo, em que a origem tem
influéncia sobre as relagdes entre as populagdes do fungo, e dessa forma, a doenga deve
ser manejada diferentemente dependendo das diferentes populagdes. Isolados originados
de 13 regides que representam as principais areas de producdo de pimenta na China,
confirmaram que as populagdes do sul e do norte tém comportamento distinto (DIAO et

al., 2015).

Um agrupamento em relagcao a morfologia e crescimento do fungo foi observado
em isolados de diferentes regides da Malasia, quanto as caracteristicas do micélio,
formando dois grupos, com caracteres diferentes, em relagdo a coloracdo e tipo da
colonia, sendo que a origem dos isolados pertencentes a cada grupo era comum, ou seja,
os isolados da mesma regido tinham caracteristicas morfologicas iguais (MAHMODI;
KADIR; PUTEH, 2014). Para isolados coletados em cinco regides do México foram
determinadas diferengas morfologicas, genéticas e patogénicas dando origem a 20

grupos de acordo com a morfologia e sua localizacdo (CALZADA et al., 2017).

A variagdo genética entre isolados originarios da soja de C. truncatum
provenientes de diferentes estados brasileiros (SANT’ANNA, et al., 2010), ja foi
observada em outros estudos. A partir de 51 isolados de 11 estados do pais,
provenientes de plantas de soja, associados com isolados de Colletotrichum spp.,
oriundos de outras espécies vegetais, foi demonstrado que C. truncatum era o tnico
agente causal da antracnose da soja no Brasil at¢ 2007, com variabilidade genética,
morfoldgica e patogénica relevante, bem como uma ampla distribuicdo geografica.
Além disso, formaram-se subgrupos de acordo com regides especificas em relacdo a
origem do isolado, indicando a existéncia de um mecanismo altamente eficiente de
dispersdo do patdégeno em longas distancias, refor¢ando o papel das sementes como
fonte primaria de indculo da doenga (ROGERIO et al., 2016) e conseqiiente da

homogeneidade na populagdo do fungo.
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A informacao sobre os graus de diversidade genética entre as populagdes de C.
truncatum de diferentes hospedeiros e paises poderia contribuir para elaborar estratégias
efetivas de manejo, considerando entre tantos fatores a resisténcia do hospedeiro
(KATOCH; PRABHAKAR; SHARMA, 2016) e também, o potencial patogénico do
fungo (VELHO et al., 2015). A importancia da antracnose como fator limitante de
producdo da soja ¢ extrema, com funcdo matematica de dano, normalizada para 1000
kg/ha, foi R = 1000 - 18,92 IV, com R? = 0,8485, onde R ¢ o rendimento de grios e IV a
incidéncia em vagens (DIAS; PINHEIRO; CAFE-FILHO, 2016). Destaca-se o controle
quimico como método mais eficaz de controle da antracnose, porém, a limitagdo deve
ser considerada, devido ao maior risco de diminuigdo da sensibilidade do fungo (DEAN

etal., 2012).

A sensibilidade do fungo ¢ distinta dependendo da regido, pois, de acordo com o
ambiente e principalmente da aplicagdo do fungicida, a resposta do fungo varia.
Portanto, ¢ necessario combinar ou alternar fungicidas de mecanismos de agdo
diferentes como estratégias de gestdo para prevenir o desenvolvimento de patdgenos
resistentes a fungicidas, uma vez que ¢ um dos problemas mais significativos de manejo
quimico de doengas. O uso intensivo e repetido de um unico fungicida elimina
individuos sensiveis da populacdo e apenas a parte resistente sobrevivese multiplica e
torna-se dominante (WEDGE et al., 2007). Pesquisas sobre a selecio de mutacdes
especificas ou gendtipos resistentes em populagdes de patdogenos em resposta a
tratamentos com fungicidas, podem ser utilizadas para determinar estratégias mais

eficazes a fim de reduzir ou prevenir a resisténcia.

A determinagdo da resisténcia baseada em evidéncias cientificas solidas ¢ vital
para prolongar a vida efetiva dos fungicidas e manter seu uso futuro na protecdo das
culturas (LUCAS; HAWKINS; FRAAIJE, 2015). O fungicida que apresentou a maior
inibi¢ao do crescimento de isolados estudados foi a associagao entre azoxistrobina com
benzovindiflupir (estrobilurina ou IQe e carboxamida ou ISDH). Outras publicagdes
reportaram resultados indicando que o ingrediente ativo benzovindiflupir apresentou
maior atividade inibitoria do que outros principios ativos do mesmo grupo quimico

(ISHII et al., 2016), dentre eles a fluxapiroxada, que obteve alto valor de Clso, 0 mesmo
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para azoxistrobina, obtendo melhor desempenho no controle do fungo quando

comparado a piraclostrobina (ALTAMIRANO et al., 2017; CHEN; JIN; ZHO, 2009).

A utilizacdo de fungicidas com o mesmo mecanismo de agdo, sem alternar
principios ativos, aumenta a reducdo da sensibilidade do fungo, acarretando a
diminuigdo do controle da doenca. E observada a diferenca de controle dos grupos
quimicos mais utilizados, como triazois (IDM) (ZHANG et al., 2017) e estrobilurinas
(IQe) (YOKOSAWA et al., 2017), destacando o ciproconazol e a piraclostrobina
(SAMUELIAN et al., 2014) com utilizagdo isolada. Contudo, outras investigagdes
apresentam diferengas no controle do fungo entre ingredientes ativos pertencentes ao
mesmo grupo quimico (GREER et al., 2011), como foi citado para o protioconazol
(IDM), apresentando baixo valor de Clso (WEEMS; BRADLEY, 2017; WISE et al.,
2011).

Outros fungicidas pertencentes ao grupo quimico multissitios sdo eficazes no
controle do fungo, dados apontam para até¢ 100% de inibi¢ao micelial do fungo para
mancozebe e clorotalonil (BIJU et al., 2017), sendo que a redugdo da sensibilidade do
fungo para esse grupo quimico demonstra ser mais lenta, pois o mecanismo de
resisténcia envolvido para mancozebe estd ligado a selegdo restritiva associada a

condigdes ambientais (HE et al., 2017).

A dificuldade no controle quimico observada mediante dos valores de Clso para
o centro-sul do pais deve-se a combinagdo de fatores que somados contribuem para
acelerar o processo de reducao da sensibilidade do fungo, pois a variagdo no controle de
isolados estd ligada a variagdo na localizagdo de origem (RAMDIAL; HOSEIN;
RAMPERSAD; 2016; YOKOSAWA et al.,, 2017). Dados do cendario brasileiro em
relacdo ao manejo quimico apontam que ocorreu variagdo no numero de aplicacdes de
fungicidas da safra 15/16 para 16/17, aumentando em média no Brasil 2,9% e nas
regides, Cerrado (+4,7%), Sul (+6,8%) e Centro (+12,4%), com exce¢do da regido
Centro sul (-4,5%). A utilizacdo de misturas comerciais aumentou no pais em 3,5%, e
nas regides do Cerrado em 5,5%, Centro sul em 1,3%, Sul 6,5% e Centro 1,1%. Ocorreu

aumento na utilizacdo dos fungicidas, de 17% em 15/16 para 23% em 16/17 nas
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aplicagdes em estadio vegetativo e de 25% para 27% no reprodutivo. A utilizagdo de
fungicidas protetores (multissitios) no Brasil cresceu de 6% na safra 14/15 para 38% em
16/17. Na safra 15/16, o estado com maior nimero médio de aplicagdes foi a Bahia

(1,95) e o menor foi Minas Gerais (1,13) (SPARK, 2017).

A antracnose no Brasil teve incidéncia maior na safra 16/17 (17,5%) do que na
anterior 15/16 (12,4%), variando nas regides Sul (5% em 15/16 para 3% em 16/17),
Centro (12,8% em 15/16 para 21,6% em 16/17) e Norte (37,5% em 15/16 para 33 em
16/17) (SPARK, 2017), indicando que a doenca necessita de um manejo quimico
eficiente para controle. As populacdes de C. truncatum vém tendo redugdo da
sensibilidade aos fungicidas ao longo dos anos e em curto prazo ndo ¢ relatado
inovacdes em relagdes a incrementos com a utilizagdo de novas moléculas. Em linhas
gerais, ndo se tem perspectivas de alternativas, como novos ingredientes ativos para o
controle quimico, pois pesquisas e inovacdo demanda tempo, e enquanto isso, o fungo

reduz a sensibilidade aos fungicidas pelo processo de adaptagao.

4.6 Conclusoes

Os isolados de C. truncatum da Bahia e do Mato Grosso apresentam as menores
ClIso e a maior para os isolados sem identificagdo e do Rio Grande do Sul. Analisando os
demais valores, percebe-se que quanto mais ao norte e centro do pais a Clso tende a ser
menor do que as determinadas para estados ao sul, indicando variabilidade na
sensibilidade de acordo com a origem do isolado. Os fungicidas com ingredientes
ativos isolados piraclostrobina e ciproconazol apresentam as Clso maiores, do que os

fungicidas utilizados em mistura comercial.

Com relacdo ao comportamento dos isolados, o que apresenta a maior
sensibilidade foi o CT10, com Clsp média (entre todos os fungicidas) de 6,53 mg/L e o
isolado menos sensivel foi MF3, com 54,84 mg/L. O fungicida com maior
fungitoxicidade foi azoxistrobina + benzovindiflupir, com Clso média com 0,051 mg/L e
o fungicida menos potente foi piraclostrobina, com a maior Clsp média geral de 62,19

mg/L. A sensibilidade do fungo varia de acordo com a origem e mecanismo de acao do
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fungicida. Dessa forma, o controle do fungo ira alterar-se em fun¢do do ambiente e do

fungicida utilizado.
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5 CAPITULO 11l

Comparagao de trés métodos de calculo da Clso de fungicidas para isolados de

soja de Colletotrichum truncatum in vitro.

5.1 Resumo

A sensibilidade de um fungo, ou a fungitoxicidade de um fungicida, é medida pela Clso,
(concentragdo inibitoria de 50% do crescimento micelial) sendo determinada a partir do contato
de um fungo com o fungicida. Para calcular a Clsp podem ser usados diferentes métodos e
modelos matematicos, como analise de regressdo linear ou logaritimica, que pode resultar em
diferencas entre os valores obtidos. Portanto, ¢ necessaria a comparagdo da precisdo entre os
diferentes métodos e programas disponiveis para calculo da Clso. O objetivo do presente
trabalho foi comparar a Clso de fungidas para isolados de Colletotrichum truncatum, obtidas por
tr€s métodos de regressdo. Foram utilizados dois isolados do fungo e 26 fungicidas, com
delineamento experimental foi inteiramente casualizado e delineamento de tratamentos do tipo
bifatorial. As unidades experimentais foram placas de Petri (79,4 mm de didmetro) e quatro
repetigoes. Os dados de inibicao do crescimento micelial, foram submetidos a regressao por trés
programas computacionais (Microsoft Excel, RStudio e Infostat) para determinar a Clso. A
determinacao feita pelo programa RStudio apresentou menor variagdo e com valores menores da
Clso do que os calculados com os programas Microsoft Excel e Infostat.

Palavras-chave: 1. Antracnose. 2. Concentra¢do inibitéria. 3. Regressdo matematica. 4.
Sensibilidade.

5.2  Introducéo

A medida da sensibilidade de um fungo & um fungicida pode ser usada na
identificacdo do produto mais eficaz para ser usado no controle de um fungo
fitopatogénico. A sensibilidade de um fungo, ou a fungitoxicidade de um fungicida, ¢
medida pela Clso. A Clso ¢ a concentragdo de ingrediente ativo de um fungicida que
resulta na metade do efeito maximo esperado (controle). Refere-se a concentracao na

qual um fungicida induz uma resposta na metade entre a taxa inicial e a maxima apds

Bruna dos Santos da Silva 61



um tempo especificado de exposicao. E usada normalmente como medida da poténcia

de uma droga (REIS; REIS; CARMONA, 2010, p. 26).

A Clso do crescimento micelial ou da germinagdo de esporos ¢ determinada a
partir do contato de um fungo com o fungicida e serve para verificar ¢ comparar a
poténcia de diferentes fungicidas. Em experimentos in vitro geralmente sdo utilizados
cinco a sete concentragoes (ingrediente ativo) de fungicidas comerciais para determinar
o valor dessa variavel, obtido pela analise de regressao entre as concentragoes da droga
e da inibigao resultante (ECHEVERRIA; GUTIERREZ; CARMONA, 2017; FAN et al.,
2017).

Os principais fungicidas usados no controle de doengas em soja pertencem a
cinco mecanismos de acdo: inibidor da desmetilagdo (IDM) ou triazol, inibidor da
quinona externa (IQe) ou estrobilurina, inibidor da succinato desidrogenase (ISDH) ou
carboxamida, inibidor da sintese da tubulina (IST) ou benzimidazol e interferéncia
generalizada nas fungdes celulares ou multissitios (ndo especificos) (FRAC, 2017;
REIS; REIS; CARMONA, 2010, p. 58-75). Diferentemente da sensibilidade dos fungos
os mecanismos de a¢do de um grupo quimico nao se alteram ao longo do tempo de uso
(BESTOR; ROBERTSON; MUELLER, 2011). No entanto, alguns grupos quimicos
apresentam alto risco quanto desenvolvimmento de populagdes dos fungos resistentes
como as estrobilurinas e carboxamidas, enquanto outros apresentam risco médio, como
triazois ¢ benzimidazol e de baixo risco como os multissitios (PEREIRA; NEVES;

ZAMBOLIM, 2009; RODRIGUES, 2006).

Para calcular a Clsp sdo usados diferentes métodos e modelos matematicos,
como analises de regressio (JIANG; KOPP-SCHNEIDER, 2014; ROBERTI et al.,
2017). As respostas entre inibicdo do patégeno e as concentragdes do produto quimico
sdo indeterminadas, pois as relagdes bioldgicas envolvidas podem ser influenciadas por
inimeros fatores. A interpretacdo da resposta obtida a partir da inibi¢cao ou crescimento
micelial ¢ feita a partir da analise de regressdo, podendo ser linear ou de outra ordem
(CASTILLO et al.,, 2010; ESTEVE-TURRILLAS et al., 2017). A regressdo linear

considera inibi¢des contra concentragdes e calculado os valores de Clso ajustando os
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dados de dose-resposta a uma linha reta e aplicando a férmula de regressao linear (y = a
+ bx), obtendo o ponto de inibi¢cdo de 50% do crescimento micelial ligando a dose do
produto (LYNCH et al., 2017; PRICKAERTS et al., 2017). Em outros estudos, os dados
apontaram que os métodos de calculo podem influenciar na precisdo dos valores obtidos

para a Clso (CHEN; BERTIN; FROLDI, 2013).

A hipotese que se formulou ¢ de que a Clso difere conforme o programa e
métodos computacionais utilizados para calcula-la. Portanto, ¢ necessaria a comparagao
da precisdo e adequagdo dos diferentes métodos e programas utilizados para célculo e

determinagdo das respostas.

O objetivo do presente trabalho foi quantificar a fungitoxicidade de ingredientes
ativos isolados ou em misturas comparando dados da Clso de isolados de Colletotrichum
truncatum, da soja, analisados por trés métodos de regressdo, com programas

computacionais.

5.3  Material e Métodos

Foram selecionadas duas populagdes monospoéricas de C. tuncatum, isolados de
plantas de lavouras de soja na safra de 2015/16, do estado de Mato Grosso (MT) e do
Rio Grande do Sul (RS) (Tabela 1). Testou-se 26 fungicidas com cinco mecanismos de
acdo distintos: estrobilurina (IQe), triazol (IDM), carboxamida (ISDH), benzimidazol
(IST) e multissitios, puros ou em misturas comerciais (Tabela 2). Os dados dos
diametros (mm) das colonias foram submetidos a analise estatistica, pelo método de
regressao linear e logaritimica, determinando o valor da Clso com trés programas
estatisticos: Microsoft Excel (versdo 2013, Microsoft Corporation), RStudio

(RSTUDIO, 2015) e InfoStat (RIENZO et al., 2013).
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Tabela 1 -

Descrigdo dos isolados de Colletotrichum truncatum. Passo Fundo — 2016

Cadigo Municipio Estado Data de coleta Cultivar
CTe6 Clatdia Mato Grosso 29/01/2016 BMG Desafio
RR
CT21 Almirante Tamandaré do  Rio Grande do 31/01/2016 DM54152 TPRO
Sul Sul

Fonte: dados do autor.

Tabela 2 -

Fungicidas utilizados para determinar a fungitoxicidade a dois isolados de
Colletotrichum truncatum provenientes de duas regides distintas do
Brasil. Passo Fundo — 2016

. . . Concentragao Mecanismo de
Ingrediente ativo Nome comercial -
(D) agao
Azoxistrobina Priori 250 1Qe
Piraclostrobina Comet 250 1Qe
Picoxistrobina Oranis 250 1Qe
Trifloxistrobina Flint 500 WG 500 1Qe
Protioconazol - 250 IDM
Ciproconazol Alto 100 100 IDM
Tebuconazol Folicur200 EC 200 IDM
Carbendazim Carbendazim 500 IST
Benzovindiflupir Solatenol 100 ISDH
Fluxapiroxada - 300 ISDH
Oxicloreto de cobre Difere 588 Multissitio
Mancozebe Unizeb Gold 750 Multissitio
Clorotalonil Previnil SC 730,6 Multissitio
Piraclostrobina + fluxapiroxada Orkestra SC 167 +333 IQe + ISDH
Piraclostrobina + epoxiconazol + Ativum EC 50 + 81 450 IQe+ IDM +
fluxapiroxada ISDH
Protioconazol + trifloxistrobina Fox 150 +175 IDM +1Qe
Trifloxistrobina + protioconazol + Fox Xpro 15+17,5 1Qe + IDM +
bixafeno +12,5 ISDH
Azoxistrobina + benzovindiflupir Elatus 300 + 150 1Qe + ISDH
Tebuconazol + picoxistrobina Horos 200 +120 IDM + IQe
Tebucon.azol.+ ma?cozebe + Cronnos 40 + 40 +600 IDM + Multissitio
picoxistrobina +1Qe
Ciproconazol + picoxistrobina Aproach Prima 200 + 80 IDM + 1Qe
Ciproconazol + trifloxistrobina Sphere Max 375 +160 IDM + IQe
Epoxiconazol + piraclostrobina Abacus SC 160+260 IDM + IQe
Epoxiconazol + cresoxim-metilico Guapo 125 +125 IDM + IQe
Ciproconazol + azoxistrobina Priori Xtra 80 + 200 IDM + IQe
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Fonte: dados do autor.

Nota: SC (Suspensdo concentrada), EC (Emulsao concentradal), WG (Granulado dispersivel), 1Qe
(estrobilurina), IDM (triazol), IST (benzimidazol) e ISDH (carboxamida).

(1) Em g/L ou kg/L.

Como meio de cultura foi utilizado uma composi¢do pronta de potato, dextrose e
agar (PDA), 39 g/L de 4gua, agitada por um minuto e autoclavado a 121 °C por 20
minutos. Nao foi adicionado ao substrato o acido salicilico droxamico (SHAM) com
base no relato de Vincelli e Dixon (2002). Para a determinagdo da Clso foram testadas
concentragdes de 0,01; 0,1; 1,0; 10 e 40 mg/L e 0 (testemunha, sem fungicida). A partir
da concentracdo na formulagdo comercial, foram obtidas por duas diluicdes de
suspensoes estoques em agua destilada as concentracdes desejadas. Os valores referem-

se a concentra¢ao final no substrato.

A partir de isolamentos monosporicos (ALFENAS; MAFIA, 2007), colonias do
fungo foram obtidas em placas contendo BDA crescidas a 25 + 2 °C sob luz continua e
incubado durante dez dias. Apos foi recortado com um furador de folhas, de trés mm de
diametro, um disco e colocado no centro da placa, sobre o substrato e incubado
(temperatura de 28 + 2 °C sob luz continua) até que o crescimento do fungo na
testemunha atingisse a borda da placa. As colonias desenvolvidas nos diferentes
tratamentos tiveram o didmetro (mm) medido com um paquimetro digital. As unidades
experimentais foram constituidas por placas de Petri com 79,4 mm de diametro,

distribuidas em tratamentos completamente casualizados com quatro repetigoes.

5.4  Resultados

Em relagdo ao grupo IQe, a azoxistrobina, a Clso dos isolados CT6 e CT21 foi
distinta entre os métodos, enquanto que para a piraclostrobina a Clso foi semelhante
(Tabela 3). Para a picoxistrobina, o isolado CT21 apresentou Clso igual para RStudio
(RSt) e InfoStat (IFt) (>40 mg/L), porém, para CT6, as Clso diferiram entre os trés

métodos (entre <0,01 e 27,59 mg/L). Para a trifloxistrobina, os dois isolados
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apresentaram Clso igual para RSt e IFt (>40 mg/L), mas ndo quando calculado com o

programa Microsoft Excel (MEx), que ndo determinou valor (ns).

Para o grupo IDM, ciproconazol e protioconazol os valores da Clso foram
semelhantes entre os métodos para o isolado CT21, porém para o isolado CT6 houve
semelhanca somente entre o RSt e o IFt (Tabela 4). Para o tebuconazol, o isolado CT21
apresentou Clso semelhante para MEx e RSt (5,6 e 8,84 mg/L, respectivamente), mas
diferente para IFt (19,91 mg/L). J& para o isolado CT6, os métodos RSt (11,41 mg/L) e
IFt (13,59 mg/L) apresentaram Clso semelhante, diferindo de MEx (2,5 mg/L).

Para ISDH, a Clso foi semelhante entre os métodos (Tabela 5), sendo que para o
benzovindiflupir a Clso foi semelhante para os dois isolados tanto para MEx (0,5 mg/L
para os dois isolados) quanto para RSt (CT21 0,02271 e CT6 0,00425 mg/L). Para a
fluxapiroxada a mesma Clsp foi otida para RSt e IFt (>40 mg/L) para ambos os isolados,
diferindo apenas para MEx (ns). Para o carbendazim, do grupo do IST, os valores foram
semelhantes entre os trés métodos para os dois isolados, com Clso de 0,01 mg/L para

CT21 e de 35,00 mg/L para CT6.

Quanto aos fungicidas multissitios, para o clorotalonil houve diferenca da Clso
entre os trés métodos para CT21 e similaridade para CT6 entre MEx e RSt, com 4,3 e
2,58 mg/L, mas diferente para IFt, com 38,98 mg/L. Para o mancozebe, a Clso foi igual
entre todos os métodos para CT21 (>40 mg/L) e para CT6, RSt e IFt foram semelhantes
(de 14,66 a 14,79 mg/L, respectivamente) diferindo de MEx (ns). Para o oxicloreto de
cobre houuve disparidade entre os trés métodos para CT21, com 'ns’ para MEx, 5,51
mg/L para RSt e >40 mg/L para IFt. J4, para CT6, os métodos RSt e IFt apresentaram
Cls0> 40 mg/L, diferindo de MEx (ns).

Em relacdo as misturas comerciais com IQe, para o protioconazol +
trifloxistrobina houve simelhancca da Clso entre MEx e IFt (>40 mg/L) para CT21, mas
nao para RSt (5,22 mg/L) e diferindo entre os trés métodos para CT6 (Tabela 6). Para o
tebuconazol + picoxistrobina, a Clso foi igual entre RSt e IFt para CT21 e entre MEx e

RSt para CT6. O tebuconazol + mancozebe + picoxistrobina, apresentou Clso diferente
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entre os trés métodos para CT21 e iguais para CT6, com >40 mg/L para RSt e IFt.
Ciproconazol + azoxistrobina, apresentou Clso ndo ajustadas para os trés métodos,
sendo que >40 mg/L para IFt, ns para MEx e NA para RSt, para os dois isolados. Para
ciproconazol + picoxistrobina, diferiu para CT21, com 1,64 a >40 mg/L, e CT6 com
Clso igual para RSt e IFt (>40 mg/L). O ciproconazol + trifloxistrobina, apresentou
diferencas entre os trés métodos para os dois isolados. Para o epoxiconazol +
piraclostrobina, a Clso de CT21 foi 7,3 mg/L para MEx e 3,09 para RSt e de 24,55
mg/L para IFt e para CT6 e de 24,22 e 27,84 mg/L para RSt e IFt, respectivamente, ¢
para MEx >40 mg/L. O epoxiconazol + cresoxim-metilico, apresentou valores
semelhantes para CT21 entre dois métodos (MEx e RSt), e diferente para IFt (18,44
mg/L), ja para CT6, a Clso foi igual entre os trés métodos (>40 mg/L).

Para as misturas comerciais com ISDH, piraclostrobina + epoxiconazol +
fluxapiroxada apresentaram Clso semelhante entre MEx (>40 mg/L) e IFt (34,59 mg/L)
para CT21 e igual entre todos os métodos para CT6 (>40 mg/L) (Tabela 7). Para
piraclostrobina + fluxapiroxada, a Clso foi igual para MEx e IFt independente do
isolado. A azoxistrobina + benzovindiflupir, apresentou Clso semelhante para os dois
isolados entre os trés métodos, assim como trifloxistrobina + protioconazol + bixafeno

com exce¢ao de CT21 para o método MEXx.

Tabela 3 - Concentragdo inibitoria de 50% (Clso) (1) do crescimento micelial de dois
isolados de Colletotrichum truncatum estimada por trés métodos de
regressao para fungicidas IQe (estrobilurina). Passo Fundo — 2017

(Continua)
Isolados
CT21 CT6
Fungicidas Meétodos
Microsoft  poidio  InfoStat MU0 pondio InfoStat
Excel Excel
1Qe
_ _ ] _ y=21,11-
y=2.244In(x) PNA I3 o+ p 0,17x
Error = 1,34x 0,9850 N
. . +8,777 _ 9,403 - p=
Azoxistrobina _ NA p = 10,0055 Z Error =
R?=0,947 ) N R2=10,160 0,6574
ICso: ns 1Cso: ~=036 ICso: ns 291,06 © R 0,01
50- . 50- . - Y
19,45 1Cso: >40 ICso: 5,51 ICs: >40
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Tabela 3 - Concentragdo inibitéria de 50% (Clso) (1) do crescimento micelial de dois
isolados de Colletotrichum truncatum estimada por trés métodos de
regressao para fungicidas 1Qe (estrobilurina). Passo Fundo — 2017

(Conclusao)
Isolados
CT21 CTo6
et Microsoft MetOdoli/Iicrosoft
RStudio Infostat RStudio Infostat
Excel Excel
1Qe
y=57,55-
B p= B 0,55x
y= y=70,90- - p= _
4,298In(x) + gﬁgfl 035x 7Y _f’2177 521(;‘(") 01064 P
Piraclostrobina 15,27 p =0,0063 N Error = ”
- 302,95 o R> = 0,344 R>=0,53
R2=10,818 ICay: R2=10,35 ICso: >40 49,12 ICso:
1Csp: >40 31,162 1Cso: >40 1Csp: >40 32,45
y=34,42-
B y=149,28- = 0,37x
0’725‘5’1;()() . p=NA 1,84x  y=1,786In(x)  0,9725 p=
Picoxistrobina 4733 Error = p= + 10,55 Error = 0,3316
R? :’ 0.429 NA 0,08994 R2=0,435 794,23 R2=0,05
IC50"ns 1Csp: >40 R2=0,15 1Cso: ns 1Cso: 1Cso:
’ 1Cso: >40 27,59 <0,01
y= - y=68,61- - - y=73,42-
wdmgs B0 Hin oCABOpoo o
Trifloxistrobina 4,699 6200 P=02507 s 0806 Lloed o 1(”)9 "
R>=0,116 7€ R>=0,07 : He :
ICso"ns 1Cso: >40 1Cso: >’40 I1Cso: ns ICs0:>40 R%2=0,15
’ ’ I1Cso: >40

Fonte: dados do autor.
Nota: IQe (estrobilurina), NA e ns (ndo ajustado, significando que a curva ndo foi totalmente ajustada
para determinar a dose). > 40: concentragdo estimada acima da dose mais alta. <0,01: concentragdo

estimada abaixo da dose mais baixa.

(1) Em mg/L.
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Tabela4 - Concentragdo inibitoria de 50% (Clso) (1) do crescimento micelial de dois
isolados de Colletotrichum truncatum estimada por trés métodos de
regressao para fungicidas IDM (triazol). Passo Fundo — 2017

Isolados
CT21 CT6
Fungicidas Métodos
Mg;gz;) i RStudio InfoStat Microsoft Excel ~ RStudio InfoStat
IDM
_ _ _ y=67,94-
y= p= y=68.,07- _ p=
3,883In(x)+  0,1092 0,51x y=2863In(x)+ 5466 0,39x
. < A 5,812 p =0,0003
Ciproconazol 19,56 Error= p=0,0008 R> = 0.861 Error: R>= 0.52
R?=10,743 97,05 R2=0,48 IC "ns 707,86 ICu: >’40
ICs0: >40  ICsp:>40  ICsp: >40 % ICs: >40 >
y=55,56-
_ p= _ _ 1,09x
y= y=65,23- _ N p= _
55530+ 0038 0,81x y = 8,160In(x) 0,0030 p
. Error = B 41,70 N 0,00001
Protioconazol 29,34 p =0,00001 - Error = _
= 10,6955 ” R2=0,895 R2=0,71
R2=10,861 ICsor R2=10,61 1Cs: 2.8 2,1020 ICsor
. 50- . 50 <, . 50.
1Cso: 41,3 31.4590 ICsp: 31,52 ICso: 6,72 14.55
p= y=56,01-
y= 0000 YOO8 706+ P0000 1.20x
8,973In(x) + Error = 1,36x 4296 Error = p=
Tebuconazol 34,47 0.8608 p =10,00001 R>= b 313 1,3382 0,00001
R2=10,846 iC ] R?=10,81 ICo: ’2 5 1Cso: R?=10,90
ICs0: 5,6 q §°4 ICso: 19,91 05 11,41 ICso:
’ 13,59

Fonte: dados do autor.

Nota: IDM (triazol), NA e ns (ndo ajustado, significando que a curva nao foi totalmente ajustada para

determinar a dose). > 40: concentracdo estimada acima da dose mais alta. <0,01: concentragdo estimada
abaixo da dose mais baixa.

(1) Em mg/L.

Bruna dos Santos da Silva 69



Tabela 5 - Concentragdo inibitoria de 50% (Clso) (1) do crescimento micelial de dois
isolados de Colletotrichum truncatum estimada por trés métodos de
regressdo para fungicidas ISDH (carboxamida), IST (benzimidazol) e
multissitios. Passo Fundo — 2017

Isolados
CT21 CT6
Fungicidas Microsoft Meétodos
Excel RStudio InfoStat Microsoft Excel RStudio InfoStat
ISDH
e b y=42,50-
03y 06215 5F0495§16' y=7.854n(x)+  0,2676 0};7:‘
Benzovindiflupir  +56,63 0T " 5 =0,0163 2611 brror: 0,0136
- 0,0456 v R2=0,922 0,00377 "
R*=0857 . R2=0,28 1Ca: 0.5 G R2=10,29
ICso: 0,5 %0 ICso: 6,19 20- 5 %0 ICso: 3,94
0,02271 0,00425
_ _ _ B y=69,07-
y= p= y=73,53- _ p=
2,529In(x)  0,8795 0,33x y 0’87 98(;1§1(x) T 0,9885 0.1 i"
Fluxapiroxada + 8,416 Error = p=0,0001 R Z 0.606 Error = 0 Il)402
R2=0,876 834,39 R2=0,56 1Ca s 11806 p2 o)y
ICso:ins  ICso:>40  ICso: >40 - ICs0:>40 240
IST
e _ y=58,10-
04 5y91:n(x) 0,0482 F(fgé?(o' y=4945In(x)+  0,1746 0}’)63‘
Carbendazim +69,97 Error: ) 0683 30,59 Brror 0,0019
S 0,00086 L R2=0,721 =23,38 -
R*=0,660 - R2=0,17 LCa: 240 i R2=0,42
ICso: 0,1 20 ICso: <0,01 30 20 ICso:
1 0,001322 ’ 38,61
30,16
Multissitios
_ p= _ p= y=59,58-
y= y=67,10- y=
2,623In(x) gﬁgfi 0,34x 4,231In(x) + gﬁgfi =0’05 é’g 0
Clorotalonil +16,71 p=0,0015 31,51 p ,
.l 23,38 .l S 21,74 R2=0,53
R =0954 R2= 0,44 R>=0,988 ICso: ICso: 38,98
. 50. . . 50. 50- s
ICso: 17,0 111 ICso: >40 ICso: 4,3 2,58
y= p= y=65,05- y= p=0 y:fjfxo'
4,888In(x)  0,2408 0,53x 7,524In(x) + Error = _ 2) 0001
Mancozebe + 24,01 Error = p=0,0011 39,97 2,032 pR2 :’0 9
R2=0,889 105,775 R*=0,45 R2=0,583 ICso: Coi: 14.79
ICso: >40 1Cso: >40 1Cso: >40 ICso: ns 14,66 30- 2%
y= 0 g s y= p= y=66,31-
Oxicloreto de 17490 g ° 7 0,30x 2,238In(x) +  0,9467 0,23x
Cobre +10,73 9086y P 00014 11,20 Error = p = 0,0949
RE=0,687  °0 R2= 0,44 R2=0,672 750,38 R2=0,15
ICso: ns s 5501 ICso: >40 ICso: ns ICso: >40 ICso: >40
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Fonte: dados do autor.

Nota: ISDH (carboxamida), IST (benzimidazol), NA e ns (ndo ajustado, significando que a curva nao
foi totalmente ajustada para determinar a dose). > 40: concentracdo estimada acima da dose mais alta.
<0,01: concentracdo estimada abaixo da dose mais baixa.

(1) Em mg/L.

Tabela 6 -

Concentragao inibitoria de 50% (Clso) (1) do crescimento micelial de dois

isolados de Colletotrichum truncatum estimada por trés métodos de
regressdo para fungicidas mituras comerciais com IQe. Passo Fundo —

2017
(Continua)
Isolados
CT21 CT6
Fungicidas Métodos
M]lg(ig:?ﬁ RStudio InfoStat Microsoft Excel ~ RStudio InfoStat
Misturas comerciais com IQe
= p= — _ - =62,78-
y 1324163 YOy s3pmey  PTNA Y
. 4,083In(x) + 0,26x Error = >
Protioconazol + Error: _ +16,29 =03211
trifloxistrobina 15,97 0,9688 p=0,0334 R2=0,441 NA P
=0944 O R>=0,22 1Carn ICso: R*=0,05
ICso: >40 52 1Cso: >40 0- 18 18,37 1Cs0: >40
y= p= y=75.50-  _ _ y=67,56-
3,549In(x) +  0,7865 0,56x y=4493In(x) - p=0,000 0,75x
Tebuconazol + - _ + 18,72 Error = =0.00001
S . 9,042 Error= p=0,00001 B p=Y,
picoxistrobina ’ _ R?=10,683 10,50 R2=0.82
R2=10,802 499,62 R2=10,86 [Cer: =40 ICeo: 540 >
ICso:ns  ICso:>40  ICsp: >40 - 0 ICs0: 37,15
= p= =65,71-
y= y=69,87- _ _ y=0o,
Tebuconazol +  3,062In(x) + 0’130§ 0,32x y=0356In(x)  p 0’0_0 0,12x
Error = - +12,53 Error = =0.1577
mancozebe + 14,64 p=0,0129 B p=Y
ANCOZERE o 9,5595 e R2=0,129 10,0 R2=0.11
picoxistrobina ~ R?>=0,838 1Cur: R2=10,30 Cen [Cen: >40 )
ICs0: ns 30- ICso: >40 50- 1S 50: ICso: >40
14,79
y= _ y=77,42- . _ y=65,58-
. 1,014In(x) + P-NA 013x Y~ 0.3 p=NA 0,09x
Ciproconazol + Error = _ +9,245 Error = = 0.4989
conazc 4,294 p=0,0017 7 p=0,
azoxistrobina ” NA - R2=10,032 NA R2=0.03
RE=0873  qona REZ043 ICso: ICso: NA i
ICso: ns 30- 1Cso: >40 50 IS 50- ICso: >40
y= p=NA  y=7416- __ _ y=66,64-
. 1.673In(x) +  Error = 015 Y~ 0293k p=NA 0,08x
Ciproconazol + _ + 11,51 Error = =0,3932
L . 8,785 NA p=0,0094 . p=Y,
picoxistrobina .l . . R>=0,032 NA R2=0.04
R2=10,965 ICso: R2=0,32 [Cerr s [Cen: 40 >
ICso: ns 1,64 1Cs0: >40 0 0 ICso: >40
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Tabela 6 - Concentracao inibitoria de 50% (Clso) (1) do crescimento micelial de
dois isolados de Colletotrichum truncatum estimada por trés métodos de
regressao para fungicidas mituras comerciais com IQe. Passo Fundo —

2017
(Conclusao)
Isolados
CT21 CT6
Fungicidas Mi f Lhe
IIEC)ZSZIO RStudio Infostat Microsoft Excel ~ RStudio Infostat
Misturas comerciais com Qe
p= y=72,76-
y= y=73.06-  _ p= 0,20x
. 1,898In(x) + 0842 026x YT 0.624mC+ ) ey p=
Ciproconazol + Error = _ 5,244 _
wrifloxistrobina o, 00 7865 PC00032 Rty e Emor= o 0,0049
R2=0,880 IC’ - R2=0,39 IC "ns 7,82 R2=0,36
ICso: ns | 5506 ICso: >40 % ICso: 0,15 ICso: >40
y=65,87-
_ p= _ ) p= 0,94x
y 00895 Y02 (a6 +  0,0006 p=
. 8,264In(x) + - 1,00x N
Epoxiconazol + 33,53 Error = — 0.00001 24,56 Error = 0,00001
piraclostrobina e 1,7668 p ” R>=0,911 6,3861 R?=0,79
R2=10,967 R2=10,58
ICso: 7.3 1Cs0: ICxo: 24.55 1Cs0: >40 1Cs0: 1Cso:
20- 15 3,09 30- = 24,22 27,84
_ _ B _ y=62,43-
y= p=0 y=71,05- _ p=
Epoxiconazol + 7,127In(x) +  Error = 1,04x y 2’2958 ‘(‘)l;l(x) - 0,6957 0,4ix
cresoxim- 25,19 3,4692 p =0,00001 R>— b 792 Error = 0 5’0001
metilico R2=10,921 1Cso: R2=0,80 ICar: ’>40 170,8327 Rz’ ~0.78
ICs0: 32,5 18,44  ICso: 30,14 30 ICso: >40 S
1Cs0: >40

Fonte: dados do autor.
Nota: NA (Néo ajustado, significando que a curva ndo foi totalmente ajustada para determinar a dose).
> 40: concentragdo estimada acima da dose mais alta. <0,01: concentra¢do estimada abaixo da dose

mais baixa.

(1) Em mg/L.
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Tabela 7- Concentragdo inibitoria de 50% (Clso) (1) do crescimento micelial de dois
isolados de Colletotrichum truncatum estimada por trés métodos de
regressdo para fungicidasmituras comerciais com ISDH. Passo Fundo —

2017
Isolados
CT21 CT6
Fungicidas Métodos
Mg;g:? & RStudio InfoStat Microsoft Excel ~ RStudio InfoStat
Misturas comerciais com ISDH
p= v=62,06-
y= y=66,34- _ p= 0,52x
Piraclostrobina  6,624In(x) grﬁfi 077x Y 4’2236 101(;‘(") T 0,08844 p=
+ epoxiconazol + 24,54 9.8869 p =0,0003 RZ— b 856 Error = 0,0007
+ fluxapiroxada R2=0,913 iC ] R2=10,52 1Car: ’>40 58,7050 R*=0,48
ICs0:>40 4 52"'1 ICs0: 34,59 >0 ICs0: >40  ICso: >40
y= y=67,11-
3666in(x) P-NA L YTIOA- o sy - P 0,28x
. . Error = 0,37x 0,9396 p=
Piraclostrobina + 17,85 NA ~0.0038 17,79 Error = 0.0069
+ fluxapiroxada Rz= ) P 0 R2=0,867 N .
0.874 ICso: R2=10,38 1Cso: >40 21,9530 R2=0,34
1C51): ~40 5,21 1Cso: >40 ICs0: 1,68  ICso: >40
p= y=38,82-
y= _ _ ) 0,72x
9,582In(x) p Né y=38,18 y = 8,8011In(x) + 0,2849 p=
. . Error = 0,62x Error:
Azoxistrobina + + 61,64 NA —0.0265 58,65 0.000389 0,0228
benzovindiflupir Rz = ICeo: pR2 _’O 24 2=10,826 ’ ) R?2=10,26
50. — Y, . .
Ig,gog; 5 0001340 ICs: <0,01 ICs0: 2,7 ICso: <I(():5(‘)>'1
0 0,000326 ’
y= _ _ _ y =61,99-
p= y=74,05- _ p=
Trifloxistrobina >0 h0) 00012 T 060x YISO ggzes SN
+ protioconazol R ” Error= p=0,00001 R — ’0 045 Error = 0 8001
+ bixafeno 0.578 23,874 R2=0,78 1Car: ’>40 82,613 R2,= 0.59
’ ICsp: >40  ICso: >40 30 ICs0: >40 ’
1Cso: ns 1Cso: >40

Fonte: dados do autor.
Nota: NA (Nao ajustado, significando que a curva ndo foi totalmente ajustada para determinar a dose).
> 40: concentracao estimada acima da dose mais alta. <0,01: concentracdo estimada abaixo da dose

mais baixa.

(1) Em mg/L.
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55 Discussao

Poucas referéncias bibliograficas foram encontradas sobre a sensibilidade de C.
truncatum isolado da soja em relacao a determinagao de Clso. A utilizagao da Clso para

determinar a sensibilidade a fungicidas ¢ amplamente utilizada em fitopatologia.

Investigacdes avaliaram a sensibilidade in vitro pelo crescimento micelial do
fungo Trichoconiella padwickii (Ganguly) Jain, Kavaka para diferentes principios ativos
de fungicidas utilizados na cultura do arroz, por meio do calculo da concentragdao
inibitéria média (Clso) determinado pelo programa InfoStat (ECHEVERRIA;
GUTIERREZ; CARMONA, 2017).

Para a cultura da banana, isolados de Colletotrichum spp. foram submetidos ao
teste in vitro contra trés fungicidas (SALAZAR et al., 2012), e também em outro estudo
verificando a sensibilidade de oito principios ativos em relagcdo ao fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae VAR. anisopliae (Metschn.) Sorokin
(YANEZ; FRANCE, 2010) ¢ determinagdo de compostos fendlicos de Prosopis nigra
(Griseb.) Hieron e Prosopis alba Griseb (PEREZ et al., 2014), determinando a Clso

calculado por regressao através do InfoStat.

Outras areas da ciéncia, além da agronomica, utilizam o programa InfoStat para
determinagdo de Clso, como medicina (ARBE et al., 2017; CARRO et al., 2016;
PASCUAL et al., 2014), plantas medicinais (TORRES-CARRO et al., 2017) e de
alimentos e nutricdo (MEZZA et al., 2018; OJEDA-SANA et al., 2013; YERENA et al.,
2017).

Investigagdes reportaram que os dados de Clsp do crescimento micelial foram
submetidos a andlise de regressdo logaritmica usando dois programas, InfoStat e

Microsoft Excel (ROSSI; REIS; BRUSTOLIN, 2015), verifificando a sensibilidade
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deFusarium oxysporium Schlecht. f. sp. phaseoli Kendrich & Snyder para dez
fungicidas (ISHIZUKA, 2016 p. 11).

A utilizagdo do Microsoft Excel para determinar a Clsode fungicidas para
asespécies Alternaria solani (Ellis & G. Martin) Jones & Grout, Rhizoctonia solani
Kuhn, Fusarium oxysporum e Sclerotinia sclerotiorum Bary (KORKMAZ et al., 2017)
e utilizado também para verificagdo do potencial de controle de Fusarium spp. em
exposicdo a Trichoderma sp., utilizado para o controle biolégico (SCHONEBERG et
al., 2015).

Para determinar a Clso diversos programas, dentre eles o Microsoft Excel para
determina¢@o de sensibilidade (Clso) in vitro de métodos alternativos de complexos
metalicos (MALINA et al., 2016), para determinagdo da CIso em Polygonum maritimum
L., utilizando o pacote estatistico XLSTAT (Microsoft Excel) (RODRIGUES et al.,
2018) e para verificagdo de efeitos inibitorios (ZAHARUDIN; SALMEAN;
DRAGSTED, 2017), tanto em outras areas de pesquisa agronomicas (GIDDINGS;
ARTS; HOMMEN, 2012) como também em &reas quimicas (LI; CHIANG; HSU, 2010;
ZHANG et al., 2012) e medicina (GONCALVES et al., 2017; JEMAA et al., 2018).

O programa RStudio tem sido largamente no célculo do efeito de dose-resposta
em agronomia. Esse progrmas foi utilizado na quantificacdo da sensibilidade do fungo
Zymoseptoria(sinonimo Septoria) tritici (Desm.) Quaedvl. & Crous (HAGERTY et al.,
2017) e também para monitorar a sensibilidade de isolados de Pyrenophora teres
(Died.) Drechsler (REHFUS et al., 2016). Em experimentos conduzidos para determinar
a sensibilidade in vivo em Puccinia triticina Erikss aos fungicidas dos grupos quimicos
triazol e estrobilurina, a Clso foi calculada através do pacote de dose-resposta do
programa R (ARDUIM et al., 2012). Outros trabalhos também determinaram a Clso com
a utilizacdo do mesmo programa para diversas linhas de pesquisas na area agrondmica
como melhoramento de plantas (LOSERT et al., 2017) e em outras areas cientificas
(COOMBS et al., 2017; GIUST et al., 2017, MALARA et al., 2017; M’'RABET et al.,
2017; SANTOS et al., 2016; TOUIHRI-BARAKATI et al., 2016; TOUIHRI-
BARAKATI et al., 2017).
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Resultados obtidos utilizando sete métodos para calcular a Clso, do epoxiconazol
para isolados de Sclerotinia sclerotiorum, indicaram maior precisdo de trés programas
estatisticos (IBM Spss®, GraphPad Prism® e Dps®)e método de regressao log-linear.
Assim, recomendaram para quantificar a sensibilidade de fungos a fungicidas a
transformagao logaritmica (LI et al., 2015; LIANG et al., 2015). Entretanto, a utilizagdo
dos dados na forma de modelos ndo lineares apresentam maiores complicagdes do que

em uma avaliacdo linear (JIANG; KOPP-SCHNEIDER, 2014).

Os valores da Clso ndao tem relagdo direta com a concentragao, ou dose, usada no
campo, porém ¢ importante para comparar a poténcia entre fungicidas (mecanismos de
acdo e ingredientes ativos) € no monitoramento da sensibilidade de fungos (REIS;

ZANATTA, CARMONA, MENTEN, 2015).

5.6  Conclusoes

Os programas RStudio e Infostat sdo semelhantes para a determinacdo da Clso,
pois apresentam melhor ajuste dos dados de crescimento micelial. O Microsoft Excel
nao ajusta (ns) grande parte dos dados quando comparado aos outros dois métodos. Para
os isolados que apresentam baixa sensibilidade (ou seja, maior Clso), a determinacgdo

feita com o programa RStudio demonstra melhor ajuste.

Bruna dos Santos da Silva 76



6 CONSIDERACOES FINAIS

Os fungicidas testados para verificagdo da sensibilidade apresentam alta variagdao
na Clso aos isolados do fungo C. truncatum. A sensibilidade do fungo varia de acordo
com os diferentes mecanismos de acao dos fungicidas, sendo que a variabilidade entre a
Clso para os isolados indicam que sua origem influencia na sensibilidade do fungo. O
controle do fungo em lavouras comerciais ira alterar-se de acordo com o ambiente e

selegdo direcional do fungo aos fungicidas.

Diferentes valores da Clso sdo obtidos para os diferentes programas utilizada no
ceu cdlculo. Os isolados que apresentam baixa sensibilidade, a determinacdo feita pelo
programa RStudio demonstra melhor desempenho. Os programas Microsoft Excel e
Infostat tendem a determinar maiores Clso do que o RStudio. Dos trés programas
testados, dois, por apresentarem dados semelhantes, podem ser utilizados no calculo da
Clso. Por outro lado, o Microsoft Excel ndo deve ser usado na determinagdao da

sensibilidade de fungos a fungicidas.



7 CONCLUSAO GERAL

Confirma-se a hipotese de que a dificuldade de controle da antracnose pode ser
atribuida a redugdo da sensibilidade do fungo a fungicidas. O fungo Colletotrichum
truncatum, agente causal da antracnose da soja, apresenta variagdo da sensibilidade aos
fungicidas testados. Ingredientes ativos, pertencentes ao mesmo mecanismo de acao

apresentam fungitoxicidade distinta a C. truncatum.

A variabilidade da sensibilidade de C. truncatum o ocorre de forma progressiva e
temporal, em resposta a sele¢do direcinal devida ao uso de fungicidas sitio-especificos,
em pulverizagdes repetidas e numa grande area. No célculo Clso, com os dados do
crescimento do fungo em resposta a fungicida e concentracdo, deve-se dar preferéncia

ao programa RStudio.
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APENDICES



Apéndice I - Determinagao a partir dos valores de Clso de dois isolados de
Colletotrichum truncatum para diferentes fungicidas. Passo Fundo — 2016
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Nota: Graficos das andlises de regressdo do programa RStudio, dos dados de concentr¢ao inibitoria (Clso)
do Capitulo I. Crescimento micelial (mm) e dose do fungicida (mg/L).




Apéndice II - Determinagao da Clso para isolados de Colletotrichum truncatum
provenientes de diferentes regides produtoras de soja a diferentes fungicidas. Passo
Fundo — 2017
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Nota: Graficos obtidos das andlises de regressdo do programa RStudio, com os dados de concentragdo
inibitéria (Clso) do Capitulo II. Crescimento micelial (mm) e dose do fungicida (mg/L).
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