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“Sé forte e corajoso; ndo temas nem te espantes,
porque o SENHOR, teu Deus, é contigo por onde
quer que andares” (Js 1:9)

“mas os que esperam no Senhor renovam as suas
forgas, sobem com asas como dguas, correm e

ndo se cansam, caminham e ndo se fadigam”(ls

40:31)
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OCORRENCIA DE FUNGOS EM MANCHAS FOLIARES DE
TRIGO E SENSIBILIDADE DE Drechslera tritici-repentis E D.
siccans A FUNGICIDAS IN VITRO

ROSANE BALDIGA TONIN' & ERLEI MELO REIS?

RESUMO - A mancha-amarela ¢ de ocorréncia mundial e uma das
mais importantes doencas foliares do trigo. Considerando a falha de
controle quimico da mancha-amarela em diversas lavouras brasileiras
de trigo nas ultimas safras, formulou-se a hipotese de que a
ineficiéncia deste controle poderia ser atribuida a reducdo da
sensibilidade do fungo aos fungicidas utilizados. Objetivou-se com
este trabalho estabelecer o perfil da sensibilidade, in vitro, de
Drechslera tritici-repentis e de siccans, aos fungicidas triazdis e
estrobilurinas. A partir de isolamentos de folhas com sintomas de
mancha foliar, provenientes de lavouras de trigo do estado do Parana,
Santa Catarina, Minas Gerais e Rio Grande do Sul, safra agricola 2008
a 2011, procedeu-se a identificacdo, quantificacdo dos agentes causais
e postulados de Koch. Também, substratos e técnicas para a
esporulagdo e crescimento miceliano do patdogeno, foram definidos
para conducdo de estudos envolvendo os testes de fungitoxicidade. A

sensibilidade miceliana foi determinada in vitro, em placas de Petri,

"Eng. Agr., M. Sc., doutoranda do Programa de Pés-graduagio em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de concentragio em Fitopatologia.
rosanetonin@yahoo.com.br

’Orientador, Eng. Agr., PhD., professor da FAMV/PPGAgro/UPF —
erleireis@tpo.com.br



contendo meio de cultura extrato de folhas de trigo suplementado com
as concentragdes fungicida de 0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00; 20,00 e
40,00 mg/L. Para a determinacdo da sensibilidade da germinagdo
conidial, o fungicida foi incorporado ao meio agar-agua. A Clsy foi
determinada para os fungicidas triazois ciproconazol, epoxiconazol,
propiconazol, protioconazol e tebuconazol e, para as estrobilurinas
azoxistrobina, cresoxim-metilico, picoxistrobina, piraclostrobina e
trifloxistrobina e, cinco isolados do fungo. Os resultados da
porcentagem de inibi¢do do crescimento miceliano e germinacdo de
esporos foram submetidos a andlise de regressdo logaritmica e
calculada a Clsy. Conclui-se que: os géneros Bipolaris, Drechslera e
Stagonospora sdo os principais agentes causais de manchas foliares
em trigo, sendo D.tritici-repentis, o mais freqiiente. No meio de
cultura suco V8-agar, associado a técnica do estresse do micélio, na
presenca de agua, obteve-se maior esporulacdo de D. tritici-repentis;
para crescimento miceliano o meio BDA pré-fabricado e extrato de
folha de trigo mostraram-se promissores para conducdo de testes de
fungitoxicidade pelo seu baixo custo, caracteristicas de colonia e
praticidade. Os valores da Clsy para os triazois e estrobilurinas foram
variaveis e mostraram alteragdo da sensibilidade para os isolados de
D. tritici-repentis ¢ de D.siccans. A eficacia do controle da mancha-
amarela do trigo esta relacionada a fungitoxicidade dos triazois, sendo
assim, recomenda-se que os fungicidas do grupo das estrobilurinas

ndo sejam utilizados isoladamente no controle da doenca.

Palavras-chave: Triticum aestivum L., estrobilurinas, Clsg, triazol,
resisténcia.



OCCURRENCE OF FUNGI IN WHEAT LEAF SPOTS AND
SENSITIVITY Drechslera tritici-repentis E D. siccans, A
FUNGICIDE IN VITRO

ABSTRACT - Leaf yellow spot of wheat has a worldwide occurance
and is one of the most important and common foliar diseases. Control
failure of the yellow spot in wheat crop in the last seasons has been
reported by growers and farm advisers in Southern Brazil. Thus a
hypothesis was formulated that the control failure could be due to the
occurrence of fungi sensitivity reduction to fungicides. The objective
of this work was to establish the in vitro sensitivity profile for
Drechslera tritici-repentis and D. siccans, to triazole (DMI) and
strobilurin fungicides (Qol). The two fungi were isolated from wheat
leaves with symptoms collected in farms in the states of Parana, Santa
Catarina, Minas Gerais, and Rio Grande do Sul, from 2008 to 2011
growing seasons. The fungal identification, quantification, and Koch's
postulates were performed for D. tritici-repentis and D. siccans
isolates. Also, substrates and techniques for mycelial growth and
fungal sporulation were conducted for the future fungitoxicity tests.
The mycelial sensitivity was determined in vitro, in Petri dishes
containing wheat leaf extract-agar supplemented with fungicidal at
concentrations of 0.00, 0.01, 0.10, 1.00, 10.00, 20, 00 and 40.00 mg/L
water. To determine the sensitivity of conidia germination, the
fungicides were incorporated into water-agar. The ICsy was
determined for DMI fungicides cyproconazole, epoxiconazole,
propiconazole, prothioconazole and tebuconazole triazole and for Qol
azoxystrobin, kresoxim-methyl, picoxystrobin, pyraclostrobin and

trifloxystrobin, for five isolates of each pathogen. Percent inhibition



data of mycelium growth and spore germination were analyzed by
logarithmic regression and the ICsy calculated. It was concluded that
the genera Bipolaris, Drechslera and Stagonospora were the main
causal agents of leaf spot in wheat, and D. tritici-repentis, the most
frequent. In V8 juice agar, associated with the mycelial stress
technique in the presence of water, was obtained the highest
sporulation of D. tritici-repentis, and mycelial growth on dehydrated
PDA, and wheat extract agar were the best. The ICsy values for the
DMI and Qol were variable and showed shift in sensitivity to D.
tritici-repentis and D. siccans isolates. The control efficacy of wheat
yellow spot is related to the triazoles fungitoxicity, so it is
recommended that the strobilurin fungicides of the group not used

alone to control the disease.

Keywords: Triticum aestivum, strobilurins, ICs, triazole, resistance.



1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) ¢ uma cultura importante
para a alimentacao da populagdo do Brasil e do mundo. O Brasil ndo ¢
auto-suficiente na producdo, ainda importa grande quantidade do
cereal. Globalmente, o trigo ¢ a segunda cultura dentre as espécies
vegetais em producao, sendo superada apenas pelo milho.

A producao nacional de trigo na safra 2011/12 foi de
5.788 milhdes de toneladas, com rendimento médio de 2.672 Kg/ha e
o consumo deste cereal de 11 milhdes de toneladas. A area cultivada
foi de 2.166,2 mil hectares, distribuidos nas regides centro-oeste, sul e
sudeste (CONAB, 2012).

Atualmente, o trigo € cultivado nos estados da regido sul
do pais, representando 94,6% da area cultivada. Desta area, 47,4%
estao no estado do Rio Grande do Sul e 43,2% no Parana (CONAB,
2012).

Os dados acima mostram a necessidade de expansdo da
area cultivada e o aumento da produtividade. Uma das limitagcdes a
elevacdo da producdo deve-se, principalmente, as condicdes
climaticas relacionadas a precipitagcdo pluvial e temperatura que, pela
ocorréncia de chuvas freqiientes e altas temperaturas, contribuem para
o ataque severo de doengas na cultura (REIS et al., 2001a).

As doengas de maior importancia, pelos danos que podem
causar na cultura do trigo no Brasil, sdo oidio, causado por Oidium
monilioides (Nees) Link (teleomorfo Blumeria graminis f. sp. tritici
(Dc.) E.O. Speer), a ferrugem da folha, Puccinia triticina Rob. ex.

Desm, a mancha da gluma causada por Stagonospora nodorum



(Berk.) Cast. & Germ. (teleomorfo Phaeosphaeria nodorum), a
mancha marrom causada por Bipolaris sorokiniana (Sacc. In. Sorok)
Shoem. (teleomorfo Cochliobolus sativus (Ito & Kurib) Dreschs. Ex
Dastur.), a mancha-amarela causada por Drechslera tritici-repentis
Died. Shoemaker (teleomorfo Pyrenophora tritici-repentis (Died.)
Drechs. e a giberela, causada por Fusarium graminearum Schwabe
(teleomorfo  Gibberella zeae (Schw.) Petch) (PICININI &
FERNANDES, 2003).

A mancha-amarela da folha do trigo ¢ considerada a
principal mancha foliar na regido sul do Brasil, pela sua ampla
disseminagdo e danos causados. O manejo da mancha-amarela ¢ feito
por meio de praticas integradas, como utiliza¢do de cultivar resistente
ou tolerante, producdo de sementes sadias, tratamento de sementes
com fungicida, semeadura na época indicada, rotacao de culturas e
aplicacdo de fungicidas (REIS & CASA, 2007). A resisténcia genética
¢ uma medida de controle muito importante, porém, no Brasil ainda
ndo se dispde de cultivares com resisténcia suficiente para controlar a
mancha-amarela do trigo (REUNIAO, 2011).

O uso de fungicidas ¢ um dos principais métodos de
controle de doencas de plantas, porém, seu uso sucessivo pode
promover a sele¢do de linhagens de fungos fitopatogénicos resistentes,
ndo controlados pelo fungicida (GHINI & KIMATI, 2000).

Atualmente, a resisténcia de fungos vem sendo um dos
maiores problemas do controle quimico das doencas de plantas.

Estudos da resisténcia de fungos a fungicidas sdo
justificados pelo amplo uso desses produtos nos sistemas agricolas,

pela grande diversidade de grupos quimicos e pela introducdo de



novos produtos, dessa forma os trabalhos que venham a fortalecer o
conhecimento da sensibilidade de populacdes flngicas diante do
tratamento quimico, sdo de grande importancia (AZEVEDO, 2007).

A fungitoxicidade de uma determinada substancia quimica
¢ quantificada pela DEsy (dose efetiva), ou CEsy (concentragdo
efetiva), ou Clso (concentragdo inibitoria), e se refere a concentragao
do ingrediente ativo que inibe 50% do crescimento miceliano ou da
germinagdo de esporos (SHARVELLE, 1961; EDGINGTON et al.,
1971; REIS et al., 2010).

Sendo assim, o monitoramento da sensibilidade a
fungicidas, de uma populacdo do fungo alvo ¢ importante para
determinar a presenca de isolados resistentes.

Dentro deste contexto, ap6s relatos de dificuldade no
controle quimico de manchas foliares em trigo nas ltimas safras na
regido sul do Brasil, onde se observou baixa eficiéncia de controle,
mesmo apds sucessivas aplicagdes de fungicidas, levantou-se a
possibilidade de ocorréncia da reducdo de sensibilidade do fungo,
agente causal da mancha-amarela do trigo, aos fungicidas. Com esse
objetivo conduziu-se um estudo, in vitro, visando testar a
sensibilidade de isolados D. tritici-repentis e de D. siccans a

fungicidas triaz6is e estrobilurinas.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Mancha-amarela em trigo

2.1.1 Ocorréncia da doenca

A mancha-amarela da folha de trigo ¢ de ocorréncia
mundial e encontra-se distribuida em mais de 21 paises (MEHTA,
1993). Foi relatada como doenca importante na Austrdlia (REES &
PLATZ, 1979), no Canadd (WRIGHT & SUTTON, 1990) e nos
Estados Unidos (HOSFORD, 1982).

No Brasil, a primeira referéncia sobre o agente causal foi
feita por Costa Neto (1967), relatando a ocorréncia no Rio Grande do
Sul, em 1959. Mehta (1993) relatou ocorréncia de epidemia da
doenga, no estado do Parana em 1973. O fungo foi encontrado em
sementes no Brasil em 1976 (LUZ & LUZZARDI, 1976). A partir do
ano de 1979, a doenca aumentou de intensidade e atualmente ¢ uma

das doencas foliares mais freqiientes em trigo (MEHTA, 1993).

2.1.2 Danos

Na Australia, Rees & Platz (1983) relatam danos devido a
doenga de 13 a 48 %, sendo grande parte da reducdo da produtividade
devido a reducao do tamanho dos graos.

O dano causado pelas manchas foliares em trigo pode ser
estimado pela fun¢do normalizada R = 1.000 - 5,7 I (R= rendimento

de grios e I = incidéncia foliar da doenga) (REUNIAO, 2011).



2.1.3 Etiologia

O agente causal da mancha-amarela apresenta em seu
ciclo bioldgico, tanto a forma anamorfica como a teleomorfica. Na
forma anamorfica (imperfeita ou assexuada), o fungo pertence ao
género ¢ espécie Drechslera tritici-repentis (Died) Shoemaker,
sinonimos Helminthosporium tritici-repentis Diedicke, D. tritici-
vulgaris (Nisikado) Ito e H. tritici-vulgaris (Nisikado). A forma
perfeita ou teleomorfica corresponde a Pyrenophora tritici-repentis
(Died.) Drechs. (sinénimo P. trichostoma (Fr.) Fckl.) (WIESE, 1987).

De acordo com Wiese (1987), os conidioforos do fungo
sdo simples ou agrupados de 2-3, emergidos através dos estdmatos ou
entre as células epidérmicas, eretos ou flexuosos, algumas vezes
geniculados, cilindricos ou ligeiramente afilados, freqiientemente
dilatados na base, medindo 7-8 x 100-300 um ou 6-12 x 250-400 pm
(ELLIS, 1971). Conidios solitérios, cilindricos, retos ou ligeiramente
curvados, arredondados no apice e a base caracteriza-se por possuir
forma conica, conhecida como cabega de cobra, sub-hialinos a ligeira
coloragdo palha, parede delgada, 12-21 x 45-200 um, 4 a 7
pseudoseptos segundo Wiese (1987) ou 14-20 (17,7) x 80-250 (117)
um e 1-9 pseudoseptos (ELLIS, 1971).

Na forma teleomorfica ¢ encontrado sobre os restos
culturais do trigo. Os pseudotécios sdao negros, com setas longas,
diametro entre 200-350 um e algumas vezes rostrados. Os ascosporos
sdo ovais a globosos, pardo-amarelados, medindo 18- 28 x 45-70 um.

Apresentam trés septos transversais com leve constricdo nos septos.
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As células medianas apresentam 1 a 2 septos longitudinais (WIESE,

1977).

2.1.4 Sintomatologia

Os sintomas mais comuns da doenga sdo observados nas
folhas e bainhas. Os sintomas inicialmente se caracterizam por
pequenas manchas clordticas, 24-48 h apos a inoculacdo. Com o
passar do tempo, a area de tecido amarelecido aumenta surgindo uma
regido central necrosada, de cor parda. Tanto a borda de tecido
amarelecido como o centro morto, aumentam em area, em fun¢ao do
tempo. Estas lesoes sao elipticas em forma, podendo atingir 12 mm de

comprimento (LAMARI & BERNIER, 1989; REIS et al., 1996).

2.1.5 Ciclo biologico e epidemiologia
2.1.5.1 Fontes de indculo, sobrevivéncia e disseminacao

O fungo D. tritici-repentis é um patdégeno necrotrofico
apresentando uma fase parasitaria sobre a planta hospedeira e outra,
saprofitica sobre os restos culturais (Fig. 1). O patdégeno pode
sobreviver em sementes, restos culturais e em outros hospedeiros
(REIS et al., 2011) A remogdo e disseminagcdo dos ascosporos €
conidios de  D. tritici-repentis dos orgdos infectados ocorre
principalmente pelo vento e respingos de chuva a curtas distancias

(REIS et al., 2001a).
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Figura 1. Ciclo da mancha-amarela da folha do trigo causada por
Drechslera tritici-repentis e D. siccans (REIS &
DANELLI, 2009).

2.1.5.2 Germinacio, penetrac¢ao e coloniza¢ao

Conidios e ascosporos sdo infectivos ao trigo e, ao
atingirem a superficie verde da planta, necessitam de dgua liquida para
iniciar o processo de germinagdo. O processo de infec¢do inicia com a
germinagdo do conidio, seguido pelo alongamento do tubo
germinativo e formacdo do apressorio. Durante a colonizagdo o
micélio invade as células extraindo nutrientes determinando-lhes a
morte pela agdo parasitaria e, também, pela producdo de toxinas. A

temperatura o6tima para o desenvolvimento da doenga esta entre 18 e
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28 °C e, para a infec¢do, 30 horas de molhamento (REIS et al., 2001a;
REIS et al., 2011).

2.1.6 Hospedeiros

Como hospedeiros do fungo, entre as espécies cultivadas,
cita-se o trigo, centeio e o triticale (HOSFORD, 1982). O trigo ¢ o
hospedeiro mais importante, porém existe uma ampla gama de

hospedeiros secundarios (REIS et al., 2011).

2.2 Mancha-amarela associada a Drechslera siccans em trigo

2.2.1 Ocorréncia da doenca

Na safra 2008 registrou-se uma epidemia de manchas
foliares em trigo no RS, PR e SC. Fato relevante, constatado nesta
safra através de trabalhos conduzidos na Universidade de Passo
Fundo, foi a constatagdo da presenca de uma nova espécie de
Drechslera, em amostras foliares de trigo analisadas. A nova espécie
Drechslera siccans ¢ agente causal de mancha-amarela da folha do
trigo. Nesta safra foi determinada pela primeira vez sua ocorréncia em
trigo no Brasil (TONIN & REIS, 2009). A espécie em estudo foi

identificada por especialistas da Universidade de La Plata, Argentina.
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2.2.2 Etiologia

O agente causal da mancha-amarela apresenta no campo,
em seu ciclo biologico, tanto a forma anamorfica como a teleomorfica.
A forma perfeita de D. siccans (Drechsler) Shoem. (anamorfo) (Sin.
Helminthosporium siccans Drechsler) é Pyrenophora lolii Dovaston.
O fungo apresenta na sua forma anamorfica conididéforos com
conidios. Conidi6foros solitarios ou ocasionalmente em pequenos
grupos, mais ou menos retos. Algumas vezes geniculados proximos ao
apice, cor parda, at¢ 400 um de comprimento e de 7 - 11 pm de
espessura, dilatados na base a 19-25u; septados, ndo ramificados,
cicatrizes proeminentes ¢ freqiientemente préximas. Conidios
normalmente retos, cilindricos ou pouco afilados em direcdo a base ou
no apice, palidos, cor palha clara, ou marrom olivaceo, 3 - 11 (a
maioria 4 - 6) pseudoseptos, 30 - 170 (normalmente 60 - 100) um de
comprimento X 14 - 22 (a maioria 16 - 18) um de largura; hilo 5 - 8
um de largura (SHOEMAKER, 1959; ELLIS, 1971).

2.2.3 Sintomatologia

Os sintomas causados por D. siccans, em trigo, sdo
semelhantes aos de D. tritici-repentis, manchas cloréticas nas folhas
que, com o passar do tempo, expandem-se e apresentam a regiao
central necrosada, de cor parda. Estas lesdes sdo elipticas e
circundadas por halo amarelo.

A visualizagdo dos sinais ¢ fundamental a diagnose. Com

base sintomatologica ¢ dificil a diagnose entre a mancha-amarela
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causada por D. siccans e D. tritici-repentis. A diagnose segura do

agente causal deve ser feita com base nos sinais.

2.2.4 Epidemiologia

D. siccans, agente causal da mancha-amarela da folha do
trigo ocorre praticamente o ano inteiro em dreas onde o azevém
encontra-se perenizado. Os conidios sdo formados em uma faixa de
temperaturas entre 3 a 27 °C. No entanto, para que a infec¢ao ocorra ¢
necessario a presenga de uma pelicula de dgua na superficie dos

orgaos suscetiveis (SMILEY et al., 2005).

2.2.5 Fontes de indculo

O patogeno causador da mancha amarela do trigo, D.
siccans, ¢ introduzido na lavoura através do uso de sementes
infectadas, forma pela qual o patdégeno ¢ levado a longas distancias.
Sua sobrevivéncia pode ser garantida nos residuos culturais pela
producao de pseudotécios ou conidios. Assim, a semente infectada,
presenca de restos culturais infectados (trigo, azevém e aveia) e
plantas de azevém (hospedeiro principal), serdo as principais fontes de

indculo primario para o proximo cultivo.

2.2.6 Hospedeiros

O fungo D. siccans afeta preferencialmente azevém

(Lolium multiflorum L.) e (L. perene). Na literatura, também outros
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tipos de gramineas sdo relatadas como hospedeiras, dentre elas aveia
(Avena sativa), capim-lanudo (Holcus lanatus), cevada (Hordeum
vulgare), grama-azul (Poa pratensis), bromo-cevada (Bromus molli),
capim-cevadinha (B. inermis), cevadilha (B. unioloides), pé-de-galo
(Dactylis glomerata), erva-carneira (Festuca pratensis), festuca-alta
(F. arundinacea), festuca-vermelha-das-dunas (F. rubra), erva-de-
conta (Arrhenatherum elatius), rabo-de-gato (Phleum pratense),
aveia-amarela (Trisetum flavescens) e trigo (Triticum aestivum)
(SHOEMAKER, 1962; AMMON, 1963; LATCH, 1966; MAKELA,
1971; ELLIS, 1971).

2.3 Controle da mancha-amarela em trigo

As estratégias de controle visam, principalmente, a
reducao do inodculo, erradicando ou diminuindo sua densidade a nivel
inferior ao limiar numérico de infeccdo (REIS et al., 2011). No
controle da mancha-amarela preconiza-se a adog¢do de praticas
integradas como cultivar resistente ou tolerante, semente sadia,
tratamento de semente com fungicida, semeadura na época indicada,
rotacdo de culturas e aplicacao de fungicidas nos orgdos aéreos (REIS
& CASA, 2007).

Os fungos D. tritici-repentis e D. siccans, sdo parasitas
necrotroficos e sobrevivem em sementes e saprofiticamente nos restos
culturais dos hospedeiros, sendo a rotacdo de culturas uma pratica
eficaz no controle do patogeno.

A pratica da rotagdo de culturas consiste no cultivo

alternado de espécies vegetais diferentes no mesmo local e na mesma
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estacdo anual. O principio do controle envolvendo a rotagdao de
culturas baseia-se na supressdo ou eliminac¢do do substrato apropriado
para o patdgeno, na fase saprofitica. A auséncia da planta cultivada
anualmente leva a erradicagdo total ou parcial dos patdgenos
necrotroficos que dela sao dependentes (REIS & FORCELINI, 1995).
A manutencdo de restos culturais na superficie do solo, como no
plantio direto, prolonga a viabilidade do fungo e sua permanéncia na
lavoura.

De acordo com Reis et al. (2011), através da rotacdo de
culturas se pode erradicar D. tritici-repentis de uma area. As espécies
vegetais, ndo hospedeiras, indicadas no sistema de rotagcdo, no
inverno, incluem as aveias e espécies de folhas largas tais como
ervilhaca, chicharo, nabo forrageiro, colza, linho, serradela, trevos,
etc. (SANTOS et al.,1987). A pratica da rotacao de culturas por um ou
dois anos sem trigo reduz a incidéncia de manchas foliares em trigo
(PRESTES et al., 2002).

O uso de variedades resistentes ¢ uma medida de controle
muito importante, no entanto, no Brasil ainda nao existem cultivares
com resisténcia suficiente para controlar a mancha-amarela do trigo
(REUNIAO, 2011).

O controle quimico da mancha-amarela ¢ obtido por meio
do tratamento de sementes ou pela aplicacdo de fungicidas na parte
aérea, com os fungicidas dos grupos quimicos triazois e estrobilurinas
ou suas misturas. O efeito benéfico do tratamento de sementes,
visando ao controle da transmissdo de fungos que causam manchas

foliares, ocorre nas lavouras com rotag¢ao de culturas de inverno.
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Para o tratamento de sementes, recomenda-se a utilizagao
de iprodiona 50 g de i.a. ou difenoconazol 30 g de i.a. para 100 Kg de
sementes (REIS & CASA, 2009), que, conforme PICININI &
FERNANDES (2003), associado a outras estratégias de controle,
podem reduzir o numero de aplicagdes de fungicidas no controle de
doengas foliares em trigo.

Os fungicidas recomendados para o controle de manchas
foliares em trigo pertencem ao grupo dos triazois (ciproconazol,
epoxiconazol, metconazol, propiconazol e tebuconazol) e
estrobilurinas (azoxistrobina, cresoxim-metilico, piraclostrobina e
trifloxistrobina (REUNIAOQ, 2011). Em trabalho realizado por Santana
et al. (2010) com o objetivo de avaliar a eficiéncia do controle da
mancha-amarela na safra 2010 comparou-se as misturas epoxiconazol
+ piraclostrobina, tebuconazol + trifloxistrobina e ciproconazol +
azoxistrobina. Os resultados mostraram que a mistura epoxiconazol +
piraclostrobina apresentou melhor controle da doenca, quando
comparado com as demais.

Conforme Reunido (2011), a associagdo do uso de
sementes sadias, do tratamento de sementes com fungicidas e doses
eficientes e da rotacao de culturas, reduz o indculo priméario de fungos
causadores de manchas foliares. A aplicacdo de fungicidas na parte
aérea deve ser feita com base no LDE, sendo calculado com base na
funcdo de dano R = 1000 — 5,7 I (R = rendimento de grios e I =
incidéncia foliar da doenca).

De acordo com informagdes de técnicos, pesquisadores e

produtores, tem se questionado a eficiéncia do controle quimico da
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mancha-amarela. Mesmo com vdrias aplicacdes de fungicidas o

controle ndo tem sido satisfatorio.

2.4. Resisténcia de fungos a fungicidas: Reducio da sensibilidade

Os fungicidas tém sido empregados, por cerca de 200
anos, para proteger as plantas de doencas provocadas por ataques de
fungos (BRENT, 1995). Porém, ndo se constituem na unica medida de
controle de doencas de plantas tém-se, ainda, o melhoramento
genético, as praticas culturais, o controle biologico, etc.

Zambolim et al. (2007) abordam que para muitas doencas,
o controle quimico tem sido, a unica medida viavel a curto prazo, sem
o qual inimeras espécies de plantas teriam seus rendimentos reduzidos
drasticamente, acarretando prejuizos para os produtores e para o pais.
A facilidade de aplicacdo e os resultados imediatos obtidos os
tornaram amplamente difundidos em diversas culturas (GHINI &
KIMATI, 2000).

Fungicidas sdao substancias quimicas de origem natural ou
sintética que, aplicadas as plantas protegem-nas da penetragdo e/ou
posterior desenvolvimento de fungos patogénicos, em seus tecidos.
Por definicdo, fungicidas sdo substancias quimicas que matam fungos
(do latim fungus significa fungo e caedo significa matar), contudo
uma substancia quimica para ser fungicida ndo necessariamente deve
matar o fungo. Algumas controlam doengas inibindo o crescimento
micelial ou a esporula¢do, denominadas de substancias fungistaticas e
antiesporulantes, e ha também substancias que ndo agem diretamente

sobre o agente causal, mas que atuam no sistema de autodefesa da
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planta, como exemplo o acibenzolar metilico e o fosetil aluminio
(REIS et al., 2010).

Os fungicidas, de acordo com o seu modo de acdo, podem
ser classificados em sistémicos € nao sistémicos. Alguns fungicidas
atuam controlando ampla gama de doengas flngicas e sdo
denominados de fungicidas ndo especificos, os quais ndo sdo
absorvidos e translocados dentro da planta, como os protetores e os de
contato. Por outro lado, outros produtos apresentam espectro limitado
de atividade contra um ou dois grupos especificos de fitopatdgenos e
sdo conhecidos como fungicidas com modo de acdo especifico, os
quais sao absorvidos pelas raizes e folhas, translocados pelo sistema
condutor da planta principalmente xilema (REIS et al., 2001b;
RODRIGUES et al., 2007; ZAMBOLIM et al., 2007).

Os fungicidas mesostémicos de acdo translaminar, como
as estrobilurinas, também possuem agao especifica sobre o patdogeno
(ZAMBOLIM et al., 2007). A especificidade dos fungicidas,
principalmente dos sistémicos, faz com que haja alto risco de
resisténcia adquirida pelo patégeno (RODRIGUES et al.,, 2007;
ZAMBOLIM et al., 2007).

Com o surgimento dos fungicidas sist€émicos no final da
década de 1960, a incidéncia da reducdo da sensibilidade aumentou
grandemente em condigdes de campo. Os primeiros casos de
resisténcia de fungos a fungicidas foram detectados com o produto
bifenil, um hidrocarboneto aromatico usado desde 1959 para o
controle de Penicillium em tratamento pos-colheita em citros
(OGAWA, 1976).

Viérios casos de resisténcia ocorreram apds o lancamento
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de fungicidas sistémicos no mercado. Antes, com os produtos
protetores ou convencionais, o problema ndo ocorria, pois eles atuam
em inimeros pontos do metabolismo do fungo. Ja os sist€émicos atuam
em poucos processos metabdlicos vitais, permitindo o
desenvolvimento de linhagens resistentes (GHINI & KIMATI, 2000).

No Brasil, os primeiros casos relatados surgiram em 1974
e aumentaram rapidamente nas décadas seguintes em sua maioria
associadas ao benomil. Nas décadas seguintes relatos associados a este
fungicida aumentaram (GHINI & KIMATI, 2000). Reis et al. (2010)
cita que a maior parte dos casos de redug¢do de sensibilidade surgiu
apds a introducdo dos grupos quimicos benzimidazol, fenilamida,
carboxanilida, dicarboximida, aminopirimidina e inibidores da
desmetilagao (IDM).

O principal motivo para o elevado risco de resisténcia de
fungicidas se da devido a toxicidade para um tUnico sitio de a¢ao do
fungo, sendo que, uma Unica alteracdo neste, pode resultar em
resisténcia ao fungicida (EDGINGTON et al., 1980; BRENT, 1995).

A resisténcia ¢ definida como um ajuste estavel e
hereditario de um fungo a um fungicida, resultando em redugdo na
sensibilidade do patogeno (EUROPEAN, 1988). Ja Russel (2003)
descreve o termo resisténcia como a habilidade de um patogeno
“resistir” a a¢do de quimicos utilizados para seu controle. Ghini &
Kimati (2000) definem o termo sensibilidade como o oposto de
resisténcia, quando descrevem que fungos resistentes a fungicidas
apresentam uma reduc¢ao na sensibilidade.

A resisténcia cruzada refere-se a resisténcia de um fungo a

dois ou mais fungicidas com o mesmo mecanismo de agdo ou
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similaridade quimica, conferida pelo mesmo fator genético. Ocorre
por exemplo com a aplicacdo continua de fungicidas que atuam na
mitose em fungos. Ja a resisténcia multipla ¢ definida como a
resisténcia a dois ou mais fungicidas conferida por diferentes fatores
genéticos, implicando que os fungicidas tém modo de acdo diferentes
(ZAMBOLIM et al., 2007).

A resisténcia ¢ chamada de qualitativa ou oligogénica, se
ocorre abruptamente pela modificacdo de um Unico gene do patdgeno
e resulta em ineficacia do fungicida, mesmo em doses mais altas que a
normal. E governada por um conjunto de genes dominantes e pode ser
quebrada quando fungicidas com modo de agdo especifico sdo
empregados no campo. Ex: estrobilurinas. A resisténcia quantitativa
ou multigénica ¢ assim chamada, quando decorre da interacdo de
varios genes menores € se caracteriza por reducdo gradativa da
eficacia, eventualmente recuperada pelo uso de doses mais elevadas. E
governada por um conjunto de genes com efeitos menores e relaciona-
se mais com fungicidas com risco moderado. Ex: triazdis e
benzimidazéis (FORCELINI et al.,, 2001; McGRATH, 2001;
ZAMBOLIM et al., 2007).

A fungitoxicidade da substancia quimica ¢ medida por
parametros como a DEsy (dose efetiva ou eficaz que promove um
efeito desejado em 50% dos microrganismos submetidos ao teste),
DLsy (dose letal), CLsy (concentracao letal), Clsy (concentragdo
inibitoria), CEsy (concentracao efetiva), CMI (Concentracdo Minima
Inibitoria), ICsy (inibigdo do crescimento) e Clsyp (concentragao

inibitéria que inibe em 50% o crescimento miceliano ou a germinagdo
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de esporos) (SHARVELLE, 1961; TORGESON, 1967; EDGINTON,
etal., 1971; RUSSEL, 2004; SILVA et al., 2006; REIS et al., 2010).

O monitoramento da sensibilidade a fungicidas em uma
populagdo de patdogenos € importante para determinar a presenca de
isolados resistentes. Este monitoramento ¢ necessario especialmente
para fungicidas com atividade sistémica, que apresentam um modo de
acdo especifica, isto ¢, atuam sobre um unico sitio do metabolismo do
fungo (KIMATI, 1995; GHINI & KIMATI, 2000).

Edgington et al. (1971) classificaram a sensibilidade de
fungos a fungicidas seguindo o seguinte critério: insensiveis se a DEsg
> 50 mg/L; moderadamente sensiveis se a DEs estiver entre le 10
mg/L; altamente sensiveis se a DEsy < 1 mg/L, sendo DEs, definido
como a concentragdo do ingrediente ativo capaz de inibir em 50% do
crescimento miceliano ou da germinagao de esporos do isolado.

A redugdo da sensibilidade (RS) de uma linhagem de um
fungo pode ser medida pelo fator de sensibilidade (FS). O FS
corresponde a: FS = (DLsy da linhagem suspeita/DLsy da linhagem
sensivel). Se o FS for 1,0 a sensibilidade esta sem alteracdo e sendo
maior que 1 indica que estd havendo reducdo na sensibilidade
(RUSSEL, 2004; REIS et al., 2010).

Valores de Clso de referéncia (linha de base da
sensibilidade) mais confidveis sdo aqueles determinados para estirpes
que ocorriam antes de um fungicida em particular ser usado.

Viarios fatores podem contribuir para o desenvolvimento
de isolado ndo sensivel como produto aplicado, intensidade de uso e
caracteristicas do organismo (ZAMBOLIM et al., 2007). A aplicagdo

de fungicida pode ser manipulada em fungdo de estratégias anti-
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resisténcia. Estas estratégias sao baseadas no principio de que quando
hé aplicac¢do do fungicida, também ¢ exercida uma pressao de selecdo
sobre a populagdo do patdogeno, podendo, a longo ou curto prazo,
dependendo da resisténcia genética envolvida, resultar na selecdo e
predominancia de individuos ndo sensiveis na populacdo do fungo
alvo (GHINI & KIMATI, 2000).

Comumente a falha no controle quimico de uma
determinada doenga ¢ atribuida ao fato de que, um determinado
fungicida ficou "fraco", atribuindo-se ao produto quimico, geralmente
a causa do insucesso no controle da doengca (ZAMBOLIM et al.,
2007).  Porém, o uso continuo pode promover a selecdo de fungos
fitopatogénicos  resistentes, ndo controlados pelo fungicida
anteriormente eficaz, colocando em risco a eficiéncia do método.
Assim, o surgimento de fungos fitopatogénicos resistentes a
fungicidas ¢ um sério problema que pode por em risco o controle

quimico (GHINI & KIMATI, 2000).
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CAPITULO I

ETIOLOGIA E QUANTIFICACAO DOS AGENTES CAUSAIS
DE MANCHAS FOLIARES NA CULTURA DO TRIGO NAS
SAFRAS 2008 A 2011

ROSANE BALDIGA TONIN' & ERLEI MELO REIS?

RESUMO - Este trabalho teve como objetivo identificar os fungos
fitopatogénicos associados a sintomas de manchas foliares em
amostras de trigo procedentes de lavouras de varias regides triticolas.
Foram analisadas dezesseis amostras do ano de 2008, setenta e seis do
ano de 2009, trinta e seis do ano de 2010 e trinta e quatro do ano de
2011, oriundas dos Estados do Parana, Santa Catarina, Minas Gerais e
Rio Grande do Sul. Discos foliares assépticos foram distribuidos em
gerboxes, constituindo uma camara umida e, incubados por oito dias,
em camara de crescimento com temperatura de 25+2°C e fotoperiodo
de 12 horas. Foram preparadas suspensdes de esporos de Drechslera
tritici-repentis e de micélio de D. siccans e inoculadas em plantas de
trigo do cultivar Mirante. Mensuragdes de conidios de D. tritici-
repentis também foram realizados. Constatou-se a ocorréncia de

Bipolaris sorokiniana, Drechslera tritici-repentis, D. siccans e

"Eng. Agr., M. Sc., doutoranda do Programa de Pés-graduagio em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de concentragio em Fitopatologia.
rosanetonin@yahoo.com.br

*Orientador, Eng. Agr, PhD. professor da FAMV/PPGAgro/UPF -
erleireis@tpo.com.br
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Stagonospora nodorum associados as lesdes foliares em trigo.
Verificou-se na safra 2008, a predomindncia de D. siccans com
incidéncia de 0 a 75 % nas amostras avaliadas, sendo o primeiro relato
desta espécie, em trigo, no Brasil. Nas safras 2009, 2010 e 2011,
houve a predomindncia de D. tritici-repentis. Os sintomas
confirmaram a patogenicidade dos agentes causais em trigo. As
mensuragdes dos conidios de D. tritici-repentis apresentaram valores
de comprimento, largura e numero de pseudoseptos semelhantes as

descri¢des na literatura.

Palavras-chave:  Triticum aestivum, Drechslera, Bipolaris,
Stagonospora, ocorréncia.

ETIOLOGY AND QUANTIFICATION OF CAUSAL AGENTS
OF WHEAT LEAF SPOTS IN 2008 TO 2011 GROWING
SEASONS

ABSTRACT - This study aimed to identify and quantify pathogenic
fungi associated with leaf spot symptoms in wheat leaves samples
taken from different wheat regions. Sixteen samples were analyzed in
2008, seventy-six in 2009, thirty five in 2010 and thirty four in 2011.
Samples were takem from heat fields in the states of Parana, Santa
Catarina, Minas Gerais and Rio Grande do Sul. Leaf discs cut from
the lesions border were incubated in acrylic boxes, providing a moist
chamber and incubated for eight days in a growth chamber at 25 + 2°C
and 12 h photoperiod. Spores suspensions were prepared for

Drechslera tritici-repentis and mycelium for D.siccans and inoculated
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in wheat cultivar Mirante. Conidia measurements of D. tritici-repentis
were also conducted. It was identified Bipolaris sorokiniana,
Drechslera tritici-repentis, D. siccans and Stagonospora nodorum
associated with wheat leaf lesions. D. siccans was the predominant
fungus in 2008, isolated from zero to 75% in the samples. This was
the first report of D. siccans on wheat in Brazil. In the 2009, 2010 and
2011, there was a predominance of D. tritici-repentis. The
characteristic symptoms of the causal agents were confirmed by the
pathogenicity in wheat. Measurements of conidia of D. tritici-repentis
showed values of length, width and number of pseudoseptos similar to

the descriptions in the literature.

Keywords: Triticum aestivum, Drechslera, Bipolaris, Stagonospora,
occurrence.



27

1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) ocupa papel de destaque
dentre os cereais produzidos no Brasil, tendo uma importante funcao
econOmica e social. Apesar dessa importancia, seu potencial nao tem
sido explorado devidamente (ARRUDA et al.,, 2005). Uma das
limitacdes encontradas pelos produtores para produzir trigo, na regido
sul do Brasil, ¢ o excesso de chuva e o acimulo de dias encobertos,
favoraveis a ocorréncia ¢ ao aumento da intensidade das doengas
(REIS et al., 2001a).

Devido as condicOes ambientais adversas, aliadas a
suscetibilidade das cultivares e dependendo das praticas culturais, o
trigo pode ter seu rendimento prejudicado pelo ataque de doengas
causadas por fungos. Os prejuizos no rendimento e na qualidade dos
graos sao maiores quando varias doengas ocorrem simultaneamente na
lavoura, entre estas destacam-se as que incidem na parte aérea da
cultura, como a ferrugem, o oidio e as manchas foliares (REUNIAO,
2005).

Os danos causados pelas doengas foliares sdao atribuidos
principalmente a reducdo da atividade fotossintética da planta
(BOHATCHUK et al.,, 2008). O oidio [Blumeria (Sin. Erysiphe)
graminis Speer f.sp. tritici Marchal], a ferrugem da folha (Puccinia
triticina Eriks), a mancha amarela (Drechslera tritici-repentis (Died)
Drechs.), a mancha marrom (Bipolaris sorokiniana (Sacc.) Shoem.) e
a septoriose (Stagonospora nodorum (Berk.) Berk.), sdo as principais
doencgas foliares na Regido Sul do Brasil (CSBPT, 2006; REIS &
CASA, 2005).
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Dentre as manchas foliares do trigo no Sul do Brasil, a
mancha-amarela, a mancha-marrom e a septoriose, estdo entre as
principais. Os agentes causais formam lesdes necroticas com halo
clordtico nas folhas e possuem capacidade de sobreviver na semente e
restos culturais. As manchas foliares ocorrem e t€ém maior intensidade
quando sdo utilizadas sementes infectadas ou quando o trigo ¢
cultivado sob monocultura em sistema de plantio direto (REIS et al.,
1998; ZAMBOLIM et al., 2000). Condi¢gdes ambientais, agressividade
dos patogenos, cultivar suscetivel e época do inicio da infecgao
também interferem na ocorréncia de epidemias (MEHTA, 1993).

A redugdo na produtividade pode atingir até 80% para
mancha marrom (MEHTA, 1993), até 48% para mancha amarela
(REES & PLATZ, 1983) e até 31% para septoriose (CASA et al.,
2001). Balardin (2001), verificou reducao na produtividade de 49,36%
devido a incidéncia destas manchas foliares.

O presente trabalho teve como objetivo identificar e
quantificar os fungos fitopatogénicos associados a sintomas de
manchas foliares em amostras de trigo procedentes de lavouras de

varias regides nos anos de 2008 a 2011.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Fitopatologia-
Micologia e em camara de crescimento vegetal, da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria da Universidade de Passo Fundo-

RS.
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2.1 Procedimento de identificacdo dos agentes causais

Amostras de folhas de trigo com sintomas de manchas
foliares, provenientes de lavouras de trigo do estado do Parana, Santa
Catarina, Minas Gerais ¢ Rio Grande do Sul, foram analisadas nos
anos de 2008, 2009, 2010 e 2011, sendo dezesseis amostras do ano de
2008, setenta e seis do ano de 2009, trinta e seis do ano de 2010 ¢

trinta e quatro do ano de 2011.

2.1.2 Isolamento

Para o isolamento foram cortados discos foliares de 9,0
mm de didmetro e feita a assepsia. A assepsia dos discos foliares foi
realizada através da imersao em solugdo de alcool 99%, lavando-os
ligeiramente em agua destilada e, em seguida, transferidos para uma
solugdo aquosa de hipoclorito de sédio 1%, por trés minutos e,
novamente lavados com 4gua destilada. Posteriormente, 25
discos/amostra foram distribuidos em caixas de acrilico, tipo gerbox
de poliestireno cristal (11 x 11 x 3,5 cm de altura), contendo no fundo
do recipiente uma espuma de nylon e duas folhas sobrepostas de papel
filtro, saturadas com é4gua destilada e esterilizada, formando uma
camara Umida.

A incubagdo foi conduzida em ambiente controlado,
camara de crescimento com temperatura de 254+2°C e fotoperiodo de
12 horas proporcionadas trés lampadas fluorescentes OSRAM
Universal, 40 watts de poténcia, localizadas a 50 cm acima dos

gerboxes.
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2.1.3 Avaliacio

Apo6s um periodo de incubagdo de oito dias, foi realizada a
avaliagcdo, com auxilio de microscopio estereoscopico, avaliando-se a
incidéncia e a identificagao dos fungos presentes nos discos foliares.
Por incidéncia entende-se o numero de unidades de plantas ou de
orgdos amostrados que estavam doentes, expresso em percentagem ou
propor¢ao, do nimero total de unidades avaliadas (CASA et al.,
2009).

ApoOs a quantificagdo através da observacao das estruturas
do fungo presentes no tecido vegetal, retirou-se, com o auxilio de uma
agulha histoldgica, fragmentos das lesdes contendo estruturas do
patégeno e transferidos para placas de Petri contendo meio semi-
seletivo de Reis (1983), para formar a cole¢ao de isolados de D.

tritici-repentis ¢ D. siccans utilizados nos ensaios de sensibilidade.

2.2 Postulados de Koch

2.2.1 Isolamento monosporico

Os isolados monosporicos de D. tritici-repentis utilizados
nos ensaios foram obtidos a partir de folhas com sintomas da doenca,
coletadas em lavoura, das cultivares de trigo COODETEC 104
(Pitangueiras/PR), BRS Guamirim (Coxilha/RS), Horizonte (Julio de
Castilhos/RS), Quartzo (Ventania/PR) e Onix (Santo Augusto/RS).

Ap6s a esporulacdo do fungo, adicionou-se em cada placa

de Petri agua destilada e esterilizada com a finalidade de obter-se uma
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suspensao de conidios. Em seguida, com auxilio de um pincel de pelo
de camelo niimero 20, foi realizada a remog¢do dos propagulos. Dessa
suspensdo foram pipetados 300 pL para placas de Petri contendo o
meio agar-dgua (FERNANDEZ, 1993). As placas foram incubadas a
22 °C com fotoperiodo de 12 horas, durante seis horas. Com o auxilio
de microscopio Optico e espatula pequenas por¢des de dgar-agua
contendo um Unico conidio germinado foram transferidos para placas
de Petri contendo meio de cultura BDA e, apds o crescimento das
colonias, transferiu-se o fungo para tubos e preservados na micoteca.

Para a obten¢do da colegdo de isolados de D. siccans nio
foi possivel a realizacdo do isolamento monospodrico devido a
limitacdo encontrada na obtengdo de esporos do fungo. A colecdo de
isolados foi obtida por isolamento a partir de folhas com lesdes das
cultivares de trigo Fundacep 52 (Vacaria/RS), Fundacep 30 (Lagoa
Vermelha/RS), Raizes (Panambi/RS), Safira (Coxilha/RS) e Vaqueano
(Passo Fundo/RS).

2.2.2 Multiplicacio do in6culo

Para a multiplicagdo do in6culo de D. tritici-repentis,
primeiramente, discos de micélio com 5 mm de didmetro de colonias
com sete dias de crescimento, foram transferidas para placas de Petri
contendo meio V8 e incubados em camara incubadora tipo BOD
(Marca Marconi) a 244+1°C por cinco dias, em escuro. ApOs este
periodo, as colonias do fungo foram submetidas a raspagem do
micélio com o auxilio da base de um tubo de ensaio, na presenga de

agua. O excesso de dgua foi removido e as placas foram novamente
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incubadas sob luz continua por 24h a 24+1°C, seguidos de 24h a
15+1°C, na auséncia de luz.

Para a multiplicacdo do indculo de D. siccans, foram
transferidos por¢des da colonia do fungo, para placas de Petri
contendo meio de cultura BDA pré-fabricado (200 g de batata, 15 g de
sacarose e 12 g de 4gar) preparado segundo Fernandez (1993). Essas
placas permaneceram em camara de crescimento a 25 + 2C e com

fotoperiodo de 12 horas durante sete dias.

2.2.3 Inoculac¢io em plantas

Plantas de trigo do cultivar Mirante foram cultivadas em
camara de crescimento vegetal, em vasos plasticos utilizando como
substrato solo peneirado. A inoculacao foi realizada no momento em
que as plantas atingiram o estadio de trés-quatro folhas (20 dias).
Suspensoes de esporos de D. tritici-repentis e, de micélio de D.
siccans foram preparadas pela dificuldade de esporulacdo do fungo
em meio de cultura. A concentracao utilizada foi de 8.000
conidios/mL.

A inoculacdo foi realizada através de atomizagdo da
suspensdo do inoculo + 1 gota/L de agua de espalhante Tween 20
(polioxietilenosorbitano) nas folhas de trigo. Para o tratamento
controle, a atomizacgao foi apenas de agua mais o espalhante adesivo.
A unidade experimental foi representada por um vaso com cinco
plantas e com quatro repeticdes. Apos a inoculagdo, as plantas

permaneceram cobertas com um saco plastico por 24 horas para
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manté-las com molhamento suficiente para favorecer a infec¢do. As
plantas foram mantidas a temperatura de 22 °C e fotoperiodo de 12

horas.

2.2.4 Avaliacio

Apds duas semanas, foi realizada a avaliagdo do numero
de lesoes/folha e a mensuracdo das lesdes, com auxilio de um
paquimetro digital. Das manchas foliares, 25 discos de 0,9 cm de
didmetro foram reisolados e dispostos em gerbox contendo espuma de
nylon e duas folhas sobrepostas de papel filtro, umedecidos com agua
destilada e esterilizada e mantidos em camara de crescimento com
temperatura de 25°C + 2 e fotoperiodo de 12 horas. Apos oito dias foi

realizada a avaliagao.

2.2.5 Mensurac¢ao de conidios

Para os estudos de morfologia dos conidios de D. tritici-
repentis foram preparadas placas de Petri com meio de cultura V8 ¢
submetidas a esporulacdo, conforme metodologia descrita no item
2.2.2, sendo mensurados 200 conidios/isolado. Para D. siccans a
mensuracdo ndo foi realizada pela limitagdo encontrada na obteng¢do
de esporos. Foram mensurados o comprimento, largura € nimero de
pseudoseptos dos conidios (aumento de 30x), em microscopio 6Otico

com ocular com gradua¢do micrométrica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacdo dos agentes causais

Associados ao material sintomatico de folhas de trigo,
foram identificados quatro patdogenos agentes causais de manchas
foliares: Bipolaris sorokiniana, Drechslera tritici-repentis, D.siccans
e Stagonospora nodorum.

Analisando as amostras referentes ao ano de 2008 (Tabela
1), B. sorokiniana apresentou incidéncia de 0 a 30 % (média de 5,94
%), D. tritici-repentis de 0 a 72 % (média de 18,00 %) e D. siccans de
0 a 75 % (média de 36,00 %). Entre as amostras analisadas no ano de
2009 (Tabela 2) verificou-se a presenga de B. sorokiniana em
incidéncia de 0 a 100 % (média de 15,05 %), D. tritici-repentis em
incidéncia de 12 a 100 % (média de 66,13 %), e D. siccans de 0 a 24
% (média de 3,11 %). No ano 2010, verificou-se incidéncia de B.
sorokiniana oscilando entre 0 a 21 % (média de 2,19 %), D. tritici-
repentis entre 0 a 100 % (média de 86,44 %), D. siccans entre 0 a 16
% (média de 2,14 %) (Tabela 3). A avaliagao referente as amostras do
ano 2011, apresentou incidéncia de B. sorokiniana de 0 a 35 % (média
de 7,53 %), de 0 a 96 % (média de 66,35 %) para D. tritici-repentis,
de 0 a 20 % (média de 3,12 %) para D. siccans e de 0 a 100 % (média
de 6,24 %) para S. nodorum (Tabela 4).

Verificou-se na safra 2008, freqiiéncia de B. sorokiniana
de 56,25 %, D. tritici-repentis de 62,50 % e D. siccans de 87,50 %
(Tabela 1), na regido de VCU 1. Considerando a safra de 2009, a
freqiiéncia de B. sorokiniana foi de 69,73 %, D. tritici-repentis de
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100,00 % e D. siccans de 32,89 % (Tabela 2), na regido de VCU I, Il e
III. Na safra 2010 a freqiiéncia de B. sorokiniana foi de 30,55 %, D.
tritici-repentis de 100,00 % e D. siccans de 33,34 % (Tabela 3), na
regido de VCU 1, II e III e frequéncia de 55,88 % de B. sorokiniana,
100,00 % de D. tritici-repentis, 38,23 % de D. siccans e S. nodorum
de 8,82 %, respectivamente, na safra 2011(Tabela 4) na regido de
VCULIL, M e IV.

Observou-se a ocorréncia dos fungos B. sorokiniana e D.
tritici-repentis nas regides de VCU I, considerada fria/amida/alta,
regido de VCU II sendo moderadamente quente/imida/baixa, regido
de VCU III, considerada quente/moderadamente seca/baixa do estado
e regido de VCU IV sendo quente/seca - Cerrado. D. siccans foi
detectado nas regidoes VCU I e II, ndo sendo encontrado na regido

VCU III e IV, sendo o0 mesmo observado para S. nodorum.
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Tabela 1. Incidéncia® de fungos associados a manchas foliares em
cultivares de trigo na regido VCU I, safra 2008

. Regiio Bipolaris Drechslera D.
Cultivar Local (VCgU)* soroEiniana tritici-repentis  siccans
Pampeano  Coxilha I 0 0 75
Fund.30Y L. Vermelha” I 0 0 30
Quartzo M. Castelhano” I 0 0 52
Quartzo Coxilha | 0 48 4
Abalone Vacaria 1 0 4 24
Supera L. Vermelha I 4 0 50
Raizes L. Vermelha 1 0 0 50
Louro L. Vermelha 1 12 4 60
Abalone Passo Fundo I 8 65 16
Marfim Vacaria 1 8 0 72
Supera Vacaria I 0 4 60
Guamirim L. Vermelha 1 16 4 75
Safira P. das Missdes” 1 4 12 0
Guabiju L. Vermelha I 10 25 4
Fund.52” Coxilha 1 30 50 4
Safira Passo Fundo 1 3 72 0
Média 5,94 18,00 36,00
Frequéncia 56,25 62,50 87,50

Y Fundacep 52, Fundacep 30, Lagoa Vermelha, Mato Castelhano, Palmeira das Missdes.
*Incidéncia (%) determinada em discos de 6mm de didmetro recortados de manchas
foliares e incubados 25 por amostra. *Valor de Cultivo e Uso.
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Tabela 2. Incidéncia® de fungos associados a manchas foliares em
cultivares de trigo na regido VCU 1, 11, III, na safra 2009

. Regido Bipolaris Drechslera D.
Cultivar Local (VgU)* soropkiniana tritici-repentis  siccans
Safira Coxilha 1 12 72 24
Onix Coxilha I 32 40 8
Abalone Coxilha 1 20 52 12
Fundacep 52 Espumoso I 0 67 0
Safira Coxilha 1 4 44 8
Mirante Coxilha 1 8 40 4
Marfim Coxilha 1 12 40 4
BRS 296 Carazinho 1 12 75 0
Quartzo Coxilha 1 20 12 0
Quartzo Carazinho 1 12 81 0
Onix Cirfaco I 20 86 12
Valente Coxilha 1 0 32 0
Guamirim Carazinho 1 12 24 0
Nova Era Ibiraiaras 1 4 80 16
Marfim Carazinho 1 16 60 12
Quartzo Chapada 1 40 52 4
Abalone Chapada I 20 100 0
Pampeano Coxilha I 16 38 16
Marfim Chapada I 16 96 4
Campeiro Chapada I 12 94 8
Quartzo Carazinho | 20 20 12
Raizes Carazinho 1 4 24 0
Mirante Chapada I 24 96 0
Campeiro Ciriaco | 0 12 0
Quartzo Ciriaco | 60 24 12
Mirante Ciriaco 1 92 28 0
Safira Ciriaco 1 8 32 12
Abalone P. Fundo” | 4 84 4
Onix Ciriaco I 24 44 12
Guamirim Tucunduva 1I 4 92 0
Raizes Tucunduva 11 100 20 0
Fundacep 52 Tucunduva 11 76 96 4
Mirante Tucunduva 11 8 96 0
Quartzo Tucunduva 1I 8 85 0
Safira S. Rosa’ 11 0 100 0
BRS 296 C. Novo® 11 95 40 0
Cristalino Tucunduva 11 4 100 0
Guamirim C. Novo 11 14 96 8
BRS 208 C. Novo 11 4 92 8
Safira C. Novo 11 0 100 0
Horizonte Tucunduva 11 46 100 0
CD 117 C. Novo 11 16 76 4
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CD 114 C.Novo 11 12 100 12
Cristalino C.Novo 11 12 80 0
Raizes Tjui I 8 96 4
Horizonte C. Novo 1I 4 100 8
Raizes C. Novo 1I 8 96 0
Quartzo [jui II 4 100 0
Marfim [jui II 0 100 0
7051 Faxinal 11 0 100 0
Asteca Faxinal 1I 0 72 0
6022 Faxinal 11 8 68 0
CD 104 Faxinal 11 12 52 0
Bio 06007 Faxinal 11 0 68 0
BRS 208 Faxinal 11 8 52 0
BRS 220 Faxinal 11 28 40 0
Valente Faxinal 11 4 52 0
6027 Faxinal 11 0 76 0
7218 Faxinal 11 0 80 0
6016 Faxinal 11 4 84 0
7052 Faxinal 11 0 80 0
6011 Faxinal 11 0 80 0
6004 Faxinal II 0 85 0
6014 Faxinal 11 0 80 0
Quartzo Faxinal 1I 0 89 0
Mirante Faxinal 11 0 100 0
Mirante Ventania 11 0 12 0
Onix Ventania 11 0 60 0
Asteca Cambé 111 0 48 0
Mirante Cambé 111 0 56 0
IPR 136 Cambé 111 4 48 0
Supera Cambé 1T 0 16 0
Valente Cambé 111 0 24 0
Quartzo Cambé 1T 4 36 0
BRS Tangard  Apucarana I 54 68 0
CD 116 Apucarana I 61 86 0
Média 15,05 66,13 3,11
Frequéncia 69,73 100,00 32,89

YCampo Novo, Passo Fundo, Santa Rosa *Incidéncia (%) determinada em discos de
6mm de diametro recortados de manchas foliares ¢ incubados 25 por amostra.
*Valor de Cultivo e Uso.
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Tabela 3. Incidéncia® de fungos associados a manchas foliares em
cultivares de trigo na regido VCU 1, I, III, na safra 2010

Cultivar Local Regido Bipolaris Drechslera  D.
(VCU)*  sorokiniana tritici-repentis  siccans

Horizonte J.Castilhos I 0 96 12
Safira Passo Fundo I 0 93 3
Safira Coxilha I 0 100 4
Safira Vacaria I 0 100 4
Mirante Vacaria I 0 74 0
Fundacep 52 Vacaria | 0 92 4
Pioneiro Passo Fundo I 18 75 4
Guamirim J. Castilhos” I 4 42 16
Mirante Passo Fundo I 0 93 0
BRS 220 C. Mourio” 11 0 88 0
Quartzo C. Mourao 11 4 96 0
Vaqueano S. Augusto” I 0 94 5
Itaip S. Augusto 11 0 86 0
Alcover S. Augusto 11 0 84 0
Raizes Panambi II 21 67 12
Ivai S. Augusto I 0 85 0
Abalone S. Augusto 11 0 85 7
Abalone Ventania 11 0 64 3
Quartzo Ventania 11 0 79 0
Mirante Ventania 11 4 83 0
Mirante S. Augusto 11 0 83 0
Onix S. Augusto II 0 92 0
Safira Entre Tjuis I 4 83 3
Quartzo Faxinal 1I 0 40 0
Safira Piratuba I 4 100 0
Valente Pitangueiras III 4 100 0
Taurum Pitangueiras III 8 100 0
CD 104 Pitangueiras III 4 100 0
Bio 007051 Pitangueiras III 4 100 0
Abalone Pitangueiras III 0 86 0
Ivai Pitangueiras 1T 0 85 0
Itaupu Pitangueiras 1T 0 79 0
Mirante Pitangueiras 1T 0 92 0
BRS Tangarda  Pitangueiras 1T 0 100 0
BRS Pardela  Pitangueiras III 0 100 0
BRS 208 Pitangueiras 111 0 96 0
Média 2,19 86,44 2,14
Frequéncia 30,55 100,00 33,34

YCampo Mourdo, Julio de Castilhos, Santo Augusto *Incidéncia (%) determinada
em discos de 6mm de diametro recortados de manchas foliares e incubados 25 por
amostra. *Valor de Cultivo e Uso.
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Tabela 4. Incidéncia® de fungos associados a manchas foliares em
cultivares de trigo na regido VCU I, 11, 111, na safra 2011

Cultivar Local Regiio B:soroki D.tritic_i- _ D. S.no-
VCU)* niana repentis _ siccans  dorum
Mirante M.Castelhano” I 0 88 0 12
Safira Erebango I 0 89 3 0
Marfim Passo Fundo I 26 65 0 0
Mirante Passo Fundo I 9 82 3 0
Safira M.Castelhano I 0 94 0 0
Marfim P. Missdes” I 0 90 0 0
BRS 220 P. Grossa” I 24 44 12 0
CD 116 Castro I 20 36 3 0
Mirante P. Grossa I 16 44 16 0
CD 114 Cascavel I 0 0 0 100
CD 117 Cascavel I 0 0 0 100
Marfim Entre Ijuis II 4 80 16 0
Campeiro Entre Ijuis II 4 68 16 0
Quartzo Entre Tjuis II 14 85 4 0
Mirante Entre Tjuis II 10 80 0 0
Horizonte Santa Rosa II 0 74 3 0
Safira Santa Rosa II 0 96 0 0
Mirante Santa Rosa II 0 63 0 0
Quartzo Ventania II 0 74 0 0
Horizonte Santo Augusto II 0 72 0 0
Mirante Santo Augusto II 6 93 3 0
Itaipu Santo Augusto II 0 75 3 0
Quartzo Santo Augusto II 0 71 0 0
Guamirim Santo Augusto II 12 80 4 0
Pioneiro Santo Augusto II 20 64 0 0
BRS Tang.” Tibagi I 8 40 0 0
CD 116 Tibagi I 12 32 0 0
BRS 220 Tibagi I 35 30 20 0
BRS Tang. Itapeva II 4 61 0 0
Pardela Arapongas III 4 92 0 0
CD 116 Arapongas III 0 90 0 0
ONIX Indianapolis III 0 72 0 0
BRS 264 Indianapolis 1 16 68 0 0
BRS 254 Indianapolis III 12 64 0 0
Média 7,53 66,35 3,12 6,24
Frequéncia 55,88 100,00 38,23 8,82

YBRS Tangara, Mato Castelhano, Palmeira das Missdes, Ponta Grossa. *Incidéncia
(%) determinada em discos de 6mm de diametro recortados de manchas foliares e

incubados 25 por amostra. *Valor de Cultivo e Uso.
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Nas amostras referentes ao ano de 2008 os patogenos B.
sorokiniana, D. tritici-repentis e D. siccans foram detectados. O
fungo D. siccans foi constatado pela primeira vez em amostras
foliares de trigo, constituindo assim, o primeiro relato desta espécie
no Brasil. As amostras do ano de 2008 apresentaram incidéncia e
freqiiéncia superiores de D. siccans a D. tritici-repentis e B.
sorokiniana (Tabela 1).

Stolte (2009), em trabalho visando determinar a etiologia
de manchas foliares também relata que em avaliagdo de amostras
correspondentes ao ano de 2005 detectou a presenga de uma outra
espéciec de Drechslera, provavelmente D. siccans que, pela
dificuldade de producdo de conidios em meio artificial, ndo foi
mensurada, mas visualmente apresentava tamanho de conidios
menores do que os de D. tritici-repentis. A incidéncia variou de 2 a
20%.

Amostras correspondentes a safra agricola 2009
apresentaram incidéncia e freqiiéncia superiores de D. tritici-repentis
a B. sorokiniana e D. siccans (Tabela 2).

Na analise das amostras da safra 2010, o fungo D. tritici-
repentis também apresentou maior freqiiéncia e incidéncia nas
amostras avaliadas e apenas os géneros Drechslera e Bipolaris foram
encontrados (Tabela 3), conduzindo a suspeita de que poderia existir
resisténcia do fungo D. tritici-repentis, aos fungicidas empregados
nas lavouras de trigo, face a dificuldade de controle da mancha-
amarela nas ultimas safras em diversas regioes do Brasil.

Dados referentes a safra 2011, mostram a ocorréncia dos
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fungos D. tritici-repentis, B. sorokiniana, D. siccans e S. nodorum,
sendo que a ocorréncia de S. nodorum foi registrada somente nesta
safra, ndo se observando nas demais em estudo. O fungo D. tritici-
repentis predominou nas amostras avaliadas, com freqiiéncia de 100
% (Tabela 4).

Nota-se que, em nenhuma da amostras analisadas
envolvendo estados do Parana, Rio Grande do Sul, Minas Gerais ¢
Santa Catarina, o fungo S. tritici, foi encontrado. Conforme Reunido
(2011), as principais manchas foliares do trigo, na regido sul do
Brasil, sdo a mancha-amarela da folha, causada por Drechslera spp.,
a mancha marrom causada por B. sorokiniana e a septoriose causada
por S. nodorum, os resultados encontrados no presente estudo
confirmam os agentes causais.

Danelli et al. (2011), em estudos de etiologia e
intensidade de manchas foliares em cultivares de trigo em trés locais
do Rio Grande do Sul, Brasil relata que os principais fungos
causadores de manchas foliares em Passo Fundo, Santo Augusto e
Vacaria foram B. sorokiniana (0,67%), D. siccans (18,0%), D. tritici-
repentis (43,0%) e S. nodorum (51,0%), registrando a presenga de D.
siccans e o ressurgimento de S. nodorum, que conforme os resultados
obtidos no trabalho, foi detectado somente na safra 2011.

O trabalho conduzido por Soares & Castro (2003),
indicou que tanto as cultivares como as linhagens mostraram-se mais
suscetiveis as manchas foliares do que ao oidio e a ferrugem da folha,
em avaliagdo de cultivares do Ensaio Estadual e linhagens do Ensaio

Regional de trigo no Rio Grande do Sul, safra de 2002. Prestes et al.
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(2002), em estudos sobre a incidéncia de manchas foliares em trigo,
descreve que dentre os fungos associados as manchas foliares
observaram a predominancia na seguinte ordem, S. nodorum, D.

tritici-repentis e B. sorokiniana.

3.2 Postulados de Koch

As plantas testemunhas pulverizadas com &4gua +
espalhante Tween 20 ndo apresentaram sintomas. Apds o periodo de
incubacao (15 dias), foram observados sintomas de mancha-amarela.
Os sintomas observados foram semelhantes aos descritos na
literatura, iniciaram por pequenas manchas cloréticas, com o passar
do tempo a area de tecido amarelecido aumentou em didmetro
surgindo uma regido necrosada, de cor parda. Tanto a borda de tecido
amarelecido como o centro morto, aumentaram em area, em funcao
do tempo.

O nome comum da doenca, mancha amarela, deve-se a
presen¢a da borda ou halo de tecido amarelecido, pronunciado, que
circunda as lesdes. A borda ou halo amarelo ¢ atribuido a producao
de toxina pelo agente causal (LAMARI & BERNIER, 1989).

O numero de lesdes/folha em trigo, inoculada com D.
tritici-repentis, variou de 11 a 52 lesoes (Tabela 5). Para D. siccans o
numero de lesdes/folha variou de 2 a 10 lesdes (Tabela 6).

O tamanho de lesdes de D. tritici-repentis encontrado
oscilou de 1,09 a 12,84 mm (Tabela 5). Este valor esta de acordo com
o descrito por Reis & Casa (1996), os quais relatam que o didmetro

das lesdes pode atingir 12 mm de comprimento.
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Tabela 5. Numero de lesdes/folha, tamanho de lesdes e severidade
foliar de isolados de Drechslera tritici-repentis em trigo

Isolado Lesoes Tamanho de Severidade
folha (n°) les6es (mm) estimada (%)

01/QTZ 14-45 (28,75)*  1,09%*-12,17*** 80

02/ONX 14-36 (26,85) 2,06-7,64 48

03/HTZ 12-42 (22,6) 2,30- 8,20 62

04/GUA 16-52 (30,85) 1,43-12.84 70

05/CD 11-39 (24,32) 2,12-9.46 60

*valores entre parénteses representam as médias **minima ***maxima (mm)

Quanto a severidade da doenca, o isolado 01/QTZ
apresentou maiores valores (80%) e o isolado 02/ONX, foi atribuido
o menor valor. Conforme menciona Luo & Zeng (1995), o carater
expansao de lesdo também pode ser usado para avaliar a
agressividade de estirpes ou ragas de bactérias e de fungos
patogénicos.

Para o fungo D. siccans o tamanho de lesdes variou de
1,02 a 4,46 mm (Tabela 6). Os resultados das inoculagdes confirmam
a patogenicidade de D. tritici-repentis e D. siccans em trigo. Os
baixos valores de lesdes/folha de D. siccans podem ser devidos ao

predominio de micélio na suspensdo inoculada e ndo de conidios.
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Tabela 6. Numero de lesdes/folha e tamanho de lesdes de isolados de
Drechslera siccans em trigo

Isolado Lesoes Tamanho de
folha (n°) lesGes (mm)
01/F30 2-8(4)* 1,02%% - 3, 75%%%
02/RZ 2-50) 2,08 - 3,22
03/SF 3-6(3,8) 2,30-4,29
04/F52 5-10(6,2) 1,43 -2,12
05/VQ 3-8(5,60) 2,14 -4,46

* valores entre parénteses representam as médias ** minima *** maxima (mm)

Os valores minimos, maximos e médias das caracteristicas
conidiais estudadas, comprimento, largura e nimero de pseudoseptos
constam na Tabela 7. Dentro do grupo dos fungos dematidceos
Hyphomicetes como dos géneros Bipolaris, Drechslera e
Exserohilum, o tamanho dos conidios e o numero de septos por
conidios constituem-se num critério importante para a separagao de
espécies (HARDING, 1975a).

Na mensuracao de conidios, obteve-se valores minimos e
maximos entre 50-340 (média 176) um de comprimento, 10-15
(média 10,38) um de largura e 1 -11 (média 6) pseudoseptos, que
comparada com a descricdo do fungo por Wiese (1987) 45-200 pm x
12-21, 4 a 7 pseudoseptos ou 80-250 (117) x 14-20 (17,7) pum e 1-9
pseudoseptos segundo Ellis (1971), assemelha-se a D. tritici-repentis.
O valor méximo do comprimento de conidios apresentou limite
superior maior que o descrito por Ellis (1971) e Wiese (1987), mas
dentro da média citada pelos autores. Valores minimos de largura dos
conidios se assemelham aos citados por Stolte (2009). O niimero de

pseudoseptos encontrados (1 a 11) apresentou um limite superior



46

maior que o descrito por Ellis (1971) (1 a 9) e por Wiese (1987) (4 a
7), mas também dentro da média citada pelos autores. As dimensdes
dos conidios variam entre os isolados e com as condi¢des que sdo
produzidos (OU, 1972).

De acordo com Lutrell (1955), a ocorréncia de
temperaturas altas (28°C) induzem a forma¢do de conidios curtos,
enquanto que temperaturas baixas (14°C) favorecem a produgdo de
conidios mais longos. Na metodologia utilizada para a obtengdo de
esporos do fungo, em estudo, a coldnia permaneceu 24h no escuro, a
15°C, o que pode ser explicado pelas diferengas encontradas. O
comprimento, largura e septos podem variar com a concentragdo de
glicose adicionada ao meio de cultura, exercendo um marcado efeito
sobre essas caracteristicas (ELLIOTT, 1949). Outros fatores, como o
pH inicial do meio, fontes de nitrogénio e a idade do meio de cultura,
podem também afetar tais caracteristicas (TARR & KAFI, 1968;
HARDING, 1975b; RUPPEL, 1974).

Moschen (2008), na mensurac¢ao de conidios em meio V8-
agar, encontrou valores minimos ¢ maximos de 140-250 pum de
comprimento, 15-25 pum de largura e média de 4 pseudoseptos.
Valores encontrados no presente trabalho, utilizando o mesmo
substrato, na média apresentaram valores minimos e maximos
oscilando entre 50 -340 um de comprimento, 10-15 um de largura e
média de 6 pseudoseptos. Stolte (2009), na mensuragdo de conidios
obtidos em meio V8, encontrou valores de comprimento e largura 70-
270 x 10-25 pm e média de 7 pseudoseptos.

Os conidios observados, ao microscopio Optico

apresentaram morfologia idéntica a do fungo D. tritici-repentis, isto ¢,
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conidios solitarios, cilindricos, retos ou ligeiramente curvados,
arredondados no 4apice e a base caracteriza-se por possuir forma
conica, conhecida como cabeca de cobra, subhialinos a ligeira

coloracdo palha (ELLIS,1971).

Tabela 7. Valores minimos, maximos e média do comprimento,
largura e nimero de pseudoseptos de esporos de cinco
isolados de Drechslera tritici-repentis

Isolado Comprimento Largura Pseudoseptos
pm (n°)

01/QTZ 50 -340 (180)* 10-15(10,7)* 1-11(5,6)*
02/ONX 60 - 250 (176) 10-10 (10) 2-11(7,2)
03/HTZ 60 - 260 (180) 10-10(10) 2-11(7,4)
04/GUA 60 - 230 (169) 10-15(11,2) 2-8(5,7)
05/CD 70 - 250 (177) 10-10(10) 2-10(6,6)
Média 60 - 266 (176) 10-12(10,38) 1,8-10,2(6,5)

* yvalores entre parénteses representam as médias

4 CONCLUSOES

O fungo Drechslera siccans foi constatado pela primeira
vez em amostras foliares de trigo na safra 2008, constituindo assim, o
primeiro relato desta espécie no Brasil.

Os fungos D. tritici-repentis, D. siccans, B. sorokiniana e
S. nodorum, sdo os principais agentes causais de manchas foliares em
trigo na regido Sul do Brasil.

A ocorréncia dos fungos, agentes causais de manchas

foliares em trigo, ndo ¢ constante ao longo das safras.
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O fungo Drechslera tritici-repentis predomina em
manchas foliares de trigo.

Nao houve a presenga em nenhuma das amostras
analisadas nos anos de 2008 a 2010, dos fungos S.nodorum e¢/ou S.
tritici, também causadores de manchas foliares em trigo.

Os isolados de Drechslera tritici-repentis e D. siccans

foram patogénicos em trigo.
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CAPITULO 11

PRODUCAO DE CONIDIOS E CRESCIMENTO
MICELIANO IN VITRO DE Drechslera tritici-repentis EM
DIFERENTES SUBSTRATOS SOLIDOS

ROSANE BALDIGA TONIN' & ERLEI MELO REIS?

RESUMO - O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia
- Micologia da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da
Universidade de Passo Fundo/UPF, com o objetivo de avaliar a
esporulagdo e o crescimento miceliano de Drechslera tritici-repentis
em diferentes substratos. A esporulacdo foi avaliada em sete meios de
cultura agarizados: alimento infantil, BDA, extrato de folha de trigo,
farinha integral de trigo, farinha integral de centeio, suco de tomate e
suco V8-dgar. Para a indugdo de esporulagdo, foram avaliadas
concomitantemente duas técnicas. Os dados foram expressos em
namero de esporos/cm’ do substrato. Para a avaliacdo do crescimento
miceliano, foram estudados oito meios de cultura compostos de
alimento infantil; BDA; BDA pré-fabricado; extrato de malte, extrato
de folha de trigo, farinha de trigo; suco de tomate e suco V8-agar e,

submetidos a dois regimes de luz: escuro e fotoperiodo de 12h. O

"Eng. Agr., M. Sc., doutoranda do Programa de Pés-graduagio em Agronomia
(PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de concentragio em Fitopatologia.
rosanetonin@yahoo.com.br

*Orientador, Eng. Agr, PhD. professor da FAMV/PPGAgro/UPF -
erleireis@tpo.com.br
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delineamento dos ensaios foi de tratamentos inteiramente
casualizados, com cinco repeticdes. Os dados foram submetidos a
analise da variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. No meio de cultura suco V8-Agar, associado a
técnica do estresse do micélio, na presenca de dgua, obteve-se maior
esporulacdo de D. tritici-repentis. Para crescimento miceliano o meio
extrato de folha de trigo e BDA pré-fabricado mostraram-se
promissores para conducao de testes de fungitoxicidade pelo seu baixo

custo, caracteristicas de colonia e praticidade.

Palavras-chave: Pyrenophora tritici-repentis, meio de cultura,
mancha-amarela, trigo.

IN VITRO CONIDIA PRODUCTION AND MYCELIAL
GROWTH OF Drechslera tritici-repentis ON
DIFFERENT SOLID SUBSTRATES

ABSTRACT - The study was conducted at the Laboratory of Plant
Pathology, Faculty of Agronomy and Veterinary Medicine, University
of Passo Fundo/UPF, to evaluate the mycelial growth and the
sporulation of D. tritici-repentis on different substrates. The pathogen
sporulation was evaluated on seven agar media: V8 juice-agar, baby
food, wheat leaf extract, PDA (Potato- Dextrose- Agar), tomato juice,
wheat flour and rye flour. For sporulation induction in the culture
media two techniques were compared. The data were transformed into
espore/cm” number. Eight culture media for mycelium growth were

studied: malt extract, wheat leaf extract, tomato juice, V8-agar, PDA,
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wheat flour, dehydrated PDA, submitted to different light regimes:
dark and 12h photoperiod. The experimental design was a complete
randomized with five replications. Data were subjected to analysis of
variance and means were compared by Tukey test at 0.005. The
highest spore production was obtained in V8 juice-agar associated to
the mycelium stress in the presence of water. For mycelial growth the
best substrates were wheat leaf extract, dehydrated BDA which can be
used to perform fungitoxicity tests due to its low cost, and convenient

colony features.

Keywords: Pyrenophora tritici-repentis, culture medium, wheat,
yellow spot.
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1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) ¢ uma das principais
culturas agricolas do Sul do Brasil, sendo um cereal adaptado a
diferentes regides e cultivado em todos os continentes do mundo
(LANZARINI, 2006).

A mancha-amarela do trigo, cujo agente causal ¢ o fungo
Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoemaker, é de ocorréncia
mundial, sendo a mancha foliar mais freqliente e mais intensa nas
lavouras em que o trigo ¢ cultivado em monocultura e em sistema
plantio direto (REES & PLATZ, 1980; REIS et al., 2011).

A mancha-amarela foi relatada como doenca importante
na Australia (REES & PLATZ, 1979), no Canadd (WRIGHT &
SUTTON, 1990) e nos Estados Unidos (HOSFORD, 1982). No Brasil,
a primeira referéncia sobre o agente causal foi feita por Costa Neto
(1967), relatando a ocorréncia no Rio Grande do Sul, em 1959. Mehta
(1993), relatou ocorréncia de epidemia da doencga, no estado do Parana
em 1973. O fungo foi detectadodo em sementes de trigo, no Brasil, em
1976 (LUZ & LUZZARDI, 1976).

Mesmo sendo um microorganismo amplamente estudado,
o fungo D. tritici-repentis apresenta uma série de limitagdes de
esporulagdo e crescimento em condi¢gdes controladas.

A qualidade e intensidade da luz sdo fatores que podem
influenciar o crescimento vegetativo, induzir a formacgao de estruturas
reprodutivas, forma e tamanho dos esporos de muitas espécies
fingicas. A auséncia de luz também podem induzir ou inibir o

crescimento e a esporulagdo de alguns fungos (MATHUR &
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NEERGAARD, 1973; MINUSSI et al, 1977, TEIXEIRA et al.,
2001).

O cultivo in vitro deste fungo é de grande importancia
para conducdo de trabalhos de pesquisa que exijam producdo de
inoculo em larga escala. Para isso, ¢ necessario estabelecer condig¢des
ideais para a producdo de esporos e crescimento miceliano deste
fitopatdgeno.

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como
objetivo testar substratos e técnicas para a producdo de esporos e,
selecionar o melhor meio de cultura para o crescimento miceliano para

conducdo de estudos envolvendo testes de fungitoxicidade.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia -
Micologia da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterindria da

Universidade de Passo Fundo/UPF.

2.1 Obtencao do indéculo

A cepa monosporica de D. tritici-repentis utilizada nos
ensaios foi obtida por isolamento a partir de folhas com sintomas da
doenca, coletadas em lavoura, da cultivar de trigo BRS Guamirim,

procedente de Coxilha/RS.
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2.2 Composicao dos meios de cultura para producio de esporos

Os substratos utilizados com as respectivas composi¢des
foram: 1) alimento infantil - 75g de alimento infantil (contendo agua,
cenoura, batata, feijdo, cebola, chuchu, 6leo de milho, polpa de
tomate, leite desnatado, soro de leite, 6leo de canola, amido, farinha
de arroz, beterraba, sal (Produto de Nestlé Brasil Ltda), 14g 4gar, 1L
agua destilada (ALMEIDA, 1976), 2) BDA - 39g de BDA (Marca
Merch), 1L agua destilada, 3) extrato de folha de trigo - 3g de folha de
trigo, 20 g de BDA, 8 g de agar elL de dgua destilada, 4) Farinha
integral de centeio - 50g de farinha de centeio, 14g de agar e 1L de
agua destilada, 5) farinha integral de trigo - 50g de farinha de trigo,
14g de agar e 1L de agua destilada, 6) Suco de tomate — 200 mL suco
de tomate (Produto da Campbell Soup Co., contendo suco
concentrado de tomate, sal e antioxidante acido ascorbico; 14g agar,
3g CaCO; e 800ml agua destilada,7) Suco V8-agar - 200 mL suco V8§
(Produto da Campbell Soup Co., (contendo mistura de sucos vegetais:
cenoura, aipo, beterraba, salsa, alface, agrido e espinafre, sal,
antioxidante, acido ascorbico, acidulante acido citrico e aromatizante),
3g CaCOs, 14g agar, 800ml agua destilada (TUITE,1969).

Apbés o preparo, todos os meios de cultura foram
esterilizados por autoclavagem durante 20 minutos a 121°C. Em
seguida, foram vertidos em placas de Petri plasticas (tamanho 90 x 15

mm) em camara de fluxo laminar.
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2.2.1 Metodologia para producio de conidios

Primeiramente, discos de micélio de 5 mm de diametro,
obtidos de colonias puras do fungo, foram transferidos para placas
contendo os diferentes meios e incubados em camara incubadora tipo
BOD (Marca Marconi), em escuro continuo, a 24+1°C por cinco dias.
Apos este periodo, as colonias do fungo foram submetidas a duas
técnicas: Técnica 1 - estresse da colonia pela raspagem do micélio
com o auxilio da base de um tubo de ensaio, na presenga de agua;
Técnica 2 - estresse da colonia pela raspagem do micélio com auxilio
de lamina microscopica esterilizada, na auséncia de dgua. As placas
foram novamente incubadas por 24h a 24+1°C, com presenca de luz
continua e, em seguida mantidas a 15£1°C, em escuro por mais 24h.
O procedimento utilizado foi baseado na metodologia descrita por

Lamari & Bernier, (1989), com modificagoes.

2.2.2 Avaliacio in vitro

Ap6s um periodo de sete dias procedeu-se a avaliacdo. A
colonia em esporulagdo foi avaliada quanto a quantidade de esporos
produzidos/cm®. Para a quantificagio da esporulagio adicionou-se
cinco mL de 4gua destilada em cada placa, fez-se a raspagem da
coldnia para a remog¢do dos esporos com o auxilio de um pincel pelo
de camelo numero 20, e posterior contagem dos conidios em
microscopio. A suspensdo de conidios obtida foi transferida para tubos
de ensaio. Os tubos foram agitados em agitador tipo vortex e retiradas

quatro aliquotas de 10uL por tubo, depositadas em Ilaminas
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microscopicas e, por varredura, sob microscopio Optico, contados os
T , , 1: )
conidios. Os dados foram expressos em numero de conidios/cm” do

substrato.

2.2.3 Diametro das colonias

A avaliacdo foi realizada com o auxilio de um paquimetro
digital marca Mitutoyo, medindo-se em dois sentidos perpendiculares
o didmetro das colonias (mm), submetidas as técnicas de estresse pela
raspagem do micélio na presenca e auséncia de agua com a parte
inferior do tubo de ensaio e lamina microscopica esterilizada, ap6s um

periodo de sete dias de crescimento.
2.2.4 Delineamento experimental

A unidade experimental foi constituida por uma placa de
Petri. Os experimentos foram realizados duas vezes utilizando-se para
a analise estatistica a média dos dois ensaios.

O delineamento do ensaio foi de tratamentos inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 7 x 2 (meios de cultura x técnicas),
com cinco repeti¢des.

Os resultados foram submetidos a analise da variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
utilizando-se o programa estatistico ASSISTAT (SILVA &
AZEVEDQO, 2006).
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2.3 Metodologia para crescimento miceliano

Para a avaliagdo do efeito dos diferentes meios de cultura,
no desempenho do crescimento radial das colonias do fungo, foram
testados oito meios de cultura agarizados.

Os substratos empregados no estudo foram: 1) alimento
infantil, 2) BDA (Marca Merch), 3) BDA pré-fabricado (extrato de
200g de batata, 20g de dextrose e 14 g de 4gar), 4) extrato de folha de
trigo, 5) extrato de malte (20g extrato malte, 1g peptona, 20g dextrose,
14g agar, 1L 4gua destilada (TUITE, 1969), 6) farinha de trigo, 7)
suco de tomate, 8) suco V8-Agar. A composi¢io dos meios seguem a
metodologia descrita no item 2.2.

No dia seguinte ao preparo dos meios de cultura, discos de
micélio com 5 mm de didmetro de colonias com sete dias de
crescimento, foram transferidos para o centro das placas contendo os
meios diferenciados. As coldnias foram submetidas a dois regimes de
luz: escuro (placas cobertas com papel aluminio) e fotoperiodo de
12h.

As placas dos tratamentos com luz foram distribuidas ao
acaso, em camara de crescimento, com lampadas OSRAM Universal,
40 watts, fotoperiodo 12 horas a 25°+2°C. As unidades experimentais
do regime escuro foram envolvidas em papel aluminio e distribuidas

ao acaso, em local fechado, em camara de crescimento.
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2.3.1 Avaliacio

A avaliagdo foi realizada com um paquimetro digital
(marca Mitutoyo), medindo o didmetro das colonias, em dois sentidos
perpendiculares, quando o crescimento do fungo em um dos
tratamentos atingiu a borda da placa.

Os experimentos foram repetidos duas vezes, utilizando na
analise estatistica a média dos dois experimentos.

O delineamento do ensaio foi de tratamentos inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 8 x 2 (meios de cultura x regimes de
luz), com cinco repeti¢des. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade utilizando-se o programa estatistico

ASSISTAT (SILVA & AZEVEDO, 2006).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Esporulacio in vitro

Nos tratamentos testados ocorreram  diferengas
significativas com relagdo a esporulacdo de D. tritici-repentis (Tabela
1). A interacdo entre meios de cultura e técnicas foi significativa
(p<0,05).

Verificou-se que a maior esporulacdo do fungo, ocorreu
no meio de cultura a base de suco V8, diferindo significativamente
dos demais substratos. Neste substrato foram produzidos 9.943,16

7 q: 2 . \ r .
conidios/cm” quando submetido & Técnica 1.
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Os resultados corroboram aqueles obtidos por Moschen et
al. (2008), em trabalho conduzido com diferentes meios de cultura
visando a esporulacdo de D. tritici-repentis, onde o meio de cultura
suco V8 destacou-se dos demais substratos comparados. Outros
autores também descrevem o meio V8 como sendo adequado para a
produgdo de esporos do fungo (HUNGER & BROWN, 1987; KRAN,
1971; PLATT et al., 1977).

O meio a base de suco V8 propicia o crescimento micelial
e a esporulacao de varios fungos (KRUPINSKY, 1982; PIANA &
PRESTES, 1993; FERNANDES & SANTOS, 1996), inclusive para os
de dificil esporula¢ao como D. tritici-repentis.

Na Técnica 1, os substratos compostos de Alimento
infantil, extrato de folha de trigo e suco de tomate, ndo diferiram
significativamente entre si quanto a esporulacao. Os meios de cultura
a base de farinha de trigo, farinha de centeio e BDA, apresentaram as
menores produgdes de esporos.

Na Técnica 2, o meio de cultura V8 também destacou-se
dos demais substratos comparados. Nos meios de cultura alimento
infantil, farinha de trigo, farinha de centeio, BDA e extrato de folha
ocorreu baixa esporulacdo e em quantidade insatisfatoria para
conducdo de trabalhos de pesquisa em que se necessita producdo de
inéculo em larga escala. A menor producdo de esporos foi observada
no meio composto de farinha de trigo, onde determinou-se 108,68
esporos/cm’. Observou-se a produgdo de esporos em todos os
substratos analisados. De acordo com Dhingra & Sinclair (1985),
alguns meios de cultura sdao mais favoraveis para a esporula¢do de

fungos que outros, por apresentarem carboidratos complexos que sdo
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menos adequados para a produgdo de hifas vegetativas, porém mais
adequados a producdo de esporos.

Nota-se que, na comparacao das técnicas, que na Técnica
1 onde as colonias foram submetidas a estresse pela raspagem do
micélio com auxilio de um tubo de ensaio na presenca de agua, foi a
que resultou na maior quantidade de conidios produzidos. A presenga
da 4gua foi um fator favoravel a esporulagdo. Nos meios de farinha
integral de trigo, farinha integral de centeio e BDA obteve-se a menor
esporulagdo nas duas técnicas. O meio BDA estimulou a formacao de
pequena quantidade de conididforos e houve o menor crescimento
radial das coldnias. J4, nos meios farinha de trigo e farinha de centeio,
praticamente nao houve formacdo destas estruturas. Neste estudo
verificou-se que os meios BDA e, os derivados de farinha,
estimularam abundante formagdao de micélio, justificando a baixa
producao de conidios.

A esporulagdo e morfologia de conidios do género
Drechslera, sao influenciados pelo substrato, idade da cultura, luz,
aeracao, temperatura ¢ umidade (BRAVERMAN & GRAHAM, 1960;
KAFI & TARR, 1966; RUPPEL, 1974, SHOEMAKER, 1962; TARR
& KAFI, 1968).

Brunelli et al. (2007), trabalhando com o efeito de
diferentes meios de cultura na esporulacido de Cercospora zeae-
maydis Tehon & E.Y. Daniels, constataram que o meio V8 e Suco de
tomate induziram a forma¢do de grande quantidade de conidios. Em
estudos conduzidos com Corynespora cassiicola Berk. & Curtis por
Almeida & Yamashita (1976), a melhor esporulagdo do fungo também

foi observada no meio suco V8-Agar.
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Queiroz et al. (2004) avaliando meios de cultura para
producdo de esporos de Alternaria brasiliensis Queiroz, Muniz &
Menezes, também citam o meio V8 como sendo o mais apropriado
para o patogeno, demonstrando que meios de cultura contendo na sua
composi¢do, extratos e sucos oriundos de folhas ou de partes vegetais
normalmente estimulam o crescimento micelial e a esporulacdo de
varios fungos (DHINGRA & SINCLAR, 1985).

O meio V8 apresenta maior riqueza nutricional e maior
quantidade de carboidratos complexos. Estas caracteristicas sao
citadas por diversos autores como capazes de induzir a reproducao de

muitos fungos mitosporicos (LUKENS,1963; STRANDBERG,1987).

Tabela 1. Esporulagio (esporos/cm”) de Drechslera tritici-repentis
em sete meios de cultura quando submetidas a duas
técnicas de indu¢do da esporulacao

. Lo Agua L.
Meios/Técnicas Téemica 1 Técnica 2 Média
Alimento infantil *A 2.090,72 b’ B 579,72 ¢ 1.335,22
BDA A 381,55¢ A 661,23 ¢ 521,39
Extrato folha de trigo A 2.597,90 b B 1.096,97¢ 1.847,44
Farinha de centeio A 409,45 ¢ A 586,86 ¢ 498,16
Farinha de trigo A 66,54 ¢ A 108,68 d 87,61
Suco de tomate A259191b A 2.309,80b 2.450,86
Suco V8-Agar A 994316 a B 7.286,68 a  8.614,92
Média A 2.583,03 B 1.804,27
CV % 14,07

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 0,05 de probabilidade. *Letras maitsculas representam diferencas entre
técnicas. YLetras minusculas representam diferengas entre meios de cultura. Analise
conjunta dos dados de dois experimentos.

Nos substratos farinha de centeio e alimento infantil,

ocorreu maior didmetro de colonias, independente da técnica adotada.



62

No meio de cultura BDA, ocorreu o menor crescimento vegetativo nas
duas técnicas a que foi submetido, bem como, o meio V8 na Técnica
2. No meio BDA, o fungo apresentou resultados pouco satisfatorios
tanto em relag@o ao crescimento quanto a esporulacao (Tabela 2).

Nota-se pelos resultados obtidos no experimento, que o
melhor meio para o crescimento radial das coldnias, ndo proporcionou
também a melhor esporulagdo do fungo. Cochrane (1958) relata que
nem sempre ha relacao direta entre crescimento e producao de esporos
e vice-versa. As vezes, um meio 6timo para o crescimento rapido
resulta na exaustdo dos nutrientes e os metabolitos secundarios
liberados pelo fungo nesse meio, inibem a producdo de esporos. Por
outro lado, o crescimento miceliano reduzido pode estimular a
esporulagao naquele substrato (GRIFFIN, 1994).

No presente estudo foi verificada a alta produgdo de
conidios, aliada ao baixo crescimento vegetativo, demonstrando nao

haver relagdo entre crescimento e esporulagao.
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Tabela 2. Diametro miceliano de colonias (mm/placa) de Drechslera
tritici- repentis, em sete meios de cultura, submetidas a
duas técnicas de inducdo da esporulagdo

. L. Agua .
Meios/Técnicas Técnica 1 Técnicad Média
Alimento infantil *A 60,33 2’ A 58,65a 59,50
BDA A 32,06¢ A 3334 ¢ 32,71
Extrato folha de trigo A 56,07 be A 54,93 b 55,50
Farinha de centeio A 56,76 ab A 5598 ab 56,37
Farinha de trigo A 52,38 ¢ A5041c 51,40
Suco de tomate A 38.34d A 39,14d 38,75
Suco VS—Agar A 38,80d B 35,96 ¢ 37,38
Média A 47,82 A 46,92
CV % 1,59

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 0,05 de probabilidade. “Letras maitisculas representam diferengas entre

técnicas. Letras mindsculas representam diferengas entre meios de cultura. Analise
conjunta dos dados de dois experimentos.

3.2. Crescimento miceliano in vitro

Os resultados do crescimento miceliano de D. tritici-
repentis, determinado pelo didmetro da colonia, em oito meios de
cultura, quando submetidos aos dois regimes de luminosidade
constam na Tabela 3.

Houve efeito significativo do substrato de cultivo do fungo
sobre o crescimento radial das colonias quando submetidas a
fotoperiodo de 12 horas e escuro. Para o crescimento miceliano, a
interacdo entre meios de cultura e regimes de luz foi significativa.

Os melhores resultados para o crescimento miceliano
ocorreu nos substratos alimento infantil, suco de tomate, extrato de

malte, extrato de folha de trigo e BDA pré-fabricado, independente do
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regime luminoso a que os tratamentos foram expostos, bem como,
para o substrato farinha de trigo no tratamento com escuro.

Valores inferiores de crescimento foram observados para o
meio BDA, em ambos os regimes de luz empregados, o que pode ser
explicado pela sua composi¢do ser pobre em nutrientes que
desfavorecem o desenvolvimento do fungo. A luz estimula a
reproducdo assexual e sexual na maioria dos fungos, e seu efeito esta

intimamente relacionado a nutri¢do e a temperatura (LEACH, 1962).

Tabela 3. Crescimento miceliano (mm/placa) de Drechslera tritici-
repentis em diferentes substratos solidos e dois regimes

luminosos
. A Regime de luz o

Meios/Técnicas Fotoperiodo (12h)  Escuro Média
Alimento infantil *A 81,60 a’ A 81,60 a 81,60 a
BDA B 28,65d A 36,01 ¢ 32,33d
BDA pré-fabricado A7875a A 81,60 a 80,18 a
Extrato de malte A 81,60 a A 81,60 a 81,60 a
Extrato folha de trigo A 81,60 a A 81,60 a 81,60 a
Farinha de trigo B 71,43 b A 76,54 a 73,98 b
Suco de tomate A 79,50 a A 78,57 a 79,03 a
Suco V8-Agar A 5562 c A 52,40b 54,01 c
Média A 69,84 A 71,24

CV % 5,10

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 0,05 de probabilidade. *Letras maitsculas representam diferengas entre
regimes de luminosidade. *Letras minfisculas representam diferengas entre meios de
cultura. Analise conjunta dos dados de dois experimentos.

O conhecimento da influéncia dos substratos artificiais no
crescimento micelial de D. tritici-repentis ¢ fundamental para a

condug¢do de estudos in vitro de fungitoxicidade. Em estudo de
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sensibilidade in vitro de D. tritici-repentis, Beard et al. (2009),
utilizaram em seu trabalho o meio composto de extrato de malte e
auséncia de luz, sendo considerado meio apropriado conforme

resultados obtidos neste trabalho.

4 CONCLUSOES

A maior esporulagdo de D. tritici-repentis ocorre no meio
de cultura contendo suco V8-4gar associado a técnica do estresse do
micélio na presencga de agua.

A esporulagdo de D. tritici-repentis ¢ influenciada pela
composi¢ao do meio de cultura e técnica adotada.

A esporulacdo do fungo ndo ¢ diretamente proporcional ao
crescimento miceliano das coldnias.

O meio de cultura BDA nao mostra resultados satisfatorios
para crescimento miceliano e producdo de esporos.

Para crescimento miceliano, os meios BDA pré-fabricado
e extrato de folha de trigo, mostraram-se promissores para condugao
de testes de fungitoxicidade pelo seu baixo custo, caracteristicas de

colonia e praticidade.
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CAPITULO III

REDUCAO DA SENSIBILIDADE MICELIANA DE Drechslera
tritici-repentis, ISOLADOS DO TRIGO, A FUNGICIDAS
TRIAZOIS, IN VITRO

ROSANE B. TONIN' & ERLEI MELO REIS?

RESUMO - A mancha-amarela da folha do trigo ndo tem sido
controlada satisfatoriamente com os fungicidas tradicionalmente
indicados pela pesquisa. Procurou-se esclarecer o fato, por meio da
determinagdo da sensibilidade miceliana de cinco isolados de
Drechslera tritici-repentis do trigo, aos fungicidas inibidores da
desmetilagdo (IDMs). A concentragdo inibitoria (Clsg) foi determinada
para cinco fungicidas IDMs: ciproconazol, epoxiconazol,
propiconazol, protioconazol e tebuconazol. Sete concentragdes foram
testadas no bioensaio: 0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00; 20,00 e 40,00
mg/L de ingrediente ativo (i.a.), suplementadas ao meio agarizado. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeticoes. Os dados da porcentagem de inibi¢do do crescimento
miceliano, foram submetidos a andlise de regressdo logaritmica e
calculada a Clsp. A reducdo da sensibilidade foi observada para o

ingrediente ativo ciproconazol, para os cinco isolados. A Clsy para o

'Eng. Agr., M. Sc., doutoranda do Programa de Pos-graduagio em Agronomia
PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de concentragio em Fitopatologia.
rosanetonin@yahoo.com.br

*Orientador, Eng. Agr, PhD. professor da FAMV/PPGAgro/UPF
erleireis@tpo.com.br



67

epoxiconazol situou-se entre 0,35 a 1,37 mg/L, para o propiconazol de
0,49 a 1,28 mg/L e de 1,41 a 2,34 mg/LL para tebuconazol. O
protioconazol mostrou-se o mais potente, com Clsy entre 0,09 a 0,21
mg/L. Confirmou-se a hipdtese de que a falha de controle quimico
pode ser atribuida a reducao da sensibilidade de Dtr aos fungicidas

IDMs.

Palavras-chave:Triticum aestivum, mancha-amarela, fungitoxicidade,
Clso.

IN VITRO MYCELIAL SENSITIVITY REDUCTION OF
Drechslera tritici-repentis, ISOLATED FROM WHEAT, TO
TRIAZOLE FUNGICIDES

ABSTRACT - The wheat yellow leaf spot caused by Drechslera
tritici-repentis (Dtr), causes high damage in the crop. In recent
seasons, producers and farm advisers observed control failure with
fungicides traditionally effective for the disease control. The objective
of this work was clarify the fact, by determining the mycelial
sensitivity of five Dtr isolates to demethylation inhibitors (DMlIs)
fungicides. The inhibitory concentration (ICsp) was determined for
five DMIs fungicides: cyproconazole, epoxiconazole, propiconazole,
prothioconazole and tebuconazole. Seven concentrations of each
fungicide were tested: 0.00, 0.01, 0.10, 1.00, 10.00, 20.00 and 40.00
mg/LL water of active ingredient (ai) supplemented to the agar
medium. The experimental design was a completely randomized with

four replications. The mycelial percent inhibition data were analyzed
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by logarithmic regression and the ICsy calculated. The reduction of
sensitivity was showed for cyproconazole for the five isolates. The
ICs for epoxiconazole was between 0.35 to 1.37 mg/L, propiconazole
0.49 to 1.28 mg/L, and from 1.41 to 2.34 mg/L for tebuconazole. The
prothioconazole was the most potent, with ICsy between 0.09 to 0.21
mg/L. This findings confirmed the hypothesis that the control failure

can be attributed to Dtr sensitivity reduction to DMI fungicides.

Keywords: Triticum aestivum, yellow leaf spot, fungitoxicity, ICso.
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1 INTRODUCAO

Na cultura do trigo (Triticum aestivum L.), ocorrem
doencas causadas por fungos, bactérias e virus. Das doengas fingicas
destacam-se as manchas foliares, podridoes radiculares, oidio e as
ferrugens (WIESE, 1977). As principais manchas foliares do trigo, na
regido sul do Brasil, sdo a mancha-amarela da folha, causada por D.
tritici-repentis, a mancha marrom causada por Bipolaris sorokiniana
(Sacc.) Shoem. e a septoriose, causada por Stagonospora nodorum
(Berk.) Cast. & Germ. (REUNIAO, 2011).

Dentre as doencas de origem flngica, a mancha foliar de
ocorréncia mais freqliente ¢ a mancha-amarela (MAF) do trigo que
tem sido considerada de dificil controle.

A MAF ¢ causada por Pyrenophora tritici-repentis (Died.)
Drechs. (anamorfo: Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoem.
(HOSFORD, 1971). Os danos causados por esta doenca podem atingir
de 13 a 48 % (REES & PLATZ, 1983). O dano causado pelas
manchas foliares em trigo pode ser estimado pela fun¢do normalizada
R =1.000 - 5,7 I (R= rendimento de grdos e I= incidéncia foliar da
doenga) (REUNIAO, 2011).

As medidas de controle integrantes do manejo integrado
incluem, o uso de sementes sadias, o tratamento de sementes, a
rotacdo de culturas e o controle quimico em Orgdos aéreos
(REUNIAO, 2011). O uso de variedades resistentes ¢ uma medida
de controle preferencial, no entanto, no Brasil ainda ndo existem
cultivares com resisténcia suficiente para controlar a MAF do trigo

(REIS et al., 1997).
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Por isso, como medida complementar de controle, os
fungicidas sdo importantes ferramentas para o controle das principais
doengas das plantas em sistemas intensivos de produ¢do (BRENT &
HOLLOMON, 1998). No entanto, seu uso constante pode promover a
selecdo de linhagens dos fungos resistentes, colocando em risco a
eficiéncia do controle (DEKKER, 1995).

A detec¢do da ocorréncia da redugdo da sensibilidade pode
ser feita pela comparagdo de dados da sensibilidade entre populagdes
de fungos resistentes e sensiveis (GEORGOPOULOS, 1982). Poucos
estudos referentes a0 monitoramento da sensibilidade de D. tritici-
repentis a fungicidas recomendados pela pesquisa no controle da
doenga do trigo t€m sido realizados.

Dois grupos de fungicidas sdo utilizados no controle de
doencas de parte aérea do trigo, os triazdis e as estrobilurinas. Dentre
os fungicidas do grupo quimico dos triazois ciproconazol,
epoxiconazol, propiconazol e tebuconazol s3o intensivamente
utilizados pelos agricultores no controle do patégeno e recomendados
pela pesquisa o seu uso isolado ou, em mistura (REUNIAO, 2011). O
fungicida propiconazol foi usado pela primeira vez em trigo na safra
agricola de 1986 (REUNIAO, 1985), o tebuconazol na safra de 1991
(REUNIAO, 1990), o ciproconazol na safra de 1993 (REUNIAO,
1992) e o epoxiconazol na safra de 2000 (REUNIAO, 1999). Apds
quinze anos de uso dos triazdis, em trigo surgiram as primeiras
reclamagdes da falha de controle da ferrugem da folha, causada por
Puccinia triticina Eriks (ARDUIM et al., 2009).

A partir da safra 2005/06 produtores e técnicos tem

observado e reclamado da falha de controle da MAF em diversas
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lavouras de trigo onde usavam IDMs isoladamente. Em face desse
fato, formulou-se a hipétese de que a ineficiéncia de controle poderia
ser atribuida a ocorréncia da alteragdo da sensibilidade de D. tritici-

repentis aos fungicidas.

Os objetivos desse trabalho foram determinar, in vitro, a
Clso miceliana de D. tritici-repentis, isolados de trigo, aos fungicidas
IDMs utilizados no controle da doenca; comparar a poténcia dos
fungicidas e da sensibilidade de isolados; e usar o fator de redugdo da
sensibilidade como medida do grau de reducao da sensibilidade do

fungo aos fungicidas.

2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de
Fitopatologia — Micologia, da Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria da Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo/RS.

Para avaliar a sensibilidade miceliana de D. tritici-repentis
a fungicidas, foi usado o método de incorporacao de fungicidas ao

meio de cultura fundente, como proposto por Russel (2004).

2.1 Isolados de Drechslera tritici-repentis

As cepas do fungo, utilizados nos ensaios, foram obtidas
por isolamento a partir de folhas com sintomas da doenga,
provenientes de lavouras de trigo dos estados do Parana e do Rio

Grande do Sul.
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Os isolados monospdricos, selecionados para o estudo,
foram preservadas em tubo de ensaio com meio BDA (Marca
MERCK 39 g/L), em refrigerador a temperatura de 5 °C. No trabalho

foram utilizados cinco isolados de D. tritici-repentis (Tabela 1).

Tabela 1. Origem e identificacao dos isolados de Drechslera tritici-

repentis
Isolado Cultivar Local Designagao
01 Quartzo Ventania — PR 01/QTZ
02 Onix Santo Augusto — RS 02/ONX
03 Horizonte Jalio de Castilhos — RS 03/HZT
04 Guamirim Coxilha — RS 04/GUA
05 CD 104 Pitangueiras — PR 05/CD

2.2 Fungicidas

No ensaio, utlizou-se cinco fungicidas pertencentes ao
grupo quimico dos triazéis: ciproconazol, epoxiconazol, propiconazol,
protioconazol e tebuconazol (Tabela 2).

Esses fungicidas sdo recomendados (mistura de IDM mais
IQE) para o controle da MAF na cultura do trigo (REUNIAO, 2011).
Um fungicida novo, o protioconazol, foi utilizado para comparar o

seu desempenho com os tradicionalmente usados.
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Tabela 2. Fungicidas utilizados para determinar a sensibilidade, in
vitro, de isolados de Drechslera tritici-repentis

Produto Formulacio Ingrediente Grupo

Técnico comercial ativo (g/L) Quimico
Ciproconazol Alto 100 SL 100 g/L Triazol
Epoxiconazol Opus SC 125 g/l Triazol
Propiconazol Tilt EC 250 g/L Triazol
Protioconazol Proline EC 250 g/L Triazolinthione
Tebuconazol Folicur 200 EC 200 g/L Triazol

Fonte: AGROFIT

2.3 Determinacio in vitro da sensibilidade miceliana de Drechslera
tritici-repentis a fungicidas

Nos ensaios foram testadas sete concentragoes: 0,00; 0,01;
0,10; 1,00; 10,00; 20,00 e 40,00 mg/L de ingrediente ativo (i.a.) de
cada fungicida. A concentragao 0,00 mg/L, ou auséncia de fungicida
representou a testemunha de cada experimento.

Para o preparo das suspensoes, aliquotas de fungicidas,
foram transferidos com o auxilio de um micropipetador para baldo
volumeétrico contendo agua destilada e esterilizada (ADE), resultando
em um volume final de 100 mL (suspensdo base 1). Desta primeira
suspensdo fungicida transferiu-se 1 mL para 99,0 mL de ADE para
outro baldo volumétrico, constituindo a segunda dilui¢ao (solugdo
base 2).

Ap0s o preparo das suspensdes, acrescentou-se os volumes
necessarios ao meio de extrato de folhas de trigo (3g de folha de trigo,

20 g de BDA, 8 g de agar elL de agua destilada), para obter as
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concentragdes desejadas. Os frascos foram cuidadosamente agitados e
o meio vertido em placas de Petri (tamanho 90 x 15 mm) previamente
esterelizadas, em camara de fluxo laminar em condic¢des assépticas.
Para as placas de Petri contendo substrato suplementado
com as concentracdes dos fungicidas, transferiu-se discos contendo
micélio do fungo, com 5 mm de didmetro, retirados da borda de
colonias com sete dias de crescimento. As placas foram incubadas em
camara de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de
12 horas, proporcionado por trés lampadas fluorescentes, 40 W,
posicionados a 50 cm acima das placas e, distribuidas ao acaso em

prateleiras.

2.4 Avaliacao

A avaliagdo foi efetuada através da medigdo, com um
paquimetro digital (marca Mitutoyo), do crescimento radial das
colonias, em dois raios perpendiculares, quando o crescimento do
fungo, no tratamento testemunha, atingiu a borda da placa.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial (fungicidas x isolados) com quatro repetigdes,
cada unidade experimental foi representada por uma placa de Petri.
Os experimentos foram realizados duas vezes utilizando-se na analise
estatistica a média dos dois ensaios.

Os dados do crescimento miceliano, em milimetros, foi
convertido para percentagem e submetidos a andlise de regressao
logaritmica e calculada a concentracdo que inibe 50% do crescimento
miceliano (Clsp) utilizando-se o programa estatistico Costat. A Clsy do

crescimento miceliano foi calculada pela equagao gerada.
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Para detectar a alteragdo da sensibilidade do fungo a
fungicidas, a ferramenta utilizada foi o fator de reducdo de
sensibilidade (FRS). O FRS ¢ calculado pelo valor da Clsy da
linhagem suspeita/ pela Clsy da linhagem sensivel. Quando o valor do
FRS foi igual a 1, ndo ocorreu alteracao na sensibilidade e havendo

sera> 1.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes a fungitoxicidade de ciproconazol,
epoxiconazol, propiconazol, protioconazol e tebuconazol, encontram-
se na Tabela 3 e representados graficamente nas Figuras 1 a 5. Nota-se
que nenhum tratamento fungicida inibiu 100% o crescimento
miceliano do fungo, nas concentragdes de 0,01, 0,1 e 1,0 mg/L
(Figuras 1 a 5).

A sensibilidade dos isolados foi classificada tomando-se
como padrao os critérios de Edgington et al. (1971). No presente
trabalho foi adaptada, segundo os seguintes atributos: insensiveis se a
Clsp > 40 mg/L; baixa sensibilidade se a Clsg estiver entre 10 e 40
mg/L; moderadamente sensiveis se a Clso estiver entre le 10 mg/L;
altamente sensiveis se a Clsop < 1 mg/L, sendo Clsy definido como a
concentragdo do ingrediente ativo capaz de inibir em 50% do
crescimento miceliano do isolado.

Na média dos dois experimentos, o Isolado 01/QTZ
apresentou coeficiente de determinagao (Rz) entre 0,91 a 0,98 e Cls
de 0,18 a > 40 mg/L (Tabela 1 do Apéndice 1). Este isolado foi

considerado sensivel de acordo com a classificagdo proposta,
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apresentando valores de Clsp menores que 1,0 mg/L, para os
fungicidas propiconazol e protioconazol. Os valores de Clsg situaram-
se entre 0,86 mg/L para propiconazol e 0,18 mg/L para protioconazol.
O isolado foi considerado moderadamente sensivel para os fungicidas
epoxiconazol, apresentando valores de Clsy 1,37 mg/L e tebuconazol
1,84 mg/L. O isolado foi considerado insensivel para o ingredinte
ativo ciproconazol, com valor da Clsp > 40 mg/L (Figura 1).

Analisando a sensibilidade do 1isolado 02/ONX o
coeficiente de determinagao (Rz) variou de 0,89 a 0,96 e a Cl5( de 0,16
a 28,11 mg/L (Tabela 2 do Apéndice 2). O isolado mostrou-se
altamente sensivel aos ingredientes ativos epoxiconazol e
protioconazol. Valores de Clsy variaram de 0,35 mg/L para o
epoxiconazol a 0,16 mg/L. para o protioconazol. Valores superiores a
1,0 mg/L foram verificados para propiconazol 1,28 mg/L e
tebuconazol 2,34 mg/L, sendo o isolado considerado como
moderadamente sensivel para estes ingredientes ativos e classificado
como de baixa sensibilidade para ciproconazol com valor de Clsy de
28,11 mg/L.

Os valores referentes a Clsp para o Isolado 03/HTZ
variaram de 0,21 a > 40 mg/L. O coeficiente de determinacio (R?)
situou-se entre 0,81 a 0,99 (Tabela 3 do Apéndice 3). Esse isolado
classificou-se como insensivel ao ciproconazol com valor de Clsy > 40
mg/L, evidenciando a reducao/perda da sensibilidade a este fungicida.
Resultados semelhantes também foram encontrados para os demais
isolados. Valores de Clsy situaram-se entre 0,49 mg/LL para

propiconazol e 0,21 mg/L para protioconazol. O isolado foi



77

considerado moderadamente sensivel para os fungicidas epoxiconazol
(1,11 mg/L) e tebuconazol (1,82 mg/L) (Figura 2 e 5).

O isolado 04/GUA apresentou coeficiente de determinacao
(R?) entre 0,90 a 0,98 e valor de CIso< 1 mg/L para epoxiconazol 0,63
mg/L, propiconazol 0,50 mg/L e protioconazol 0,09 mg/L, sendo
considerado sensivel a esses fungicidas (Tabela 4 do Apéndice 4).
Observa-se crescimento radial das colonias do fungo em todas as
concentragdes avaliadas para o epoxiconazol e até a concentragdao de
20 mg/L para propiconazol (Figura 2 e 3). Na concentracdo de 10
mg/L a inibi¢do do crescimento miceliano foi de 100% para
protioconazol (Figura 4). O isolado foi considerado moderadamente
sensivel para tebuconazol apresentando valores de Clsy 1,41 mg/L. O
isolado foi considerado insensivel para o ingrediente ativo
ciproconazol com valor de Clsy > 40 mg/L (Figura 1).

Quanto ao coeficiente de determinacio (R?) para o isolado
05/CD valores situaram-se entre 0,92 a 0,98 (Tabela 5 do Apéndice 5).
Valores da Clsp variaram de 0,17 a 34,08 mg/L para os cinco
fungicidas. O isolado foi considerado sensivel apresentando valores
menores que Img/LL para o epoxiconazol (0,45 mg/L) e o
protioconazol (0,17 mg/L). Valores superiores a 1,0 mg/L foram
verificados para propiconazol, tebuconazol e ciproconazol. Valores
obtidos da Clsp foram de 1,17 mg/L (propiconazol) e 2,21 mg/L
(tebuconazol), sendo o isolado considerado moderadamente sensivel
para estes ingredientes ativos. Verificou-se baixa sensibilidade a

ciproconazol com valor de Clsy 34,08 mg/L, respectivamente.
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Figura 1. Crescimento miceliano (%) de Drechslera tritici-repentis, isolados de
trigo, in vitro, em sete concentragdes do fungicida ciproconazol.
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Figura 2. Crescimento miceliano (%) de Drechslera tritici-repentis, isolados de
trigo, in vitro, em sete concentragdes do fungicida epoxiconazol.
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Crescimento miceliano (%) de Drechslera tritici-repentis, isolados de
trigo, in vitro, em sete concentragdes do fungicida propiconazol.
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Figura 4. Crescimento miceliano (%) de Drechslera tritici-repentis, isolados de
trigo, in vitro, em sete concentragdes do fungicida protioconazol.
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5. Crescimento miceliano (%) de Drechslera tritici-repentis, isolados de
trigo, in vitro, em sete concentragdes do fungicida tebuconazol.
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A interacdo entre os isolados e os fungicidas foi
significativa (p<0,05) (Tabela 3). Entre os cinco fungicidas IDMs
testados in vitro, protioconazol apresentou os menores valores de Cls
para os cinco isolados, mostrando a maior eficiéncia na inibicdo do
crescimento miceliano de D. tritici-repentis. Os valores encontrados
variaram entre 0,09 a 0,21 mg/L (Tabela 3). Na concentracao de 10
mg/L a inibi¢do do crescimento miceliano foi de 100% para os cinco

isolados (Figura 4).
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A menor Clsg foi determinada para o isolado 04/GUA para
o protioconazol. Este fungicida foi considerado o mais fungitdxico
apresentando valor de Clsy 0,09 mg/L, ndo diferindo estatisticamente
do epoxiconazol e propiconazol. Na literatura consultada nio se
encontrou relatos da fungitoxicidade e valores de Clso para D. tritici-
repentis, na cultura do trigo, in vitro, ao protioconazol, porém, o
mesmo mostra-se altamente promissor no controle da doenca,
conforme resultados obtidos no presente trabalho.

Observou-se que, os maiores valores de Clsy foram obtidas
para o fungicida ciproconazol, com valores de Clsg entre 28,11 a > 40
mg/L, mostrando que os isolados foram menos sensiveis in vitro a
esse fungicida. Ocorreu crescimento miceliano do fungo, expresso em
diametro da colonia, em todas as concentracdes testadas para os cinco
isolados (Figura 1).

O ingrediente ativo tebuconazol foi classificado como
moderadamente fungitoxico para todos os isolados avaliados,
diferindo estatisticamente dos demais fungicidas exceto para o isolado
01/QTZ para epoxiconazol (Tabela 3). Ndo houve inibicdo de 100 %
do desenvolvimento do fungo em nenhuma das concentra¢oes (Figura
5).

Na comparagdo entre os isolados, observa-se que na média
para os cinco fungicidas avaliados o Isolado 01/QTZ, oriundo de
Ventania, PR, mostrou-se o menos sensivel, ndo diferindo
estatisticamente do 03/HTZ de Julio de Castilhos, RS e o isolado
02/ONX procedente de Santo Augusto, RS apresentou-se o mais
sensivel (Tabela 3).
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Considerando o Fator de Redugdo de Sensibilidade (FRS)
(Tabela 4), observa-se reducdo da sensibilidade para os isolados em
estudo. O fator de reducdo da sensibilidade (FRS) ¢ uma ferramenta
util para quantificar a alteragdo da sensibilidade de um fungo a um
fungicida (GHINI & KIMATI, 2000). Na média os valores do FRS
situaram-se entre 1,36 a 2,23, ou seja, estes isolados requerem uma
concentragdo do fungicida de 1,36 a 2,23 vezes maior para se obter

uma reducao de 50% do crescimento miceliano do fungo (Tabela 4).

Tabela 4. Fator de reducao de sensibilidade (FRS) de isolados de trigo
de Drechslera tritici-repentis, a fungicidas inibidores da
desmetilagdo

Isolados (FRS)

Fungicida
01/QTZ 02/ONX 03/HZT 04/GUA 05/CD

Média

Ciproconazol -* - - - - -

Epoxiconazol 3,91 1,00 3,17 1,80 1,28 2,23
Propiconazol 1,75 2,61 1,00 1,02 2,38 1,75
Protioconazol 2,00 1,77 2,33 1,00 1,89 1,80
Tebuconazol 1,30 1,66 1,29 1,00 1,57 1,36

Média 2,24 1,61 1,95 1,20 1,66

* Insensivel

Estes resultados confirmam a hipotese de que a falha de
controle da mancha amarela na cultura do trigo, observada nas tltimas
safras, pode ser atribuida a reducdo da sensibilidade do fungo aos
fungicidas utilizados no controle da doenca.

Na comparacdo da média entre os isolados, o isolado
01/QTZ, oriundo de Ventania/PR, apresentou o maior valor do FRS
(2,24) e 04/GUA, de Coxilha/RS o menor valor 1,20, respectivamente.
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Na média geral, o fungicida protioconazol foi o mais
potente, seguido do epoxiconazol, do propiconazol e do tebuconazol
(Tabela 3). Hunger & Brown (1987) trabalhando com isolados de P.
tritici-repentis, oriundos do Canada e E.U.A, coletados nas safras de
1982 a 1983, determinaram valores da ECsy para o propiconazol de
0,04 mg/L e 0,19 mg/L para o tebuconazol. Os valores de Cls, para o
fungicida propiconazol encontrados neste trabalho variaram de 0,49 a
1,28 mg/L e tebuconazol entre 1,41 a 2,34 mg/L, respectivamente.

Stolte (2006), conduzindo ensaios de monitoramento da
sensibilidade miceliana de D. tritici-repentis, isolados do trigo,
oriundos da Argentina e Paran4, na safra 2005, obteve valores de Clsg
< Img/L para os fungicidas ciproconazol, epoxiconazol, propiconazol
e tebuconazol, sendo os isolados considerados sensiveis a esses
ingredientes ativos.

Beard et al. (2009) em estudo conduzido com P. tritici-
repentis, na Australia, relata valores de Clso de 0,19 mg/L para o
epoxiconazol, 0,39 mg/L para o propiconazol e 0,25 mg/L para o
tebuconazol.

Os dados relatados por Stolte (2009) e Beard et al. (2009),
para os fungicidas ciproconazol e tebuconazol, diferem dos obtidos
neste trabalho, onde os valores de Clsy foram superiores, esses
resultados mostram que ocorreu redugdo da sensibilidade do fungo D.
tritici-repentis aos triazois.

Blixt et al. (2009), para Phaeosphaeria nodorum (E.
Miill.) Hedjar., em trigo, avaliando diferentes isolados, relatam para o
fungicida propiconazol valores de ECs entre 0,03 a 2,09 mg/L e entre

0,30 e 4,27 mg/L para protioconazol.
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Vérios fatores podem contribuir para o surgimento da
reducdo da sensibilidade como o produto aplicado, intensidade de uso
e a genética do fungo (ZAMBOLIM et al., 2007).

O uso de fungicida deve ser manejado em funcdo de
estratégias anti-resisténcia. Estas estratégias sdo baseadas no principio
de que quando ha aplicagdo do fungicida, ¢ exercida uma pressdo de
selecdo sobre a populacdo do patdgeno, podendo, a longo ou curto
prazo, dependendo de mecanismos genéticos envolvidos, resultar na
selegdo e predominancia de individuos menos sensiveis na populacao
do fungo alvo (GHINI & KIMATI, 2000).

Conforme os resultados obtidos no presente trabalho,
constatou-se a reducdo de sensibilidade de D.tritici-repentis, para os
fungicidas do grupo quimico dos triazdis em grau diferente entre eles.

Os fungicidas testados neste trabalho pertencem ao mesmo
grupo dos triaz6is e, com o mesmo mecanismo de acao, IDM, porém,
sua poténcia diferiu entre os representantes do grupo. Compara-se, na
média geral para os cinco isolados, a poténcia do protioconazol com
Clsode 0,16 mg/L com a do ciproconazol, Clsy > 36,44 mg/L (Tabela
3). Por pertencerem ao mesmo grupo nao ¢ assegurado que

apresentam fungitoxicidade igual.

4 CONCLUSOES

O fungicida protioconazol mostrou-se o mais potente entre

os triazdis, na inibigcdo miceliana de D. tritici-repentis.
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O ingrediente ativo ciproconazol, apresentou os maiores
valores de Clsq entre os triazois testados, sendo considerado o menos
fungitoxico.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam a redugao
da sensibilidade de alguns isolados de D. tritici-repentis para os

triazois.
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CAPITULO IV

SENSIBILIDADE DA GERMINACAO DE ESPOROS DE
Drechslera tritici-repentis A FUNGICIDAS IQE, IN VITRO

ROSANE B. TONIN' & ERLEI MELO REIS?

RESUMO - Devido a relatos da ocorréncia de falha de controle
quimico a mancha-amarela objetivou-se determinar a sensibilidade de
Drechslera tritici-repentis aos fungicidas inibidores da quinona
externa (IQE), sobre a germinag¢do de esporos. Os fungicidas foram
incorporados no meio agar-agua, em diferentes concentragdes 0,00;
00,1; 0,10; 1,00; 10,00; 20,00 e 40,00 mg/L. Em cada placa de Petri
foi depositada 350 uL da suspensdo de conidios € mantidas em camara
incubadora tipo BOD, a 22 £ 1 °C, por oito horas. A Cls foi
determinada para cinco fungicidas azoxistrobina, cresoxim-metilico,
picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina. O ensaio constituiu-
se de tratamentos inteiramente casualizados, com quatro repeticdes.
Os experimentos foram realizados duas vezes utilizando-se para a
analise estatistica a sua média. Os dados da porcentagem da inibigado
da germina¢do de conidios foram submetidos a andlise de regressdo
logaritmica, calculando-se a concentragdo inibitéria de 50 % (Clsp)

através da equacdo gerada. Foi verificada a perda da sensibilidade de

'Eng. Agr., M. Sc., doutoranda do Programa de Poés-graduagio em Agronomia
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Orientador, Eng. Agr., PhD. professor da FAMV/PPGAgro/UPF -
erleireis@tpo.com.br



91

isolados de D. tritici-repentis para os IQEs. Os dados mostraram
variagdo quanto a fungitoxicidade dos ingredientes ativos, desde
altamente fungitoxicos a atoxicos para os isolados de D.tritici-repentis
testados. Valores da Clsg situaram-se entre 0,58 a > 40,00 mg/L. O
fungicida piraclostrobina mostrou-se o mais eficiente, com Clsy entre

0,58 a 1,03 mg/L.

Palavras-chave: Triticum aestivum, fungitoxicidade, IQEs, mancha
amarela, Cls.

IN VITRO SENSITIVITY OF Drechslera tritici-repentis, SPORE
GERMINATION, ISOLATED FROM WHEAT TO IQE
FUNGICIDE

ABSTRACT - Growers and farm adviser have report control failure
of wheat leaf blights after continuous use of fungicides in the last
wheat growing seasons. In Brazil there are few records of work done
on the sensitivity of Drechslera tritici-repentis to fungicides. To
explain the fact it necessary to determine the fungal sensitivity to
quinone outside inhibitors (IQE) on spore germination. Water agar
was supplemented with fungicides at different concentrations 0.00,
00.1, 0.10, 1.00, 10.00, 20.00 and 40.00 mg/L water. A 350 uL
volume of spore suspension was poured in each petry dish and kept in
a BOD incubator, at 22 + 1°C for eight hours. The ICs, was
determined for five fungicide azoxystrobin, kresoxim-methyl,
picoxystrobin, pyraclostrobin and trifloxystrobin. The treatments were

arranged in a complete randomized design with four replications. The
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experiments were performed twice and for statistical analysis the
means of the trials were used. The percent inhibition data of
germination were subjected to logarithmic regression analysis, and the
50% inhibitory concentration (ICsy) was calculated by the generated
equation. Data showed variation in the fungitoxicity of the active
ingredients from nontoxic to highly fungitoxic to D. tritici-repentis
isolates. ICsy values ranged from 0.58 to > 40.00 mg/L. The
pyraclostrobin was the most efficient, with 1Cs, ranging from 0.58 to

1, 03 mg/L.

Keywords: Triticum aestivum, fungitoxicity, IQEs, yellow spot, ICsy.
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1 INTRODUCAO

O fungo Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs.
(Anamorfo: Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoemaker, é o agente
causal da mancha-amarela da folha (MAF) do trigo (HOSFORD,
1971). Esta doenca tem sido uma ameaca a producdo de trigo em
muitos estados e paises (HOSFORD, 1982). Danos de até 36% no
rendimento da cultura do trigo foram atribuidas a MAF em avaliacdes
no Parani (MEHTA & GAUDENCIO, 1991). O dano causado ao
trigo pelas manchas foliares pode ser estimado pela fungdo
normalizada R = 1.000 - 5,7 I (R= rendimento de grdos e I= incidéncia
foliar) (REUNIAO, 2011).

A MAF foi predominante entre as doencas do trigo nas
ultimas safras. De acordo com Prestes et al. (2002), o fato estd
relacionado ao plantio direto e monocultura, uma vez que esse
patogeno ¢ um fungo necrotréfico e sobrevive em restos culturais na
sua forma teleomorfica e em hospedeiros secundarios. Além do trigo,
o fungo ataca outras gramineas (HOSFORD, 1982; KRUPINSKY,
1992), como o centeio (Secale cereale) e o triticale (X. Triticosecale).

O manejo integrado da MAF ¢ feito pelo uso de cultivar
resistente ou tolerante, semente sadia, tratamento de semente com
fungicida eficiente, semeadura na época indicada, rota¢do de culturas
e aplicacdo de fungicidas (REIS & CASA, 2007). A resisténcia
genética ¢ uma medida de controle muito importante, porém, no Brasil
ainda ndo se dispde de cultivares com resisténcia suficiente para

controlar a mancha amarela do trigo (REUNIAO, 2011).
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O uso de fungicidas esta entre um dos principais métodos
de controle de doengas de plantas, porém, seu uso repetido por muitas
safras pode promover a selecio de linhagens de fungos
fitopatogénicos resistentes, ndo controlados pelo fungicida (GHINI &
KIMATI, 2000). Atualmente, a menor sensibilidade vem sendo um
dos mais importantes problemas do controle quimico das doengas de
plantas.

Poucos estudos do monitoramento da sensibilidade de D.
tritici-repentis aos fungicidas recomendados pela pesquisa no controle
do patogeno tém sido conduzidos. Dentre os fungicidas inibidores da
quinona externa (IQE) a azoxistrobina, o cresoxim-metilico, a
piraclostrobina e a trifloxistrobina sdo intensivamente utilizados pelos
agricultores e recomendados pela pesquisa o uso em mistura com o0s
fungicidas IDM para o controle do patdgeno (REUNIAO, 2011).

A sensibilidade de um fungo a um fungicida ou a
fungitoxicidade da substancia quimica ¢ medida por pardmetros como
a DEsy (dose efetiva ou eficaz que promove um efeito desejado em
50% dos microrganismos submetidos ao teste), DLso (dose letal), CLs
(concentracao  letal), Clsop (concentragdo inibitéria), CEsg
(concentracao efetiva), CMI (Concentragdo Minima Inibitéria), ICsg
(inibigdo do crescimento) e Cls, (concentragdo inibitoria que inibe em
50% o crescimento miceliano ou a germinacao de esporos) (RUSSEL,
2004; SHARVELLE, 1961; TORGESON, 1967).

Uma substancia quimica em fun¢ao de suas caracteristicas,
inerentes a molécula quimica, apresenta fungitoxicidade. Por outro
lado, um fungo, em fungdo de suas caracteristicas genéticas apresenta,

ou nao, sensibilidade a uma dada molécula. Se um fungo for sensivel a
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um fungicida, este apresenta fungitoxicidade; caso contrario, ¢
atoxico. Se o fungicida ndo apresenta fungitoxicidade, o fungo &,
entdo, considerado insensivel (REIS et al., 2010).

A alteracdo da sensibilidade do patogeno a um
determinado fungicida pode comprometer o controle quimico
(ARDUIM et al., 2007). Assim, o monitoramento da sensibilidade a
fungicidas em uma populacdo de patdogenos, ¢ importante para
determinar a presenca de isolados resistentes para manter a eficiéncia
do controle.

Devido a relatos da ocorréncia de resisténcia, apos o uso
continuo de fungicidas para o controle de fungos, e visto que, no
Brasil, ha poucos registros de trabalhos desenvolvidos quanto a
sensibilidade de D. tritici-repentis a fungicidas, em trigo, o objetivo
do estudo foi determinar a sensibilidade do fungo aos fungicidas do
grupo quimico das estrobilurinas ou inibidores da quinona externa

(IQEs), sobre a germinagao de esporos.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fitopatologia -
Micologia da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria da

Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo/RS.

2.1 Isolados de Drechslera tritici-repentis

A colecdo de isolados do fungo D. tritici-repentis

utilizados nos ensaios foi estabelecida a partir de isolamento de folhas



96

com sintomas da doenga, provenientes de lavouras de trigo do estado

do Parana e Rio Grande do Sul (Tabela 1).

Tabela 1. Identificagdo dos isolados de Drechslera tritici-repentis

Isolado Cultivar Local Designacao
01 Quartzo Ventania/PR 01/QTZ
02 Onix Santo Augusto/RS 02/ONX
03 Horizonte Julio de Castilhos/RS 03/HZT
04 Guamirim Coxilha/RS 04/GUA
05 CD 104 Pitangueiras/PR 05/CD

2.2 Sensibilidade de conidios de Drechslera tritici-repentis a
fungicidas, in vitro

No ensaio para a determinagdo da sensibilidade de
conidios de isolados de D. tritici-repentis, utilizou-se cinco fungicidas
inibidores da quinona externa (IQEs) azoxistrobina, cresoxim-
metilico, picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina (Tabela 2).

Os fungicidas empregados nos bioensaios sdo
recomendados (mistura de IDMs mais IQEs) para o controle da
mancha-amarela na cultura do trigo, com excec¢do de picoxistrobina

(REUNIAO, 2011).
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Tabela 2. Fungicidas IQE utilizados para determinar a sensibilidade
de conidios, in vitro, a cinco isolados de Drechslera tritici-

repentis

Produto Formulacao Ingrediente

técnico comercial ativo (g/L)
Azoxistrobina Priori SC 250 g/L
Cresoxim-metilico Stroby SC 500 g/L
Picoxistrobina Oranis SC 250 g/LL
Piraclostrobina Comet EC 250 g/L
Trifloxistrobina Twist CE 125 g/l

Fonte: AGROFIT

Para avaliar a sensibilidade da germinacdo de esporos de
D. tritici-repentis a fungicidas, o bioensaio empregado foi o de
incorporagdo de fungicidas ao meio de cultura fundente, semelhante
ao método descrito por Russel (2004).

Para a obtencdo da suspensdo base, os fungicidas
inicialmente foram solubilizados em agua destilada e esterilizada para
obter as concentracdes desejadas. Sete concentracdes de ingrediente
ativo foram utilizadas no bioensaio 0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00;
20,00 e 40,00 mg/L. A concentragdo 0,00 mg/L, ou auséncia de
fungicida representou a testemunha de cada experimento.

No preparo das suspensodes, aliquotas dos fungicidas foram
transferidos, com o auxilio de um micropipetador, para baldes
volumétricos contendo agua destilada e esterilizada (ADE), resultando
em um volume final de 100 mL (solugcdo base). Desta primeira
suspensao fungicida, transferiu-se 1 mL para 99,0 mL de ADE para
outro baldo volumétrico, constituindo a segunda diluicdo (solucdo

base). ApOs o preparo das suspensdes acrescentou-se os volumes
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necessarios ao meio de cultura adgar-agua para que as concentracoes
desejadas fossem satisfeitas. Os frascos foram cuidadosamente
agitados e o meio vertido em placas de Petri (tamanho 60 x 10 mm)
plésticas esterelizadas, em camara de fluxo laminar.

Suspensdes de esporos de cada isolado de D.tritici-
repentis foram preparadas utilizando colonias com abundante
esporulagdo do patdogeno, com sete dias de crescimento e, previamente
cultivadas em meio de cultura V8. Os esporos foram removidos
através da raspagem da coldnia, com o auxilio de um pincel pelo de
camelo nimero 20, contendo aproximadamente 10 mL de agua
destilada e esterilizada, para a remog¢ao dos conidios. Em cada placa
de Petri, contendo o meio suplementado com as concentragdes
fungicida, foi depositado 350 pL da suspensdo de conidios de cada
isolado.

As placas de Petri foram mantidas em camara incubadora
tipo BOD (Biological Oxygen Demand) (Marca Marconi), a
temperatura de 22 + 1 °C e luz continua, fornecida por trés lampadas
fluorescentes OSRAM Universal, 40 W, situadas 15 c¢cm acima das
placas de Petri, por oito horas. Apds este periodo, a germinagao foi
interrompida com a adi¢do de gotas de solucdo de acetona (100%) e
corante azul de algoddo, em cada placa de Petri. Este periodo foi
determinado a partir de testes preliminares que apontaram tempo ideal
de oito horas para que os esporos apresentassem germinacao ideal

para as avaliacdes de sensibilidade.
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2.3 Avaliacao

A quantificacdo da germinagdo foi realizada por varredura
da placa, com o auxilio de microscopio 6ptico, aumento de 400 x, de
100 conidios por repeticao. Considerou-se conidio germinado, aquele
que possuia comprimento do tubo germinativo igual ou maior ao
menor didmetro do esporo (ZADOKS & SCHEIN, 1979).

O delineamento experimental foi de tratamentos
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 5 (fungicida x
isolado) com quatro repeticoes, cada unidade experimental
representada por uma placa de petri. Os experimentos foram
realizados duas vezes utilizando-se para a analise estatistica a média
dos dois ensaios.

Os dados da porcentagem de inibicdo da germinagdo de
conidios foram submetidos a andlise de regressdo logaritmica e
calculada a concentracdo que inibe 50% do crescimento miceliano
(Clsp) utilizando-se o programa estatistico Costat. A Clsy da

germinagao de esporos foi calculada pela equagao gerada.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes a sensibilidade da germinagdo de
esporos de D. tritici-repentis, isolados do trigo, nas diferentes
concentragdes dos ingredientes ativos azoxistrobina, cresoxim-
metilico, picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina sdo

apresentados nas Tabelas 3, 4, 5, 6 e 7. As percentagens de inibigao



100

variaram em fung¢ao de cada fungicida testado, contudo, seguiram uma
mesma tendéncia (Figuras do apéndice 6, 7, 8, 9 e 10).

Os isolados foram classificados, segundo a escala de
Edgington et al. (1971) adaptada, para o seguinte critério: insensiveis
se a Clso > 40 mg/L; baixa sensibilidade se a Clsg estiver entre 10 e
40 mg/L; moderadamente sensiveis se a Cls estiver entre 1e 10 mg/L;
altamente sensiveis se a Clso < 1 mg/L, sendo Clsy definido como a
concentracdo do ingrediente ativo capaz de inibir em 50% da
germinacao de esporos do isolado.

Valores de Clsg para o isolado 01/QTZ oscilaram de 0,75 a
> 40 mg/L e o coeficiente de determinacgdo (R?) variou de 0, 63 a
0,94. Na média dos dois experimentos este isolado foi considerado
sensivel, apresentando valores de Clsp menores que 1,0 mg/L, para o
fungicida piraclostrobina (0,75 mg/L). O isolado foi considerado
insensivel para a azoxistrobina, para cresoxim-metilico, para
picoxistrobina e para trifloxistrobina, apresentando valores de Clso >
40 mg/L, respectivamente (Tabela 3). Nota-se que nenhum dos
ingredientes ativos azoxistrobina (Figura 1), cresoxim-metilico
(Figura 6), picoxistrobina (Figura 11), piraclostrobina (Figura 16) e
trifloxistrobina (Figura 21), inibiu 100% a germinacdo de esporos do
fungo, nas seis concentragdes fungicida testadas.

Quanto ao coeficiente de determinagio (R?) para o isolado
02/ONX, os valores situaram-se entre 0,73 a 0,94. Valores da Cls
variaram de 0,85 a > 40 mg/L para os cinco fungicidas. O isolado foi
considerado insensivel apresentando valores maiores que 1mg/L para
azoxistrobina, cresoxim-metilico, picoxistrobina e trifloxistrobina (>

40 mg/L). Valores menores que 1,0 mg/LL foram obtidos para a
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piraclostrobina (0,85 mg/L), sendo o isolado considerado sensivel para
este ingrediente ativo (Tabela 4). Na concentragdo de 20 mg/L a
inibicdo da germinagdo de esporos foi de 100% (Figura 17 do
Apéndice 9).

As concentragdes inibitorias para reduzir em 50% a
germinagdo de esporos para o isolado 03/HTZ variaram de 0,78 a > 40
mg/L, o coeficiente de determinacao (R?) variou de 0,62 a 0,93. O
fungo foi considerado sensivel para piraclostrobina e insensivel aos
demais fungicidas (Tabela 5). Nota-se que nenhum tratamento
fungicida inibiu 100% a germinagdo de esporos, exceto a
piraclostrobina na concentracao 40 mg/L (Figuras 18 do Apéndice 9).

Considerando o Isolado 04/GUA o coeficiente de
determinagao (Rz) variou de 0,66 a 0,90 e os valores de Clsq situaram-
se entre 0,58 a > 40 mg/L. O isolado mostrou-se altamente sensivel ao
ingrediente ativo piraclostrobina (0,58 mg/L). Valores superiores a 1,0
mg/L foram verificados  para azoxistrobina, cresoxim-metilico,
picoxistrobina e trifloxistrobina (> 40 mg/L), sendo o isolado
considerado insensivel para estes ingredientes ativos (Tabela 6).

Os valores referentes a Clsg para o Isolado 05/CD
variaram de 1,03 a > 40 mg/L. O coeficiente de determinacio (R?)
situou-se entre 0,67 a 0,94 (Tabela 7). Comparando-se estes valores,
este isolado classificou-se como insensivel aos fungicidas
azoxistrobina (> 40 mg/L), cresoxim-metilico (> 40 mg/L),
picoxistrobina (> 40 mg/L), piraclostrobina (1,03 mg/L) e
trifloxistrobina (> 40 mg/L), ou seja, estes ingredientes ativos se
mostraram atoxicos, inécuos para este isolado (REIS et al., 2010)

comprovando a reducdo/perda da sensibilidade a estes fungicidas.
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Resultados semelhantes também foram encontrados para os demais
isolados para azoxistrobina, cresoxim-metilico, picoxistrobina e
trifloxistrobina.

Em geral, o fungicida piraclostrobina apresentou
potenciais de inibi¢do crescente em fun¢do do aumento da
concentragdo do ingrediente ativo de forma mais acentuada quando

comparado com os demais IQEs.

Tabela 3. Fungicida, equagdo, coeficiente de determinacgdo (R?),
sensibilidade e concentragdo inibitéria de 50% da
germinacdo de esporos (Clsp) de Drechslera tritici-
repentis, Isolado 01/QTZ

R?  Clsp** S!

Fungicida Equagdo de regressao*

(%) (mg/L)
Azoxistrobina y=-221Ln(x)+93,68 0,70 >40 I
Cresoxim-metilico y=-1,12Ln(x)+96,80 0,63 >40 I
Picoxistrobina y=-0,58 Ln (x)+98,20 0,74 >40 I

Piraclostrobina y=-138Ln(x)+4595 094 0,75 AS
Trifloxistrobina y=-1,15Ln(x)+95,56 0,77 >40 |

*y = porcentagem de inibicdo da germinag¢dao de esporos, X = concentracdo do
fungicida ** Concentragdo calculada pela equagao (mg/L).

'Sensibilidade de Drechslera tritici-repentis ao fungicida: AS (alta sensibilidade),
MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).

Meé¢dia de dois experimentos.
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Tabela 4. Fungicida, equacio, coeficiente de determinacio (R?),
sensibilidade e concentracdo inibitoria de 50% da
germinagao de esporos (Clsg) de Drechslera tritici-
repentis, Isolado 02/ONX

R®>  Clsp** S!

Fungicida Equagdo de regressao*

(%) (mg/L)
Azoxistrobina y=-1,73Ln(x)+94,22 0,84 >40 I
Cresoxim-metilico y=-0,82Ln(x)+97,36 0,77 >40 |
Picoxistrobina y=-1,00 Ln (x) + 97,16 0,73 >40 1

Piraclostrobina y=-14,1 Ln (x) +47,79 0,94 0,85 AS
Trifloxistrobina y=-0,60 Ln (x) +97,33 0,73 >40 I

*y = porcentagem de inibicdo da germinagdo de esporos, x = concentracdo do
fungicida ** Concentracdo calculada pela equagao (mg/L).

'Sensibilidade de Drechslera tritici-repentis ao fungicida: AS (alta sensibilidade),
MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).

Meé¢dia de dois experimentos.

Tabela 5. Fungicida, equacio, coeficiente de determinagdo (R?),
sensibilidade e concentracdo inibitéoria de 50% da
germinagao de esporos (Clsg) de Drechslera tritici-
repentis, Isolado 03/HZT

ok 1
Fungicida Equacgdo de regressao* Clso 5
(%) (mg/L)
Azoxistrobina y=-0,42 Ln (x) +98,77 0,62 >40 I
Cresoxim-metilico y=-0,32Ln(x)+98,11 0,82 >40 I
Picoxistrobina y=-0,45Ln(x)+98,53 0,86 >40 I

Piraclostrobina y=-13,9 Ln (x) + 46,49 0,93 0,78 AS
Trifloxistrobina y=-0,47 Ln (x) + 98,49 0,80 >40 I

*y = porcentagem de inibi¢do da germinagdo de esporos, x = concentragdo do
fungicida ** Concentracdo calculada pela equacdo (mg/L).

'Sensibilidade de Drechslera tritici-repentis ao fungicida: AS (alta sensibilidade),
MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).

Me¢dia de dois experimentos.
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Tabela 6. Fungicida, equagdo, coeficiente de determinacdo (R,
sensibilidade e concentracdo inibitoria de 50% da
germinagao de esporos (Clsg) de Drechslera tritici-
repentis, Isolado 04/GUA

R?> Clso** S!

Fungicida Equagdo de regressao*

(%) (mg/L)
Azoxistrobina y=-2,75Ln(x)+92,20 0,67 >40 I
Cresoxim-metilico y=-0,27 Ln (x) + 99,09 090 >40 1
Picoxistrobina y =-0,84 Ln (x) + 97,50 0,71 >40 1
Piraclostrobina y=-14,10 Ln (x) +42,31 0,90 0,58 AS

Trifloxistrobina y=-0,38Ln(x)+98,75 0,66 >40 I

*y = porcentagem de inibicdo da germinagdo de esporos, x = concentracdo do
fungicida ** Concentracdo calculada pela equagao (mg/L).

'Sensibilidade de Drechslera tritici-repentis ao fungicida: AS (alta sensibilidade),
MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).

Meé¢dia de dois experimentos.

Tabela 7. Fungicida, equacio, coeficiente de determinagdo (R?),
sensibilidade e concentracdo inibitoria de 50% da
germinagao de esporos (Clsg) de Drechslera tritici-
repentis, Isolado 05/CD

R?  Clspp** S!

Fungicida Equacgdo de regressao*

(%) (mg/L)
Azoxistrobina y=-1,56Ln(x)+9504 0,79 >40 1
Cresoxim-metilico y=-0,85Ln(x)+96,96 091 >40 1
Picoxistrobina y=-1,02Ln(x)+97,19 0,67 >40 1

Piraclostrobina y=-13,3Ln(x) +50,41 0,94 1,03 MS
Trifloxistrobina y=-0,52Ln(x)+97,34 0,79 >40 1

*y = porcentagem de inibi¢do da germinagdo de esporos, x = concentragcdo do
fungicida ** Concentracdo calculada pela equacdo (mg/L).

'Sensibilidade de Drechslera tritici-repentis ao fungicida: AS (alta sensibilidade),
MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).

Me¢dia de dois experimentos.
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Os fungicidas IQEs interferem na respiragao mitocondrial,
ao bloquear a transferéncia de elétrons pelo complexo citocromo bcel,
o que interfere na formacdo de ATP (GHINI & KIMATI, 2000). De
acordo com Anesiadis et al. (2003), as estrobilurinas agem na
superficie da folha, inibindo os primeiros estddios do processo de
infeccdo, como a germinacdo de esporos, penetracio e
estabelecimento inicial do patégeno.

A interacdo entre isolado e fungicida foi significativa
(p<0,05) (Tabela 8). Para os cinco fungicidas do grupo das
estrobilurinas testadas in vitro, na média o ingrediente ativo
piraclostrobina apresentou os menores valores de Clsy para os cinco
isolados estudados, mostrando a maior eficiéncia na inibi¢do da
germinacdo de esporos de D. tritici-repentis. Os valores encontrados

variaram entre 0,58 a 1,03 mg/L.
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A menor Clsy foi observada para o isolado 04/GUA
quando utilizado o ingrediente ativo piraclostrobina, sendo
considerado o mais fungitéxico dentre os demais estrobilurinas
comparados, apresentando valor de Clsy 0,58 mg/L (Tabela 8).

Os ingredientes ativos azoxistrobina, cresoxim-metilico,
picoxistrobina e trifloxistrobina, mostraram-se ineficientes na inibicao
da germinacdo de esporos do fungo, apresentando valores de Clso > 40
mg/L, respectivamente (Tabela 8).

Fungicidas pertencentes ao mesmo grupo quimico
apresentam resisténcia cruzada. Isto significa que isolados resistentes
a um fungicida também sdo resistentes aos demais produtos que
possuem o mesmo modo de acdo (GHINI & KIMATI, 2000). Este
fato ndo foi comprovado neste trabalho, pois houve interagdo
diferencial.

A insensibilidade dos isolados aos fungicidas confirma a
resisténcia para esse grupo de fungicidas, demonstrando que a pressao
de sele¢do exercida pelo continuo uso dos fungicidas, no controle de
doencas na cultura do trigo pode ter levado a uma alteracio na
sensibilidade dessa populagdao do fungo a esse grupo de fungicidas.
Rodrigues et al. (2007) discute que no caso das estrobilurinas, pode
ocorrer resisténcia cruzada para azoxistrobina, trifloxistrobina e
piraclostrobina, sendo essa uma importante informa¢do no manejo
integrado de doengas que contemple estratégias anti - resisténcia aos

fungicidas.
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4 CONCLUSOES

A sensibilidade de D. tritici-repentis as estrobilurinas foi
alterada.

Isolados de D. tritici-repentis em estudo demonstraram
insensibilidade aos fungicidas azoxistrobina, cresoxim-metilico,
picoxistrobina e trifloxistrobina em relagdo a germinagdo dos
conidios.

Piraclostrobina mostrou maior eficiéncia na inibi¢ao da
germinagdo de esporos quando comparado com as demais fungicidas

avaliados.
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CAPITULO V

SENSIBILIDADE MICELIANA DE Drechslera siccans A
FUNGICIDAS, IN VITRO

ROSANE B. TONIN! & ERLEI MELO REIS?

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi determinar, in vitro, a
sensibilidade miceliana de Drechslera siccans, isolados do trigo aos
fungicidas triaz6is (IDMs) (ciproconazol, epoxiconazol, propiconazol,
protioconazol e tebuconazol) e estrobilurinas (IQEs) (azoxistrobina,
picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina). Sete concentragdes
dos fungicidas foram empregadas 0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00; 20,00
e 40,00 mg/L de i.a e, cinco isolados do fungo. A concentragdo 0,00
mg/L representou a testemunha, sem adi¢do de fungicida. A avaliacdo
do crescimento miceliano foi realizada com o auxilio de um
paquimetro digital, medindo-se o didmetro das coldnias, quando o
crescimento do fungo no tratamento testemunha atingiu a borda da
placa. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
quatro repeticdes. Os resultados da porcentagem de inibicao do
crescimento miceliano foram submetidos a analise de regressao
logaritmica e calculada a concentragdo inibitoria (Clsg). Os dados

mostraram variagdo quanto a fungitoxicidade dos ingredientes ativos,

'Eng. Agr., M. Sc., doutoranda do Programa de Pos-graduagio em Agronomia
PPGAgro) da FAMV/UPF, Area de concentragio em Fitopatologia.
rosanetonin@yahoo.com.br

Orientador, Eng. Agr., PhD. professor da FAMV/PPGAgro/UPF -
erleireis@tpo.com.br
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desde altamente fungitoxicos a atdxicos para os isolados de D.
siccans. Os fungicidas IDMs apresentaram as menores Cls
comparados com os IQEs. Valores da Cls, situaram-se entre < 0,1 a
0,66 mg/L para os IDMs e entre 0,84 a > 40 mg/L para os IQEs. A
insensibilidade do fungo foi observada para azoxistrobina e
picoxistrobina para os cinco isolados e, trifloxistrobina para os

1solados 01/F30, 02/RZ e 03/SF.

Palavras-chave: Triticum aestivum, mancha foliar, fungitoxidade,
Clso.

IN VITRO MYCELIAL SENSITIVITY OF Drechslera siccans,
ISOLATED FROM WHEAT TO FUNGICIDES, IN
VITRO

ABSTRACT - The objective was to determine in vitro the mycelial
sensitivity of Drechslera siccans, isolated from wheat to fungicides
(IDM) (cyproconazole, epoxiconazole, propiconazole, tebuconazole
and prothioconazole) and strobilurins (IQE) (azoxystrobin,
picoxystrobin,  pyraclostrobin  and  trifloxystrobin).  Seven
concentrations of the fungicides 0.00, 0.01, 0.10, 1.00, 10.00, 20.00
and 40.00 mg/L water of a.i. for five fungal isolates were used. The
concentration of 0.00 mg/L represented the control without fungicide.
The mycelial growth evaluation was performed with a caliper
measuring the colony diameter when the fungal growth, in the control
treatment has reached the plate edge. The experimental design was a

completely randomized with four replications. The percentage



111

inhibition data of mycelium growth were analyzed by logarithmic
regression and ICsy calculated. The data showed variation in the
fungitoxicity of the active ingredients from nontoxic to highly
fungitoxic to the strains of D. siccans. Fungicides IDMs had the
lowest 1Csy compared with IQEs. ICsy values ranged from < 0.1 to >
40 mg/L. The insensitivity of the fungus was observed for
azoxystrobin and picoxystrobin for the five isolates and for

trifloxystrobin, isolates 01/F30 and 02/RZ 03/SF.

Keywords: Triticum aestivum, leaf spot, fungitoxicity, ICs.
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1 INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum L.) ocupa papel de destaque
dentre os cereais produzidos no Brasil, tendo importante fung¢do
econdmica e social. No sul do Brasil, ¢ a principal cultura da estacao
de inverno em darea ocupada, volume de producdo e importincia
economica (WELTER, informacgao verbal).

Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2012), a produc¢ao nacional de trigo na safra 2011/12, foi de
5.788 milhdes de toneladas € o consumo de 11 milhdes de toneladas.

Entre os fatores que afetam a producdo de trigo, estdo as
doengas, causadas principalmente por fungos, entre eles os causadores
de manchas foliares, alvo de preocupacdo dos produtores e também
dos pesquisadores, devido aos danos que podem causar a cultura se
nao forem devidamente controlados.

A mancha-amarela do trigo, cujo agente causal é o fungo
Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoemaker, é uma doenga foliar de
expressdo econOmica em diversas dareas produtoras de trigo
conduzidas em monocultura e sistema de plantio direto, no Brasil. A
doenca ¢ cosmopolita, encontrando-se em mais de 21 paises
(METHA, 1993). O dano causado ao trigo pelas manchas foliares
pode ser estimado pela fungdo normalizada R = 1.000 - 5,7 I (R=
rendimento de grios e I = incidéncia foliar) (REUNIAOQ, 2011).

Fato novo verificado na safra triticola de 2008 em
amostras foliares de trigo analisadas na Universidade de Passo Fundo,

foi a constatagdo da presenca de uma nova espécie, Drechslera
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siccans (Drechsler) Shoemaker, como agente causal da mancha-
amarela da folha do trigo (TONIN & REIS, 2009).

O fungo D. siccans ataca preferencialmente o azevém
(Lolium multiflorum L. e L. perene (SCHUBIGER & BOLLER,
2009). Na literatura, também outros tipos de gramineas sao relatadas
como hospedeiras, dentre elas a aveia (Avena sativa), o capim-lanudo
(Holcus lanatus), a cevada (Hordeum vulgare), a grama-azul (Poa
pratensis), o bromo-cevada (Bromus molli), o capim-cevadinha (B.
inermis), a cevadilha (B. unioloides), o pé-de-galo (Dactylis
glomerata), a erva-carneira (Festuca pratensis), a festuca-alta (F.
arundinacea), a festuca-vermelha-das-dunas (F. rubra), a erva-de-
conta (Arrhenatherum elatius), o rabo-de-gato (Phleum pratense), a
aveia-amarela (Trisetum flavescens) e o trigo (Triticum aestivum)
(SHOEMAKER, 1962; AMMON, 1963; LATCH, 1966; MAKELA,
1971; ELLIS, 1971).

O patogeno esta amplamente disseminado em regides de
clima temperado da Europa, Australia e América do Norte e infecta
principalmente as espécies dos géneros Lolium e Festuca
(SCHUBIGER, 2009). Segundo Aratjo (1976) o azevém ¢ uma das
melhores gramineas de inverno e atualmente estd perenizado em
quintais, terrenos baldios, ao longo de estradas, rodovias e campos,
onde faz parte da vegetacao.

O manejo da mancha amarela ¢ feito pela adocdo de
praticas integradas como: cultivar resistente ou tolerante, semente
sadia, tratamento de semente com fungicida, semeadura na época
indicada, rota¢do de culturas e aplicacdo de fungicidas (REIS &

CASA, 2007).
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O uso de fungicidas ¢ um dos principais métodos de
controle de doencas de plantas, porém seu uso constante pode
promover a selecdo de linhagens resistentes colocando em risco a
eficiéncia do método (GHINI & KIMATI, 2000).

Devido a reclamacgdes da deficiéncia no controle quimico
da mancha-amarela, conduziu-se estudo in vitro para determinar a
sensibilidade miceliana de D. siccans, isolados do trigo, aos

fungicidas inibidores da desmetilacio (IDM) e da quinona externa

(IQE).

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Fitopatologia - Micologia da Faculdade de Agronomia ¢ Medicina
Veterinaria da Universidade de Passo Fundo, Passo Fundo/RS.

Para avaliar a sensibilidade miceliana de D. siccans a
fungicidas, o bioensaio empregado foi o de incorporacdo de fungicidas
ao meio de cultura fundente, semelhante ao método descrito por

(RUSSEL, 2004).

2.1 Isolados de D. siccans

Os isolados de D. siccans utilizados nos ensaios foram
obtidos por isolamento a partir de folhas com sintomas da doenca,
coletadas em lavouras de trigo.

Culturas puras dos isolados selecionados foram

preservadas em tubo de ensaio com meio BDA, em refrigerador a



115

temperatura de 5 °C. Os experimentos para a avaliagdo do crescimento

miceliano foram realizados com cinco isolados (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo dos isolados de Drechslera siccans

Isolado Cultivar Local Designacao
01 Fundacep 30 Lagoa Vermelha 01/F30
02 Raizes Panambi 02/RZ
03 Safira Coxilha 03/SF
04 Fundacep 52 Vacaria 04/F52
05 Vaqueano Passo Fundo 05/VQ

2.2 Fungicidas

Para a avaliagdo do crescimento miceliano quanto a
sensibilidade de isolados de D. siccans, utilizou-se cinco fungicidas
pertencentes ao grupo quimico dos triazoéis ou inibidores da
desmetilagdo (IDMs) ciproconazol, epoxiconazol, propiconazol
protioconazol e tebuconazol e, quatro fungicidas do grupo quimico
das estrobilurinas, ou inibidores da quinona externa na mitocondria
(IQEs) azoxistrobina, picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina.

Estes fungicidas sdao recomendados isolados ou em
mistura de IDMs mais IQEs, para o controle da mancha-amarela na
cultura do trigo, exceto picoxistrobina (REUNIAO, 2011). Um

fungicida novo, protioconazol, foi incluido nos testes.
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Tabela 2. Fungicidas utilizados para determinar a sensibilidade in
vitro de isolados de Drechslera siccans

Produto Formulagao Ingrediente Grupo

técnico comercial ativo (g/L) quimico
Ciproconazol Alto 100 SC 100 g/L Triazol
Epoxiconazol Opus SC 125 g/l Triazol
Propiconazol Tilt EC 250 g/L Triazol
Protioconazol Proline EC 250 g/L Triazolinthione
Tebuconazol Folicur 200 EC 200 g/L Triazol
Azoxistrobina Priori SC 250 g/L Estrobilurina
Picoxistrobina Acapela SC 250 g/L Estrobilurina
Piraclostrobina ~ Comet EC 250 g/L Estrobilurina
Trifloxistrobina  Twist CE 125 g/L Estrobilurina

Fonte: AGROFIT

2.3 Determinacio in vitro da sensibilidade miceliana a fungicidas

Nos ensaios foram testadas sete concentragoes dos
fungicidas: 0,00; 0,01; 0,10; 1,00; 10,00; 20,00 ¢ 40,00 mg/L de
ingrediente ativo de cada fungicida. A concentragao 0,00 mg/L, ou
auséncia de fungicida, representou a testemunha de cada experimento.

Para o preparo das suspensdes aliquotas de fungicidas
foram transferidos com o auxilio de um micropipetador para baldo
volumétrico contendo agua destilada e esterilizada (ADE), resultando
em um volume final de 100 mL. Desta primeira suspensao fungicida
transferiu-se 1 mL para 99,0 mL de ADE para outro baldo
volumétrico, constituindo a segunda diluicdo. Apos o preparo das
suspensoes acrescentou-se os volumes necessarios ao meio de cultura
BDA desidratado/39 g/L (Batata-Dextrose-Agar), para que as

concentragdes desejadas fossem satisfeitas. Os frascos foram
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cuidadosamente agitados e o meio vertido em placas de petri (tamanho
90 x 15 mm) previamente esterelizadas em camara de fluxo laminar.

Discos do micélio de cada isolado, com 5 mm de
diametro, retirados da borda de coldnias com sete dias de crescimento,
foram colocados no centro de cada placa de Petri contendo o substrato
suplementado com as concentragdes do fungicida testado. As placas
foram incubadas em camara de crescimento com temperatura de 25 +
2 °C, fotoperiodo de 12 horas, proporcionado por trés lampadas
fluorescentes, 40 W, posicionados a 50 cm acima das placas.

Devido a limitagdo encontrada na obtengdo de esporos do
fungo, os fungicidas triazois e estrobilurinas, foram testados quanto ao

crescimento miceliano.

2.4 Avaliacao

A avaliagdo foi realizada com o auxilio de um paquimetro
digital (marca Mitutoyo) medindo-se o didmetro das colonias em dois
sentidos perpendiculares, quando o crescimento do fungo, no
tratamento testemunha, atingiu a borda da placa.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial (fungicida x isolado) com quatro repeticdes, cada
unidade experimental representada por uma placa de petri. Os
experimentos foram realizados duas vezes utilizando-se para a andlise
estatistica a média dos dois ensaios.

Os dados da porcentagem de inibicdo do crescimento
miceliano foram submetidos a andlise de regressdo logaritmica e

calculada a concentragdo que inibe 50% do crescimento miceliano
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(ClIsp) utilizando-se o programa estatistico Costat. A Clsy do

crescimento miceliano foi calculada pela equagao gerada.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme os resultados obtidos nas Figuras (1 a 45) nota-
se que nenhum tratamento fungicida inibiu 100% o crescimento
miceliano do fungo nas concentragdes de 0,01, 0,10 e 1,0 mg/L.
Observou-se para os fungicidas IDM crescimento micelial
decrescente, em fung¢do do aumento da concentragdo do fungicida ao
qual o fungo foi exposto, estando o limite entre 1,0 e 10 mg/L para a
maioria dos isolados, exceto para o fungicida tebuconazol, isolados
01/F30, 02/RZ, 03/SF e 04/F52. Este fato ndo foi observado para os
fungicidas do IQEs, tendo o crescimento ocorrido até a concentracao
de 40 mg/L para todos isolados.

Os resultados da determina¢ao da concentracao inibitoria
(Clsp) dos fungicidas testados para os cinco isolados avaliados, consta
nas Tabelas 3,4, 5,6 ¢ 7.

Os 1isolados foram classificados, segundo a escala de
Edgington et al.,, (1971) adaptada, seguindo o seguinte critério:
insensiveis se a Clsp > 40 mg/L; baixa sensibilidade se a Cls, estiver
entre 10 e 40 mg/L; moderadamente sensiveis se a Cls estiver entre 1
e 10 mg/L; altamente sensiveis se a Clsg < 1 mg/L, sendo Clsg
definida como a concentragdo do ingrediente ativo capaz de inibir
50% do crescimento miceliano ou da germinacdo de esporos do

isolado.
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O isolado 01/F30 foi considerado sensivel de acordo com
a classificacdo de Edgington et al. (1971), apresentando valores de
Clso menores que 1,0 mg/L, para os fungicidas do grupo quimico
IDMs ciproconazol, epoxiconazol, propiconazol, protioconazol e
tebuconazol (Tabela 3). Para os fungicidas IQEs, azoxistrobina,
picoxistrobina e trifloxistrobina o isolado foi considerado insensivel
apresentando valores de Clso > 40 mg/L. O isolado foi considerado
moderadamente sensivel para o ingredinte ativo piraclostrobina. O
coeficiente de determinagdo (Rz) variou de 89,9 a 99,3.

Considerando o isolado o Isolado 02/RZ, valores de Cls
variaram de < 0,1 a 0,51 mg/L para os triazdis e, o coeficiente de
determinacio (R?) situou-se entre 0,87 a 99,2. Valores superiores a
1,0 mg/L foram verificados para azoxistrobina (> 40 mg/L),
picoxistrobina (> 40 mg/L), e trifloxistrobina (> 40 mg/L), sendo o
isolado considerado insensivel para estes ingrediente ativo e
classificado como moderadamente sensivel de acordo com Edgington
et al. (1971) para piraclostrobina com valor de Clsy 1,94 mg/L (Tabela
4).

Resultados similares foram encontrados para os isolados,
03/SF, 04/F52 e 05/VQ (Tabelas 5, 6 e 7), seguindo classificagdao de
Edgington et al. (1971), foram considerados altamente sensiveis para
os fungicidas do grupo quimico IDMs. Os valores da Cls, situaram-se
entre 0,14 a 0, 65 mg/L.

Em geral, os fungicidas IDMs apresentaram potenciais de
inibicdo crescente em funcdo do aumento da concentragao do

ingrediente ativo.
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A insensibilidade do fungo foi observada para
azoxistrobina e picoxistrobina para os cinco isolados e, trifloxistrobina
para os isolados 01/F30, 02/RZ e 03/SF. Para piraclostrobina os
isolados mostraram-se moderadamente sensiveis, exceto o 04/F52 que
foi sensivel a este fungicida. Valores de Clsy para os IQEs situaram-se

entre 0,84 a > 40 mg/L, respectivamente.

Tabela 3. Fungicida, equacgdo, coeficiente de determinacgdo (R?),
sensibilidade e concentragdao inibitéria de 50% do
crescimento miceliano (Clsg) de Drechslera siccans,
Isolado 01/F30

Fungicida Equagdo de regressao* R*  Cls** 8!
Ciproconazol y=-11,2 Ln (x) + 38,65 095 036 AS
Epoxiconazol y=-10,5 Ln (x) + 36,56 0,96 0,28 AS
Propiconazol y=-10,7 Ln (x) + 37,88 096 032 AS
Protioconazol y=-10,6 Ln (x) + 34,16 090 0,22 AS
Tebuconazol y=-10,3 Ln (x) +45,74 0,97 0,66 AS
Azoxistrobina y=-3,42 Ln (x) + 82,71 0,96 >40
Picoxistrobina y=-4,28 Ln (x) + 76,64 0,98 >40
Piraclostrobina  y=-9,23 Ln (x) + 51,43 0,98 1,17 MS
Trifloxistrobina y =-5,04 Ln (x) + 75,28 0,99 >40 I

*y = porcentagem de inibi¢do do crescimento miceliano, x = concentracdo do

fungicida ** Concentracdo calculada pela equacao (mg/L).
'Sensibilidade de Drechslera siccans ao fungicida: AS (alta sensibilidade),
MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).
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Tabela 4. Fungicida, equacio, coeficiente de determinacio (R?),
sensibilidade e concentracao
crescimento miceliano (Clsg) de Drechslera siccans,

inibitoria de 50% do

Isolado 02/RZ

Fungicida Equagdo de regressao* R* Clyp S
Ciproconazol y=-11,6 Ln (x) + 41,32 0,97 047 AS
Epoxiconazol y=-10,2 Ln (x) + 36,98 0,98 0,28 AS
Propiconazol y=-11,8 Ln (x) + 42,15 0,98 0,51 AS
Protioconazol y =-8,74 Ln (x) + 28,61 0,87 <0,1 AS
Tebuconazol y=-9,93 Ln (x) + 42,98 0,95 0,49 AS
Azoxistrobina y =-3,26 Ln (x) + 85,66 0,99 >40 1
Picoxistrobina y=-3,70 Ln (x) + 79,26 098 >40 1
Piraclostrobina  y =-8,82 Ln (x) + 55,85 0,98 1,94 MS
Trifloxistrobina  y=-5,24 Ln (x) + 74,46 0,98 >40 1

*y = porcentagem de inibi¢do do crescimento miceliano, x = concentra¢do do

fungicida ** Concentracdo calculada pela equacao (mg/L).

'Sensibilidade de Drechslera siccans ao fungicida: AS (alta sensibilidade),

MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).

Tabela 5. Fungicida, equacdo, coeficiente de determinacdo (R?),
sensibilidade e concentra¢do
crescimento miceliano (Clsg) de Drechslera siccans,

inibitéria de 50% do

Isolado 03/SF

Fungicida Equacao de regressao* R* Clsy S
Ciproconazol y=-11,0 Ln (x) + 37,38 0,93 0,32 AS
Epoxiconazol y=-11,7 Ln (x) + 39,35 094 040 AS
Propiconazol y=-10,5Ln (x) + 37,19 0,95 030 AS
Protioconazol y=-11,0 Ln (x) + 35,17 090 026 AS
Tebuconazol y=-11,4 Ln (x) + 45,05 0,95 0,65 AS
Azoxistrobina  y=-3,49 Ln (x) + 81,14 0,99 >40 1
Picoxistrobina  y=-3,70 Ln (x) + 79,57 0,97 >40 1
Piraclostrobina y =-8,64 Ln (x) + 53,53 0,99 1,50 MS
Trifloxistrobina y=-4,74 Ln (x) + 77,14 0,98 >40 1

*y = porcentagem de inibi¢do do crescimento miceliano, x = concentragdo do

fungicida ** Concentracdo calculada pela equacdo (mg/L).

'Sensibilidade de Drechslera siccans ao fungicida: AS (alta sensibilidade),

MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).
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Tabela 6. Fungicida, equagdo, coeficiente de determinacdo (R,
sensibilidade e concentracao
crescimento miceliano (Clsg) de Drechslera siccans,

inibitoria de 50% do

Isolado 04/F52

Fungicida Equagao de regressao * R’ Cly” !
Ciproconazol y=-11,5 Ln (x) + 40,47 0,98 044 AS
Epoxiconazol y=-10,9 Ln (x) + 37,67 0,96 0,32 AS
Propiconazol y=-10,5 Ln (x) + 37,26 096 030 AS
Protioconazol y =-10,9 Ln (x) + 34,87 0,89 0,25 AS
Tebuconazol y=-11,4 Ln (x) + 44,34 0,96 0,01 AS
Azoxistrobina y =-4,43 Ln (x) + 79,99 095 >40 1
Picoxistrobina  y=-5,08 Ln (x) + 75,60 0,98 >40 I
Piraclostrobina  y=-10,2 Ln (x) + 48,17 098 0,84 AS
Trifloxistrobina y=-7,50 Ln (x) + 62,52 0,98 5,31 MS

*y = porcentagem de inibi¢do do crescimento miceliano, x = concentracdo do
fungicida ** Concentracdo calculada pela equacao (mg/L).

'Sensibilidade de Drechslera siccans ao fungicida: AS (alta sensibilidade),

MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).

Tabela 7. Fungicida, equacio, coeficiente de determinagdo (R?),
sensibilidade e concentracao
crescimento miceliano (Clsp) de Drechslera siccans,

inibitoria de 50% do

Isolado 05/VQ

Fungicida Equagao de regressao * R? Cly” S
Ciproconazol y=-11,0 Ln (x) + 36,38 092 0,29 AS
Epoxiconazol y=-11,8 Ln (x) + 39,27 0,93 040 AS
Propiconazol y=-10,5Ln (x) + 37,21 0,94 0,30 AS
Protioconazol y=-9,73 Ln (x) + 31,07 0,87 0,14 AS
Tebuconazol y=-12,0 Ln (x) + 40,21 094 044 AS
Azoxistrobina  y=-4,46 Ln (x) + 76,04 0,98 >40 1
Picoxistrobina  y=-3,79 Ln (x) + 77,54 098 >40 1
Piraclostrobina  y=-9,01 Ln (x) + 52,05 0,98 1,26  MS
Trifloxistrobina y=-6,18 Ln (x) + 70,66 097 28,31 BS

*y = porcentagem de inibi¢do do crescimento miceliano, X = concentragdo do
fungicida ** Concentragdo calculada pela equagdo (mg/L).

'Sensibilidade de Drechslera siccans ao fungicida: AS (alta sensibilidade),

MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).
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Para os cinco fungicidas triazois testados in vitro e para os
cinco isolados, o ingrediente ativo protioconazol apresentou a menor
Clso, mostrando a maior eficiéncia na inibicdo do crescimento
miceliano de D.siccans (Tabela 8). Os valores encontrados variaram
entre < 0,1 a 0,26 mg/L. Na concentragdo de 10 mg/L a inibi¢ao do
crescimento miceliano foi de 100% (Figuras do Apéndice 14).

Nota-se que na média, os maiores valores de Clsy foram
observados para o fungicida tebuconazol, com valores de Clsy entre
0,44 a 0,66 mg/L, mostrando que os isolados sdo menos sensiveis in
vitro a esse fungicida.

A menor Clsy foi observada para o isolado 02/RZ, para o
ingrediente ativo protioconazol. Na média, os ingredientes ativos
ciproconazol,  epoxiconazol e  propiconazol  apresentaram
fungitoxicidade equivalente.

Stolte, (2006), em trabalho conduzido com D. tritici-
repentis, encontrou valores de Clso < 0,1mg/L para os fungicidas
propiconazol, epoxiconazol e ciproconazol e maiores valores de Clsg
(0,54) para tebuconazol, o mesmo observado nesse estudo. Alta
sensibilidade ao ingrediente ativo propiconazol também foi observada
por Sartori, (2008), trabalhando com isolados de Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib., com valores de EDsy < 1

ug.mL'l.
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Tabela 8. Concentracao inibitéria de 50% do crescimento miceliano
(Clso) de fungicidas para cinco isolados de Drechslera

siccans aos fungicidas IDMs

Isolados (Clso mg/L)

Medi
01/F30 O0URZ 03SF  04/F52 0s5/vQ  Media

Fungicida

Ciproconazol 0,36™  0,47™ 0,32 0,44™ 029™ 0,37b

Epoxiconazol 0,28 0,28 0,40 0,32 0,40 0,33 b
Propiconazol 0,32 0,51 0,30 0,30 0,30 0,34 b
Protioconazol 0,22 <0,1 0,26 0,25 0,14 0,21 ¢
Tebuconazol 0,66 0,49 0,65 0,61 0,44 0,57 a
Média 0,36 0,37 0,38 0,38 0,31

CV (%) 9,05

"Nio significativo. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%. Letras minusculas comparam médias na coluna e as maiasculas na
linha. Médias de dois experimentos.

A pressao de selecdo exercida pela aplicagdo de fungicidas
¢ o principal fator responsavel pela reducdo de sensibilidade das
populagdes de fungos (GHINI & KIMATI, 2000). De acordo com
Staub & Sozzi (1984), os dois principais fatores de risco para o
desenvolvimento de resisténcia sdo a biologia do fungo e a quimica do
fungicida, sendo parametros indispensaveis para a estimativa do risco
de resisténcia para determinadas relagdes fungo/fungicida.

Os fungicidas azoxistrobina e picoxistrobina mostraram-se
atoxicos para os isolados testados, o mesmo observando-se para os
isolados 01/F30, 02/RZ, 03/SF para trifloxistrobina, sendo estes
considerados menos fungitoxicos com valores de Clsy superiores a 40
mg/L (Tabela 9). A menor Cls, foi observada para o isolado 04/F52
para piraclostrobina. O fungicida azoxistrobina foi considerado
ineficiente (EDsp > 50 mg/L), quanto a inibi¢do do crescimento

micelial de Amphobotrys ricini (Buchwald) Hennebert (CHAGAS,
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2009). Kimura et al. (2001) avaliando a sensibilidade in vitro de
Botrytis cinerea Pers. ex. Fr. provenientes de viveiros de eucalipto, a
varios fungicidas, também observaram baixa sensibilidade ao
fungicida azoxistrobina tanto para crescimento micelial quanto para

germinagao de conidios.
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Observou-se crescimento miceliano para todos isolados
avaliados até a concentracdo de 40 mg/L para as quatro estrobilurinas
(Figura dos Apéndices 16 a 19).

O ingrediente ativo piraclostrobina, mostrou-se o mais
potente quando comparado com as demais estrobilurinas testadas,
apresentando valores de Clsy entre 0,84 a 1,94 mg/L. Em estudo
conduzido com C. lindemuthianum os isolados foram classificados de
acordo com os valores de DLsy como altamente sensiveis a este
fungicida (GULART, 2009; SARTORATO, 2006).

Conforme resultados obtidos no presente trabalho,
constatou-se redugdo de sensibilidade de D.siccans, para os fungicidas
do grupo quimico das estrobilurinas e alta fungitoxicidade para os

fungicidas triazdis.

4 CONCLUSOES

Comparando os grupos quimicos dos IDMs e IQEs, os
triazois apresentaram alta fungitoxicidade.

O fungicida protioconazol mostrou-se o mais eficiente
entre os triazois.

O fungicida piraclostrobina mostrou-se o mais potente,
quando comparado com as demais estrobilurinas.

O ingrediente ativo tebuconazol, apresentou os maiores

valores de Clsq entre os triazois testados.
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APENDICE 1 - Isolado 01/QTZ

Tabela 1. Fungicida, equacio, coeficiente de determinacdo (R?),
sensibilidade e concentragdo inibitéria que inibe 50% do
crescimento miceliano de Drechslera tritici-repentis,
Isolado 01/QTZ

2 *% 1
Fungicida Equagio de regressio* R™ Clso S

(%) (mg/L)

Ciproconazol y =-5,00 Ln (x) + 80,68 94,0 >40 I

Epoxiconazol y=-11,7 Ln (x) + 53,66 96,0 1,37 MS
Propiconazol y=-12,7 Ln (x) + 48,02 98,0 0,86 AS
Protioconazol y=-10,9 Ln (x) + 31,37 96,0 0,18 AS
Tebuconazol y=-10,2 Ln (x) + 56,21 91,0 1,84 MS

*y = porcentagem de inibi¢do do crescimento miceliano, x = concentra¢do do
fungicida ** Concentra¢do (mg/L) calculada pela equagao.

'Sensibilidade de Drechslera tritici-repentis ao fungicida: AS (alta sensibilidade),
MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).

APENDICE 2 — Isolado 02/ONX

Tabela 2. Fungicida, equagdo, coeficiente de determinacgdo (R,
sensibilidade e concentrag¢do inibitdria que inibe 50% do
crescimento micelial de Drechslera tritici-repentis (Cls),
Isolado 02/ONX

2 *%  Ql
Fungicida Equagdo de regressao* R™ Cls™ S

(%) (mg/L)

Ciproconazol y=-7,23 Ln (x) + 74,12 89,0 28,11 BS
Epoxiconazol y =-10,0 Ln (x) + 39,52 95,0 0,35 AS
Propiconazol y=-12,0 Ln (x) + 52,99 96,0 1,28 MS
Protioconazol y=-10,7 Ln (x) + 30,16 95,0 0,16 AS
Tebuconazol y=-10,9 Ln (x) + 59,27 90,0 2,34 MS

*y = porcentagem de inibi¢do do crescimento miceliano, x = concentra¢do do
fungicida ** Concentracdo calculada pela equacdo (mg/L).

'Sensibilidade de Drechslera tritici-repentis ao fungicida: AS (alta sensibilidade),
MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).
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APENDICE 3 - Isolado 03/HTZ

Tabela 3. Fungicida, equacio, coeficiente de determinacdo (R?),
sensibilidade e concentrag¢do inibitéria que inibe 50% do
crescimento micelial de Drechslera tritici-repentis (Cls),
Isolado 03/HZT

R?>  Clg** 8!
(%)  (mg/L)

Ciproconazol y=-4,07 Ln (x) + 85,74 81,0 >40 I

Epoxiconazol y=-11,0 Ln (x) + 51,10 96,0 1,11 MS
Propiconazol y=-11,4 Ln (x) + 41,90 99,0 0,49 AS
Protioconazol y=-11,4 Ln (x) + 32,30 94,0 0,21 AS
Tebuconazol y=-10,6 Ln (x) + 56,33 95,0 1,82 MS

*y = porcentagem de inibi¢do do crescimento miceliano, x = concentra¢do do

Fungicida Equagao de regressao*

fungicida ** Concentracdo calculada pela equacao (mg/L).
'Sensibilidade de Drechslera tritici-repentis ao fungicida: AS (alta sensibilidade),
MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).

APENDICE 4 — Isolado 04/GUA

Tabela 4. Fungicida, equacio, coeficiente de determinacio (R?),
sensibilidade e concentrag¢do inibitdria que inibe 50% do
crescimento micelial de Drechslera tritici-repentis (Cls),
Isolado 04/GUA

2 *% 1
Fungicida Equagao de regressao* R Clso 5

(%) (mg/L)

Ciproconazol y=-4,63 Ln (x) + 83,17 90,0 >40 |

Epoxiconazol y =-9,86 Ln (x) + 45,52 95,0 0,63 AS
Propiconazol y=-12,3 Ln (x) +41,57 98,0 0,50 AS
Protioconazol y=-9,52 Ln (x) + 27,16 96,0 0,09 AS
Tebuconazol y=-11,4 Ln (x) + 53,88 96,0 1,41 MS

*y = porcentagem de inibi¢do do crescimento miceliano, x = concentra¢do do

fungicida ** Concentracdo calculada pela equacdo (mg/L).
'Sensibilidade de Drechslera tritici-repentis ao fungicida: AS (alta sensibilidade),
MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).
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APENDICE 5 — Isolado 05/CD

Tabela 5. Fungicida, equacio, coeficiente de determinacio (R?),
sensibilidade e concentrag¢do inibitdria que inibe 50% do
crescimento micelial de Drechslera tritici-repentis (Cls),
Isolado 05/CD

2 stk 1
Fungicida Equagao de regressao* R Clso S

(%) (mg/L)

Ciproconazol y=-6,47 Ln (x) + 72,83 98,0 34,08 BS
Epoxiconazol y=-10,3 Ln (x) + 41,85 97,0 045 AS
Propiconazol y=-11,9 Ln (x) + 51,89 96,0 1,17 MS
Protioconazol y=-11,1 Ln (x) + 30,33 92,0 0,17 AS
Tebuconazol y=-11,1 Ln (x) + 58,82 94,0 2,21 MS

*y = porcentagem de inibi¢do do crescimento miceliano, x = concentra¢do do
fungicida ** Concentracdo calculada pela equacao (mg/L).

'Sensibilidade de Drechslera tritici-repentis ao fungicida: AS (alta sensibilidade),
MS (moderada sensibilidade), BS (baixa sensibilidade), I (insensivel).
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APENDICE 6 — Fungicida azoxistrobina

y =-2,2In(x) + 93,68
R2=0,70

120 Cly,= > 40 mg/L
100,00 100,00 99,88 99,50

100 90,38 89,50
78,25
80
60
40
20
0 0,01 0,1 1

Germinac¢ao de esporos (%)

[e)

10 20 40

Concentracao (mg/L)

Figura 1. Germinagdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 01/QTZ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
azoxistrobina.

y =-1.73In(x) + 94.22
R>=0.84
120 CI,,= >40 mg/L

100,00 99,75 99,00 98,75

100 90,00 88,25 86,00
8
6
4
2
0 0.01 0.1 1 10 20 40

Figura 2. Germinagdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 02/ONX, in vitro, em sete concentragdes do fungicida

oS o o o o

azoxistrobina.
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y =-0,42In(x) + 98,77
R2=10,62
Cly,=>40 mg/L

100,00 100,00 99,75 100,00 98,75 97,75 95.50

100
8
6
4
2
0 0,01 0,1 1 10 20 40

Concentracao (mg/L)

120

(= R = N )

Germinagao de esporos (%0

(=]

Figura 3. Germinacdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 03/HTZ, in vitro, em sete concentra¢cdes do fungicida

azoxistrobina.
y =-2,75In(x) + 92,20
R2=0,67
120 Cly,=>40 mg/L

100,00 100,00 100,00 99,00

100 89,00 87,50
8 72,00
6
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(=]

Figura 4. Germinagdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 04/GUA, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
azoxistrobina.
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y = -1,56In(x) + 95,04

R?=0,79
120 Clgo= >40 mg/L
100,00 100,00 100,00 9700 o5 0o

oS o O O

Germinagao de esporos (%)

(=]

100 88,00 87,00
8
6
4
2
0 0,01 0,1 1 10 20 40

Concentragao (mg/L)

Figura 5. Germinacdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 05/CD, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
azoxistrobina.

APENDICE 7 — Fungicida cresoxim-metilico

y =-1,12In(x) + 96,80
R>=10,63
Clgo= >40 mg/L

100,00 100,00 100,00 99,00 97,00 94.50

100 88,00
80
60
40
20
0 0,01 0,1 1

10 20 40

120

Germinagao de esporos (%)

(]

Concentragdo (mg/L)
Figura 6. Germinacdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado

de trigo 01/QTZ, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida cresoxim-
metilico.



149

y =-0,82In(x) + 97,36
R2=0,77
Clso= >40 mg/L
120
100,00 100,00 100,00
’ , , 98,00 97,50 94,75 92,25

0 0,01 0,1 1 10 20 40

Concentragao (mg/L)

100

Germinagao de esporos (%)
N B (o)) (0]
o o o o

o

Figura 7. Germinacdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 02/ONX, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida cresoxim-
metilico.

y =-0,32In(x) + 98,11
R>=0,82

Cl.,= >40 mg/L
120 %0 8
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Figura 8. Germinagdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 03/HTZ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida cresoxim-
metilico.
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y = -0,27In(x) + 99,09
R?=0,90
Clgo=>40 mg/L

100,00 100,00 100,00 99,50 98,50 98,00 98,00
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Figura 9. Germinacdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 04/GUA, in vitro, em sete concentragdes do fungicida cresoxim-

metilico.

y =-0,85In(x) + 96,96
R2=10,91
Cl.,=>40 mg/L

120 50 g/

élOO 100,00 100,00 100,00 97,00 96,00 9400 93,00
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’g, 40

= 20

£

[0}

O 0

0 0,01 0,1 1 10 20 40

Concentragdo (mg/L)
Figura 10. Germinagdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 05/CD, in vitro, em sete concentragdes do fungicida cresoxim-
metilico.
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APENDICE 8 — Fungicida picoxistrobina

y = -0,58In(x) + 98,20
R2=0,74
Clgo= >40 mg/L

120

0 0,01 0,1 1 10 20 40

Concentrag@o (mg/L)

[\ I e \ el
S o o o O

Germinagao de esporos (%)

Figura 11. Germinacdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 01/QTZ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
picoxistrobina.

y =-1,00In(x) + 97,16
R2=0,73
Cls,= >40 mg/L

100,00 100,00 100,00 99,75 9675 93.40
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100 I I I I I
0 ,0 0,1 1 10 20 40
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Figura 12. Germinacdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 02/ONX, in vitro, em sete concentracdes do fungicida
picoxistrobina.
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y =-0,45In(x) + 98,53
R2=10,86
Clo=>40 mg/L

100,00 100,00 100,00 99,00 9800 97,25 96,00

0 0,01 0,1 1 10 20 40

B

120
100
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Figura 13. Germinagéo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 03/HTZ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
picoxistrobina.
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Figura 14. Germinagéo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 04/GUA, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
picoxistrobina.



153

y =-1,02In(x) + 97,19
=0,67

Clgo= >40 mg/L
120
100,00 100,00 100,00 100,00 97 0q

100 94,00 90 00
8
6
4
2
40

Concentragéo (mg/L)

S o o O

Germinagao de esporos (%)

o

Figura 15. Germinagéo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 05/CD, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
picoxistrobina.

APENDICE 9 — Fungicida piraclostrobina
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Figura 16. Germinacdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 01/QTZ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
piraclostrobina.
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Figura 17. Germinagdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 02/ONX, in vitro, em sete concentragdes do fungicida

piraclostrobina.
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Figura 18. Germinagao de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 03/HTZ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
piraclostrobina.
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Figura 19. Germinacdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 04/GUA, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
piraclostrobina.
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Figura 20. Germinagéo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 05/CD, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
piraclostrobina.



156
APENDICE 10 — Fungicida trifloxistrobina
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Figura 21. Germinagédo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 01/QTZ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
trifloxistrobina.
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Figura 22. Germinagdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 02/ONX, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
trifloxistrobina.
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Figura 23. Germinacdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 03/HTZ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
trifloxistrobina.
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Figura 24. Germinagéo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 04/GUA, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
trifloxistrobina.
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Figura 25. Germinacdo de esporos (%) de Drechslera tritici-repentis, para o isolado
de trigo 05/CD, in vitro, em sete concentragdes do fungicida
trifloxistrobina.
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APENDICE 11 — Fungicida ciproconazol
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Figura 1. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
01/F30, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida ciproconazol.
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Figura 2. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo

02/RZ, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida ciproconazol.
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Figura 3. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
03/SF, in vitro, em sete concentragdes do fungicida ciproconazol.
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Figura 4. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
04/F52, in vitro, em sete concentragdes do fungicida ciproconazol.
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Figura 5. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
05/VQ, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida ciproconazol.



APENDICE 12 — Fungicida epoxiconazol
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Figura 6. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
01/F30, in vitro, em sete concentragdes do fungicida epoxiconazol.
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Figura 7. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
02/RZ, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida epoxiconazol.
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Figura 8. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
03/SF, in vitro, em sete concentragdes do fungicida epoxiconazol.
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Figura 9. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
04/F52, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida epoxiconazol.
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Figura 10. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo

05/VQ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida epoxiconazol.

APENDICE 13 — Fungicida propiconazol

Crescimento miceliano (%)

120

100

80

60

40

20

y =-10,7 Ln(x) + 37,88
R?=0,96

100
91,96 CI, = 0, 32 mg/L
63,99
26,74
I 9,95
000 000
0 001 0,1 1

10 20 40
Concentragao (mg/L)

Figura 11. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo

01/F30, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida propiconazol.
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Figura 12. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
02/RZ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida propiconazol.
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Figura 13. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
03/SF, in vitro, em sete concentragdes do fungicida propiconazol.
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Figura 14. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
04/F52, in vitro, em sete concentragdes do fungicida propiconazol.
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Figura 15. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
05/VQ, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida propiconazol.



166

APENDICE 14 — Fungicida protioconazol
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Figura 16. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
01/F30, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida protioconazol.
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Figura 17. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
02/RZ, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida protioconazol.
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Figura 18. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
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Figura 19. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo

04/F52, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida protioconazol.
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Figura 20. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo

05/VQ, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida protioconazol.

APENDICE 15 — Fungicida tebuconazol
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Figura 21. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo

01/F30, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida tebuconazol.
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Figura 22. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
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Figura 23. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo

03/SF, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida tebuconazol.
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Figura 24. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
04/F52, in vitro, em sete concentragdes do fungicida tebuconazol.

120

100

(]
()

o~
S

[\
o

Crescimento miceliano (%)
(@)
[e)

o

y = - 12,0Ln(x) + 40,21
R2=0,94

100
98,27 CI,, = 0,44 mg/L
75,17
24,48
I 0,00 0,00 0,00
0 0,01 0,1 1 10 20 40

Concentracdo (mg/L)

Figura 25. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo

05/VQ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida tebuconazol.
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APENDICE 16 — Fungicida azoxistrobina
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Figura 26. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
01/F30, in vitro, em sete concentragdes do fungicida azoxistrobina.
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Figura 27. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
02/RZ, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida azoxistrobina.
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Figura 28. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
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Figura 29. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo

04/F52, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida azoxistrobina
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Figura 30. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
05/VQ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida azoxistrobina.

APENDICE 17 — Fungicida picoxistrobina
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Figura 31. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
01/F30, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida picoxistrobina.
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Figura 32. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
02/RZ, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida picoxistrobina.
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Figura 33. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
03/SF, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida picoxistrobina.
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Figura 34. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
04/F52, in vitro, em sete concentragdes do fungicida picoxistrobina.
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Figura 35. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
05/VQ, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida picoxistrobina.
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APENDICE 18 — Fungicida piraclostrobina
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Figura 36. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
01/F30, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida piraclostrobina.
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Figura 37. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
02/RZ, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida piraclostrobina.
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Figura 38. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
03/SF, in vitro, em sete concentragdes do fungicida piraclostrobina.
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Figura 39. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
04/F52, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida piraclostrobina.
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Figura 40. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
05/VQ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida piraclostrobina.

APENDICE 19 — Fungicida trifloxistrobina
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Figura 41. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
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Figura 42. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
02/RZ, in vitro, em sete concentracdes do fungicida trifloxistrobina.
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Figura 43. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
03/SF, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida trifloxistrobina.
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Figura 44. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo
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04/F52, in vitro, em sete concentra¢des do fungicida trifloxistrobina.
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Figura 45. Crescimento miceliano (%) de Drechslera siccans, para o isolado de trigo

05/VQ, in vitro, em sete concentragdes do fungicida trifloxistrobina.



