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RESUMO

GUIMARAES, GESIANE RIBEIRO. Morfologia, patogenicidade e sensibilidade a
fungicidas de isolados de Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus & WD Moore.
2021. 83f. Tese (Doutorado em Agronomia) - Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia, MG.!

A antracnose da soja (Glycine max. L.) ocorre em todas as areas de producao de soja do
mundo. Entre os fatores que limitam a obtencao de altos rendimentos da soja estdo as
doencgas. A antracnose ¢ uma das principais doengas da cultura, sendo causada pelo
fungo Colletotrichum truncatum . No primeiro capitulo isolados de Colletotrichum
truncatum  foram obtidos de véarias hospedeiras, oriundos de diferentes regides
produtoras de soja. Culturas puras foram obtidas e inoculadas em folhas, hastes e
vagens destacadas. Em relagdo a coloragdo micelial houve variagdo do aspecto da
colonia de C. truncatum. A taxa de crescimento micelial entre os isolados apresentou
uma amplitude de 8,5 mm.dia™! (isolado de Passo Fundo-RS) a 9,10 mm.dia™! (isolado
de Passo Fundo-RS), demonstrando menor e maior atividade fisioldgica,
respectivamente, dos isolados em condi¢des artificiais. Na haste os isolados que
apresentaram menor lesdo e que diferiram estatisticamente das demais foram os isolados
Passo Fundo-RS, Brasilia-DF e Urutai-GO, 12 foram menos agressivos se comparados
aos demais com lesdes de 33,46 a 35,10 mm de comprimento. O mais agressivo
produziu lesdes de 35,38 a 37,55 mm de comprimento. Na folha o isolado mais
agressivo foi o isolado Brasilia-DF a lesdo chegou a 79,99 mm de comprimento, sendo
seguidos pelos isolados Passo Fundo-RS, Brasilia-DF e Urutai-GO. Na vagem o isolado
mais agressivo foi o isolado Brasilia-DF a les@o chegou a 49,79 mm de comprimento e
os menos agressivos foram os isolados Passo Fundo-RS e Urutai. No capitulo 2, o
objetivo foi avaliar o efeito da temperatura nos isolados. As placas foram submetidas a
incubagdo com temperatura de 20° 25° 27° 32° e 35°C, sob fotoperiodo de 12 h,
durante sete dias em BOD. A avaliacdo do crescimento micelial foi feita pela medigao,
a cada 24 h, registrando-se o didmetro em milimetros das colonias em posi¢ao
ortogonal, durante sete dias a partir do momento em que foram colocados os discos de
micélio contendo o isolado. As andlises estatisticas foram realizadas no programa
estatistico R. As varidveis significativas no teste F da andlise de variancia foram
submetidas ao teste de médias e a andlise de regressdao. Os isolados apresentaram
comportamento diferenciado na velocidade de crescimento micelial com capacidade
adaptativa em diferentes temperaturas. No capitulo trés objetivo do trabalho foi avaliar
in vitro a sensibilidade de diferentes isolados de C. truncatum coletados em diferentes
locais, os fungicidas de distintos ingredientes ativos incorporados ao BDA nas
concentragdes de 0; 0,1; 1,0; 10 e 100 ppm. Foi avaliada a porcentagem do fungo
quando submetidos aos fungicidas: piraclostrobina + fluxapiroxade + epoxiconazol,
trifloxistrobina + protioconazol e piraclostrobina + fluxapiroxade para estabelecer qual
deles apresentou uma maior eficiéncia de controle. Pode-se verificar a grande
variabilidade de sensibilidade de isolados C. truncatum apresentam perante as diferentes
moléculas e a importancia de deteccao de populagdes resistentes.

Palavras-chave: Morfometria. Fisiologia. Sensibilidade. G/ycine max L. Biologia.

!Orientador: Fernando Cezar Juliatti (UFU).



ABSTRACT

GUIMARAES, GESIANE RIBEIRO. Morphology, pathogenicity and sensitivity to
fungicides of isolates from Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus & WD
Moore. 2021. 84 f. Tese (Doutorado em Agronomia) - Universidade Federal de
Uberlandia, Uberlandia, MG.!

Anthracnose from soy (Glycine max L.) occurs in all areas of soy production in the
world. Among the factors that limit the achievement of high soybean yields are
diseases. Anthracnose is one of the main diseases of the crop, being caused by the
fungus Colletotrichum truncatum. In the first chapter, isolates of Colletotrichum
truncatum were obtained from several hosts, coming from different soy producing
regions. Pure cultures were obtained and inoculated in leaves, stems and pods detached.
Regarding mycelial staining, there was variation in the appearance of the C. truncatum
colony. The rate of mycelial growth among the isolates ranged from 8.5 mm.day-1
(isolated from Passo Fundo-RS) to 9.10 mm.day-1 (isolated from Passo Fundo-RS),
demonstrating a smaller and greater physiological activity, respectively, of the isolates
under artificial conditions. In the stem, the isolates that showed less injury and that
differed statistically from the others were the isolates Passo Fundo-RS, Brasilia-DF and
Urutai-GO, 12 were less aggressive compared to the others with lesions ranging from
33.46 to 35.10 mm. length. The most aggressive produced injuries from 35.38 to 37.55
mm in length. On the leaf the most aggressive isolate was the Brasilia-DF isolate, the
lesion reached 79.99 mm in length, followed by the Passo Fundo-RS, Brasilia-DF and
Urutai-GO isolates. In the pod, the most aggressive isolate was the Brasilia-DF isolate,
the lesion reached 49.79 mm in length and the least aggressive were the Passo Fundo-
RS and Urutai isolates. In chapter 2, the objective was to evaluate the effect of
temperature on the isolates. The plates were subjected to incubation at a temperature of
20°; 25th; 27th; 32nd; and 35°C, under 12 h photoperiod, for seven days in BOD. The
evaluation of mycelial growth was made by measuring every 24 h, recording the
diameter in millimeters of the colonies in an orthogonal position, for seven days from
the moment the mycelium discs containing the isolate were placed. Statistical analyzes
were performed in the statistical program R. The significant variables in the F test of the
analysis of variance were subjected to the means test and to the regression analysis. The
isolates showed different behavior in the speed of mycelial growth with adaptive
capacity at different temperatures. In chapter three, the objective of the work was to
evaluate in vitro the sensitivity of different isolates of C. fruncatum collected in
different locations, the fungicides of different active ingredients incorporated to the
BDA at concentrations of 0; 0.1; 1.0; 10 and 100 ppm. The percentage of the fungus
was evaluated when subjected to fungicides: pyraclostrobin + fluxpyroxade +
epoxiconazole, trifloxystrobin + protioconazole and pyraclostrobin + fluxpyroxade to
establish which one had the highest control efficiency. It is possible to verify the great
variability of sensitivity of C. truncatum isolates present before the different molecules
and the importance of detecting resistant populations.

Keywords: Morphometry. Physiology. Sensitivity. Glycine max L. Biology.

!Orientador: Fernando Cezar Juliatti (UFU).
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CARACTERIZACAO MORFOCULTURAL E BIOLOGICA, DE ISOLADOS DE
Colletotrichum truncatum PROVENIENTE DE SOJA

RESUMO

A cultura da soja (Glycine max L.) estd em constante expansdo no Brasil,
principalmente na regido Centro-Oeste, responsdvel por 53% da produ¢do brasileira.
Condigdes de alta temperatura e umidade favorecem a ocorréncia de antracnose levando
a possivel perda total da producao. O objetivo do presente trabalho foi caracterizagao
morfocultural, bioldgica e patogénica de isolados de Colletotrichum truncatum
proveniente de soja. Os isolados foram obtidos através do isolamento em meio agar
agua (AA), preparando-se culturas monosporicas, sendo repicados para formacdo de
culturas puras em meio de cultura BDA. Em relagdo a coloracdo micelial houve
variagdo do aspecto da colonia de C. truncatum. A taxa de crescimento micelial entre os
isolados apresentou uma amplitude de 8,5 mm.dia! (isolado de Passo Fundo-RS) a 9,10
mm.dia! (isolado de Passo Fundo-RS), demonstrando menor e maior atividade
fisiologica, respectivamente, dos isolados em condicdes artificiais. Os isolados de Passo
Fundo-RS, podem ser utilizados em programas de selecdo de plantas resistentes a
antracnoses, devido ao fato de oferecer rapido crescimento e producao micelial, e ainda
mais importante os isolados (com excecdo dos isolados de Urutai-GO,) merecem
destaque por produzirem em abundancia conidios em condi¢des artificiais sendo
importantes para processos de inoculagdo e estudos de resisténcia. Na haste os isolados
que apresentaram menor lesdo e que diferiram estatisticamente das demais foram os
isolados Passo Fundo-RS, Brasilia-DF e Urutai-GO foram menos agressivos se
comparados aos demais, com lesdes de 33,46 a 35,10 mm de comprimento. O mais
agressivo produziu lesdes de 35,38 a 37,55 mm de comprimento. Na folha o isolado
mais agressivo foi o isolado Brasilia-DF a lesdo chegou a 79,99 mm de comprimento,
sendo seguidos pelos isolados Passo Fundo-RS e Brasilia. Na vagem o isolado mais
agressivo foi o isolado Brasilia-DF a lesdo chegou a 49,79 mm de comprimento e os
menos agressivos foram os isolados Passo Fundo-RS, Brasilia-DF e Urutai-GO.

Palavras-chave: Inoculagao cruzada. Antracnose. Doengas foliares.
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MORPHOCULTURAL AND BIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF
ISOLATES OF Colletotrichum truncatum FROM SOYBEAN

ABSTRACT

The cultivation of soybeans (Glycine max L.) is constantly expanding in Brazil,
mainly in the Midwest region, responsible for 53% of Brazilian production. High
temperature and humidity conditions favor the occurrence of anthracnose leading to
possible total loss of production. The aim of the present work was to characterize
morphocultural, biological and pathogenic isolates of Colletotrichum truncatum from
soybeans. The isolates were obtained through isolation in water agar (AA), preparing
monosporic cultures, being seeded to form pure cultures in BDA culture medium.
Regarding mycelial staining, there was variation in the appearance of the C. truncatum
colony. The rate of mycelial growth among the isolates ranged from 8.5 mm.day-1
(isolated from Passo Fundo-RS) to 9.10 mm.day-1 (isolated from Passo Fundo-RS),
demonstrating a smaller and greater physiological activity, respectively, of the isolates
under artificial conditions. The isolates of Passo Fundo-RS, can be used in programs of
selection of plants resistant to anthracnose, due to the fact of offering fast growth and
mycelial production, and even more importantly the isolates (with the exception of the
isolates of Urutai-GO,) deserve outstanding for producing conidia in abundance under
artificial conditions, being important for inoculation processes and resistance studies. In
the stem, the isolates that showed less injury and that differed statistically from the
others were the isolates Passo Fundo-RS, Brasilia-DF and Urutai-GO were less
aggressive compared to the others, with lesions ranging from 33.46 to 35.10 mm in
length. The most aggressive produced injuries from 35.38 to 37.55 mm in length. On
the leaf the most aggressive isolate was the Brasilia-DF isolate, the lesion reached 79.99
mm in length, followed by the Passo Fundo-RS and Brasilia isolates. In the pod, the
most aggressive isolate was the Brasilia-DF isolate, the lesion reached 49.79 mm in
length and the least aggressive were the Passo Fundo-RS, Brasilia-DF and Urutai-GO
isolates.

Keywords: Cross-inoculation, Anthracnose, Leaf diseases.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merr.] € uma das principais commodities agricolas
com alta relevancia econdmica global (Rogério et al., 2019). Os fatores que limitam o
potencial produtivo desta cultura sdo as doengas causadas por fungos, bactérias,
nematoides e virus (Sinclair; Hartman, 2008). Uma doenca fingica importante da soja ¢
a antracnose causada por Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus e WD Moore,
tendo importancia econdmica nas regides tropicais umidas e clima tropical do mundo
(Yang; Hartman, 2015), sendo um dos principais problemas do Cerrado brasileiro
(Godoy et al., 2016). Devido ao cenario de mudancas climaticas, a antracnose tornou-se
uma ameaga a produgdo de soja em todas as regides produtoras de soja (Nataraj et al.,
2020).

As plantas de soja podem ser suscetiveis e infectadas em qualquer estagio de
desenvolvimento (Goulart, 2018; Nataraj et al., 2020). A antracnose sob condi¢des de
alta umidade, causa apodrecimento e queda das vagens, abertura das vagens e
germinacao dos grdos em formagdo (Rogério et al., 2017). O patdgeno infecta a haste
causando manhas castanho-escuras e a base do peciolo que causa perdas severas na soja
(Pesqueira et al., 2016).

A diferenciagdo entre espécies de Colletotrichum, baseadas no hospedeiro de
origem, pode ndo ser um critério confiavel para fungos deste género, que podem
infectar inumeras espécies de plantas (Tozze Junior, 2015). Deste modo, diversos
estudos buscam caracterizar ¢ identificar isolados de Colletotrichum, visando
compreender a etiologia da antracnose em diferentes hospedeiros (Afanador-Kafuri et
al., 2003; Stracieri, et al, 2016).

Tradicionalmente, Colletotrichum sp. foi identificado e caracterizado com base
na morfologia de conidios e apressorios (Sutton, 1992; Vasconcelos et al., 2018).
Devido aos avancos nas técnicas moleculares, esses métodos por si s6 ndo sdo
suficientes para fornecer uma diferenciacdo confidvel entre as espécies (Cannon et al.
2012), no entanto, a combinagdo de métodos convencionais e técnicas moleculares sdao
fundamentais para a identificacdo e conhecimento das relagcdes filogenéticas entre
isolados de um determinado patégeno (Freemann; Katan; Shabi, 1998; Lopez, 2001;
Tozze Junior et al.,, 2006, Andrade et al., 2007). As dificuldades encontradas na
identificacao das espécies de Colletotrichum estao relacionadas a grande diversidade

fenotipica, influéncia de fatores ambientais na estabilidade dos caracteres morfoldgicos
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e culturais, existéncia de formas intermedidrias e falta de padronizagdo de condicdes
culturais empregadas nos diferentes estudos (Sutton, 1992; Freeman et al., 1998;
Andrade et al., 2007; Rogério et al., 2017).

Dessa forma, estudos dessa natureza, e principalmente a taxonomia dos agentes
causais dos sintomas de antracnose em soja sdo essenciais para uma melhor
compreensdo desse patossistema, assim, como da epidemiologia da doenga e, por
conseguinte, melhorias na definicdo de estratégias de controle.

O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade e caracterizagdao
morfocultural, bioldgica e patogénica de isolados de Colletotrichum truncatum

proveniente de soja.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia do Instituto
Federal Goiano — Campus Urutai. Os isolados de Colletotrichum truncatum
provenientes de Tocantins, Uberlandia e Urutai foram caracterizados quanto a
caracteristicas morfoculturais e morfométricas dos conidios e foi testada sua

patogenicidade.

2.1 Coleta de isolados dos isolados Colletotrichum spp.

Os isolados de Colletotrichum truncatum foram obtidos a partir de folhas,
hastes, peciolos e vagens de plantas de soja que apresentam sintomas da doenga,
oriundas de lavouras de diversas regides produtoras de soja no Brasil. Para obten¢do de
culturas foi empregado o método de isolamento indireto, no qual fragmentos de tecidos
doentes ap6s desinfestacdo superficial com alcool 70% durante um minuto, hipoclorito
de sodio a 2% por 30 segundos e posteriormente em agua destilada e esterilizada, foram
transferidos para placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo o meio BDA (Batata
Dextrose Agar). As placas foram mantidas em incubadoras a 25°C + 2°C com
fotoperiodo 12 h por sete dias. Apds esse periodo as colonias foram repicadas de acordo
com as caracteristicas morfoldgicas, considerando o aspecto e a coloragdao das colonias
para novas placas de Petri com meio BDA e incubadas por igual periodo para posterior

obtencao das culturas puras.
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2.2 Obten¢ao das culturas puras e manuten¢io

Para a obten¢@o das culturas monospdricas foram preparadas uma suspensao de
esporos distribuida com alga de Drigalsky sobre placas de Agar-Agua (AA) as quais
foram incubadas por 24 h a 25°C + 2°C. Esporos germinados foram transferidos
isoladamente para placas de Petri contendo BDA. As placas forma incubadas conforme
jé descrito. Os isolados monosporicos foram mantidos em agua estéril e armazenados

em condicao ambiente segundo a metodologia de Castellani et al. (1967).

2.3 Estudo da diversidade cultural, morfologica e morfométrica em soja

Foram caracterizados morfologicamente 50 isolados segundo Sutton (1980) e
Hyde et al. (2009), os caracteres avaliados foram: coloragdo ¢ aspecto micelial das
coldnias, aspecto da coldnia na frente e verso das placas em meio BDA, crescimento em
meio BDA com 7 dias de cultivo a 25°C e coloragdo da massa de esporos e morfologia
da coldnia.

A partir dessa integralizacdo onde X foram os DAI e Y o diametro da colonia
(subtraido do disco de micélio calculou-se area abaixo da curva de progresso do
crescimento micelial (AACPCM), integralizando a curva de progresso para cada

dosagem e/ou isolado (didmetro da colonia x DAI), por meio da formula:

1L (Xt X)) (i1 -t)
: 2
1

AACPCM= Z

Onde, n ¢ o nimero de avaliagdes do diametro da coldonia, Xi ¢ a didmetro da
colonia (mm) e (ti+1 - t;) € o nimero em dias entre as avaliagdes consecutivas (Shanner e
Finlay, 1978). O valor da AACPCM sintetiza todas as avaliagdes de severidade em um
unico valor.

A taxa de crescimento micelial (TCM) foi calculada através da regressao linear
sendo os dias de incubagdo (valor de X) ¢ Y os valores de diametro de colonia,
respectivamente, sendo o parametro de coeficiente angular obtido no Excel®,
(procedimento = inclinagdo(y;x) correspondente a taxa de crescimento dada em % de
crescimento micelial (mm) dia’!. O delineamento estatistico foi inteiramente
casualizado com trés repetigdes por isolado. Os valores médios foram submetidos a

analise de varidncia (ANOVA) e comparados pelo teste de Scott - Knott com p< 0,05.
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2.4 Método de inoculagio em folha, haste e vagem destacada

Para a realizacdo deste experimento utilizou-se o método da folha, haste e vagem
destacada. Depositou-se vagens, hastes e folhas sadios de da soja “Cultivar Desafio”,
assepticamente desinfestados com dalcool (70%), por dois minutos e depois em
hipoclorito de sédio, 1%, durante dois minutos, ¢ entdo, lavados em agua destilada (3
vezes).

ApOs a secagem, folhas, hastes e vagens foram dispostas em potes de polietileno
de baixa densidade (PPEBD), previamente desinfestadas com as solu¢des anteriores. No
fundo dos respectivos potes, foram colocados papeis mata-borrdo umedecidos om agua
destilada em quantidade suficiente para manter o papel umedecido sem excesso.

Em cada embalagem, folhas, hastes e vagens adicionadas. Depositou-se um
disco de meio de cultura (9 mm?) contendo micélio dos isolados nas 4reas da folha com
ferimento (CF) com um perfurador flambado com pontas. Apds este procedimento os
potes foram cobertos, identificados com filme de polietileno para a formacao de camara
umida por um periodo de sete a dez dias em temperatura entre 25 a 30 °C. A avaliagdo
da infec¢do foi realizada com o aparecimento de lesdes formadas nas superficies. O

delineamento experimental utilizado foi o delineamento inteiramente casualizado (DIC).

2.5 Analise estatistica

Os resultados dos isolados para a area abaixo da curva de progressao da area
da lesdo na haste, folha e vagem, foram submetidos a analise de variancia e as médias
foram comparadas pelo teste de Skott-Knott (p < 0,05). Para essa andlise utilizou o
programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011).

O conjunto de dados foi inicialmente testado para atendimento as
pressuposi¢des do modelo de analise de variancia: normalidade de distribuicdo dos
residuos e homogeneidade das varidncias pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e
Levene, respectivamente, ambos a 0,01 de significancia (p > 0,01), utilizando-se o
programa SPSS 17.0 (SPSS, 2008). Nesta etapa foi checada a ocorréncia de outliers no
conjunto de dados através de grafico boxplot de cada variavel (Chambers et al., 1983);

outliers foram removidos foi e estimados pelo método dos minimos quadrados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao cultural e morfoldogica dos isolados

Observou-se que os isolados de Colletotrichum spp. cultivados em meio BDA,
obtidos a partir das folhas, hastes e vagens de plantas com sintomas de antracnose,
coletadas nas diferentes regides, de acordo com as caracteristicas observadas, todos
foram identificados como sendo pertencentes ao género Colletotrichum (Tabla 1) e

pertencem a espécie-tipo Colletotrichum truncatum sensu conforme Sutton (1992).

Tabela 1. Identificacdo dos isolados de C. truncatum, caracteristicas culturais das
colonias provenientes das regides DF, GO, MG e RS.

Isolados Coldnia Massa de Reverso MorfolP gla
€sSporos da colonia

Passo Fundo - Cinza escura Alaranjada Cinza Regular
RS escuro

Passo Fundo - Cinza escura Alaranjada Cinza Regular
RS escuro

Passo Fundo - Cinza claro Alaranjada Cinza Regular
RS escuro

Passo Fundo - Cinza claro Alaranjada Cinza Regular
RS escuro

Brasilia - DF Cinza claro Alaranjada Cinza Regular
escuro

Brasilia - DF Cinza claro Alaranjada Cinza Irregular
escuro

Brasilia - DF Cinza escura Bege Cinza Irregular
escuro

Brasilia - DF Alaranjado Alaranjada Cinza Regular
escuro

Urutai - GO Branco Ausente Cinza Regular
acinzentada escuro

Urutai - GO Branco Ausente Cinza Regular
acinzentada escuro

Urutai - GO Branco Bege Cinza Regular
acinzentada escuro

Urutai - GO Branco Alaranjada Cinza Regular
acinzentada escuro
, ) . Cinza

Urutai - GO Cinza claro Alaranjada Regular
escuro

Urutai - GO Cinza claro Ausente Cinza Regular
escuro

Urutai - GO Cinza escura Alaranjada Cinza Regular
escuro
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Quanto a coloragdo micelial houve variagdo do aspecto da colonia de C.
truncatum. Foi observada a heterogeneidade na coloragdo da coldnia variando de tons
entre branca com cinza a cinza-claro e escuro na parte superior da coldnia € no reverso
da placa cinza escuro (Figura 1).

Foi verificada diferenciacdes entre as cores na frente e reverso das placas de
Petri. Em relacdo a altura do micélio foi classificado como micélio elevado e o tipo de
micélio foi identificado como micélio ndo cotonoso, levemente cotonoso, pouco
cotonoso a cotonoso, € sua borda variou entre irregular e lisa, presenga de pontuacdes
negras e massa de esporos variando de bege a alaranjada (Tabela 1).

Considerando o didmetro médio das colOnias, essas variaram de 39 x 39 mm a
90 x 90 mm, o que determinou a velocidade de crescimento considerado lento, os
isolados com didmetro de colonia até 49 mm, intermediario; de 50 mm a 69 mm e

rapido de 70 a 90 mm.
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Figura 1. Morfotipos de colonias de Colletotrichum truncatum , cultivadas em meio

BDA, apos sete dias de incubagao.

Todos os isolados apresentaram conidios unicelulares, ndo septados, hialinos,

falcados, variando de 15,5-24 x 3-4 um. Os resultados sdo semelhantes a classificagdo
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de Sutton (1980) que relatou conidios medindo 24-15,5 % 4 -3,5 pm. Os apressorios sao
abundantes, clavados, circulares ou irregulares, variando de 13-14 x 7-8,5 um,
pigmentados, com medidas relatadas por Sutton (1980), que foram de 11-16 x 8-9,5
pum. Cerca de 73,9 % dos isolados tiveram esporulacdo em procedimentos padroes de
cultivo (meio de cultura BDA), confirmando a capacidade esporulativa de cepas em
condig¢des de crescimento artificial (Tabela 1).

As caracteristicas morfoldgicas encontradas neste estudo estao de acordo com os
dados da literatura para C. truncatum (Ford et al., 2004; Damm et al., 2009). Observou-
se conidios falciformes, hialinos e unicelulares; apressorio predominantemente
truncada; acérvulos com cerdas; e auséncia de microesclerddios. O crescimento micelial
diario ¢ comumente usado na andlise taxonomica do género Colletotrichum (Sutton,
1992) e ¢ considerado uma caracteristica estavel e util para a distingao de espécies
(Tozze Janior, 2007; Rogério et al., 2017). No entanto, ndo ha relatos de estudos sobre a
variabilidade dessa caracteristica dentro da mesma espécie obtida no presente estudo,
este por sua vez, consegue produzir conidios a partir de setas.

Em seu um de seus trabalhos sobre o género Colletotrichum, Menezes (2006)
ressalta informagdes sobre aspectos biologicos e taxondmicos, a autora destaca que
isolados de Colletotrichum, particularmente, C. gloeosporioides e C. gossypii, em
determinadas condi¢Ges ambientais, podem produzir conidios na extremidade das setas
tém, portanto, funcdo semelhante a de um conididforo fialidico. Em trabalhos realizados
por Lenné et al. (1984) e Menezes e Hanlin (1996) relatam que o mesmo ja para as
espécies acima mencionadas.

A taxa de crescimento micelial entre os isolados apresentou uma amplitude de
8,5 mm.dia™! (isolado de de Passo Fundo-RS) a 9,10 mm.dia™! (isolado de Passo Fundo-RS),
demonstrando menor e maior atividade fisioldgica, respectivamente, dos isolados em
condi¢des artificiais (Tabela 2).

Os isolados de Passo Fundo-RS sdo fortes candidatos em programas de selecdo
de plantas resistentes a antracnoses, devido ao fato de oferecer rdpido crescimento e
producao micelial (Tabela 3), e importante os isolados (com exce¢do dos isolados
Urutai-GO), merecem destaque por produzirem em abundancia conidios em condigdes
artificiais sendo importantes para processos de inoculacdo e estudos de resisténcia
(Tabela 2).

Os isolados de Passo Fundo-RS (9,1 mm.dia! 187,3), (9,1 mm.dia™' 182,3), que

apresentaram as maiores taxas de crescimento apresentaram os maiores valores de
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AACPCM, representando que estes em condigdes artificiais mostram maior atividade

fisiologica (Tabela 2 e Figura 2).

Tabela 2. Area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) e
taxa de crescimento de isolados de Colletotrichum truncatum, aos sete dias apds a
incubacao.

Dias de incubacao

Isolados AACPCM Tx
Passo Fundo - RS 187,3 9,1
Passo Fundo - RS 182,3 9,1
Passo Fundo - RS 178,7 8,5
Passo Fundo - RS 179.,8 9,1

Brasilia - DF 170,2 8,6
Brasilia - DF 162.4 8,7
Brasilia - DF 171,5 8,9
Brasilia - DF 169,1 9,0
Urutai - GO 171,1 8,7
Urutai - GO 173,0 8,8
Urutai - GO 177,9 8,9
Urutai - GO 178,3 9,1
Urutai - GO 174,2 9,0
Urutai - GO 179,7 9,0
Urutai - GO 179,1 8,9

A partir do terceiro dia de incubacao os isolados divergiram quanto a velocidade
de crescimento merecendo destaque os isolados de Passo Fundo — RS e Urutai - GO por
apresentarem maiores crescimentos miceliais (Figura 2). Esses dados sdo interessantes
para que se possa em estudos posteriores utilizar isolados que se repliquem com certa
rapidez, otimizando o trabalho de pesquisa de patogenicidade.

O isolado de Brasilia-DF (Figura 3) apresentou a AACPM diferiu-se dos demais.
Houve uma diversidade da atividade fisioldgica dos isolados provavelmente associada a

caracteristica genética e de interagdo com o substrato para crescimento.
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Figura 2. Area abaixo da curva de crescimento progresso micelial (AACPM) de

diferentes isolados de Colletotrichum truncatum apo6s sete dias de incubagao.
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Ao primeiro dia o isolado 9 se sobressaiu dos demais (Figura 4A) e no segundo (Figura
4B) dia os isolados 1 e 4 apresentaram diferenca do diametro da colonia. Somente no
terceiro dia (Figura 4C) o isolado 6 diferiu numericamente dos demais isolados quanto
ao diametro da coldnia, e igualando-se sua média ao demais isolado ao sétimo dia

(Figura 4G).

Figura 4. Didmetro médio da colonia dos isolados de Colletotrichum truncatum
oriundos de diferentes hospedeiros ao primeiro (A), segundo (B), terceiro (C), quarto

(D), quinto (E), sexto (F) e sétimo (G) dia apds a incubagao (dap).
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Figura 3. Tipos de apressorios de diferentes de isolados de Colletotrichum truncatum. A. Isolado
isolado de Passo Fundo-RS B. Isolado de Passo Fundo-RS C. Isolado de Passo Fundo-RS D. Isolado
de Passo Fundo-RS E. Isolado de Brasilia-DF F. Isolado de Urutai-GO G. Isolado de Urutai-GO H.
Isolado de Urutai-GO 1. Isolado de Urutai-GO.
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Figura 4. Conidios hialinos dos isolados de
Colletotrichum truncatum.

3.2 Método de inoculacdo em folha destacada

Todos os isolados inoculados foram patogénicos com algumas diferencas na
agressividade da parte planta inoculada. Os resultados obtidos haste, folhas e vagem se
diferiram estatisticamente (Tabela 3).

Tabela 3. Médias da lesdo em mm causadas por C. fruncatum em haste, folha e vagem
na cultivar Desafio.

Isolados Haste Folha Vagem
Passo Fundo - RS 35,38 a 60,88 b 39,99 d
Passo Fundo - RS 34,87 b 41,02 c 45,56 b
Passo Fundo - RS 3790 a 43,58 ¢ 41,33 ¢
Passo Fundo - RS 35,10b 31,18d 41,46 ¢
Brasilia - DF 35,11b 4224 ¢ 49,79 a
Brasilia - DF 36,09 a 42,02 c 43,75 b
Brasilia - DF 36,53 a 79,99 a 44,78 b
Brasilia - DF 36,06 a 36,55 ¢ 43,79 b
Urutai - GO 34,06 b 31,56d 38,44 d
Urutai - GO 35,72 a 32,65d 42,39 ¢
Urutai - GO 33,94 b 30,40d 41,60 c
Urutai - GO 33,46 b 29,60 d 37,02d
Urutai - GO 37,55 a 28,30 d 41,00 ¢
Urutai - GO 36,41 a 28,60 d 41,84 ¢
Urutai - GO 36,30 a 29,28 d 42,16 ¢
Média Geral 35,50 39,32 43,59

CV(%): 35,38a 60,88 b 39,99d
KS 0,200%* <0,000 <0,000
Levene 0,002 <0,000 0,003

"Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
0,05 de significancia, KS pressuposi¢des dos testes Kolmogorov-Smirnov e Levene.
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Na haste os isolados que apresentaram menor lesdo (Figura 6) e que diferiram
estatisticamente das demais foram os isolados de Passo Fundo-RS, Brasilia-DF e
Urutai-GO foram menos agressivos se comparados aos demais, com lesdes de 33,46 a
35,10 mm de comprimento. O mais agressivo produziu lesdes de 35,38 a 37,55 mm de
comprimento.

Na folha o isolado mais agressivo foi o isolado de Brasilia-DF a lesdo chegou a
79,99 mm de comprimento, sendo seguidos pelos isolados de Passo Fundo-RS, Brasilia-
DF e Urutai-GO. Na vagem o mais agressivo foi o isolado Brasilia-DF a lesao chegou a
41,79 mm de comprimento e os menos agressivos foram os isolados Passo Fundo-RS e

Urutai-GO, respectivamente (Tabela 3, Figura 5, 6).

Figura 5. Médias das lesdes em diferentes partes da planta.
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O periodo de incubagdo e a umidade sdo componentes importantes para muitos
patogenos foliares, incluindo Colletotrichum spp. (Manandhar et al., 1988) Periodos de
incubagdo mais longos apos a inoculagdo contribui para a gravidade da antracnose. Os
resultados foram semelhantes aos de um estudo anterior, que mostrou que um periodo
mais longo de umidade causou sintomas de antracnose mais graves em plantas de soja
inoculadas pelo método da folha destacada (Yang et al., 2015). Embora nao tenha feito
parte deste estudo, presume-se que o aumento da duragdo da umidade beneficiou o

fungo diretamente, permitindo um periodo mais longo de condi¢des ideais para fungos
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crescimento, ou indiretamente, aumentando a suscetibilidade das plantas ao patdgeno.

(Figura 6).

Figura 6. Isolados de Colletotrichum truncatum inoculados em vagens e folhas de soja
cultivar BMX “DESAFIO”. A. vagens do isolado de Passo Fundo-RS, representado os
sintomas da antracnose, B. vagens inoculadas com o isolado de Brasilia-DF. Folha

inoculada com isolado Urutai-GO (C) e isolado Brasilia-DF (D).

A ocorréncia de sintomas de antracnose na folha ¢ relativamente comum em
genotipos altamente suscetiveis (Pereira et al., 2014). Tu (1986) e Bigirmana & Hofte
(2001) concluiram que o uso de folhas primarias destacadas e trifolioladas destacadas
mostraram-se uma técnica de selecdo eficiente. Em trabalho realizado por Pereira e
colaboradores (2014) para a raca 453 de C. lindemuthianum, as cultivares Ouro
Vermelho e Rudé apresentaram, em alguns casos, maiores escores médios de severidade
da antracnose quando inoculadas em folhas destacadas, porém nao houve diferencas na
classificagdo das cultivares em suscetiveis ou resistentes. Souza et al. (2009) testaram a
resisténcia do feijdo comum a Uromyces appendiculatus em folhas destacadas e
descobriram que os sintomas de ferrugem foram mais precoces e agressivos em folhas
destacadas do que em plantas inoculadas. Neste caso, porque U. appendiculatus ¢ um
patdgeno obrigatorio, possiveis diferencas entre os métodos de inoculagdo podem ser
devido a fatores fisioldgicos envolvidos na intera¢ao patdogeno-hospedeiro.

Pesquisadores apontaram vdarias vantagens do uso da metodologia de folhas
destacadas entre elas: uma mesma planta pode ser caracterizada de acordo com a reagao
a diferentes ragas de um determinado patégeno ou mesmo pela reacdo a diferentes
patogenos; os resultados sdo obtidos e as plantas mantidas vivas, podendo até produzir
sementes, que podem ser de interesse em diversos tipos de estudos; plantas com mais de
um gene de resisténcia a um patogeno especifico podem ser identificadas. Além disso,
essa técnica evita uma possivel interagdo entre racas do mesmo patdgeno ou diferentes

patdgenos e pode reduzir custos e tempo de trabalho (Tu, 1986; Souza et al. 2009).
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Geralmente, os estudos envolvendo a inoculacao de folhas destacadas t€ém sido
realizados em salas climatizadas ou cdmaras BOD, bem como em placas de Petri e, em
alguns casos, as folhas sdo cultivadas em agar, solugdes de sacarose ou outras solugdes
nutritivas, dificultando todo o processo e muito caro. Neste trabalho, demonstramos a
lesdo do fungo em diferentes partes da planta de soja. Os resultados obtidos na
caracterizagdo patogénica contribuem para a melhor compreensao da epidemiologia da
doenga, sendo uteis também para distingdo dos agentes causais e par o desenvolvimento
e/ou recomendag¢ao de medidas de controle.

Em trabalhos realizados por Afroz et al. (2019) utilizaram trés métodos de
inoculacdo diferentes e eles comprovaram que o método da folha destacada é o mais
eficiente, simples e rapido. Essa variabilidade pode estar relacionada com a alta

capacidade de adaptacgdo climatica desses isolados.

CONCLUSOES
1 — Houve varia¢do quanto as caracteristicas morfoldgicas e culturais dos isolados de C.

truncatum.
2- A 4area da lesdo ¢ um indicativo direto da agressividade do patogeno e a
susceptibilidade do hospedeiro.

3 — A cultivar “Desafio” ¢ susceptivel antracnose.
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Colletotrichum truncatum EM DIFERENTES TEMPERATURAS
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CRESCIMENTO MICELIAL DE DIFERENTES ISOLADOS DE ISOLADOS
Colletotrichum truncatum EM DIFERENTES TEMPERATURAS

RESUMO

A soja (Glycine max L.) € uma das mais importantes culturas do agronegdcio do Brasil
com uma area combinada de 49,3 milhdes de ha e somam mais de 50% da producao
mundial do grao. Entre os fatores que limitam a obtencdo de altos rendimentos da
cultura da soja estdo as doengas. A antracnose ¢ uma das principais doengas da cultura
sendo causada pelo fungo Colletotrichum truncatum. A temperatura ¢ um fator
ambiental capaz de influenciar a intensidade das doencas de plantas. Desta forma, o
presente trabalho apresenta um estudo do efeito da temperatura no crescimento micelial
de uma cole¢do de 23 isolados de C. truncatum, provenientes de diversas regides
produtoras de soja no Brasil (GO, MG, TO, DF, RS). Utilizando-se a microscopia de luz
encontradas variagdes quanto as caracteristicas morfologicas e morfométricas,
crescimento micelial, coloragdo, aspecto e zona de crescimento de coldnias. Os discos
de micélio dos 23 isolados de C. truncatum com 7 mm de diametro com meio de cultura
BDA foram transferidos para placas de Petri contendo aproximadamente 20 mL de
meio BDA. As placas foram submetidas a incubagdo com temperatura de 20°%; 25°% 27°%
32° e 35°C, sob fotoperiodo de 12 h, durante sete dias em BOD. A avaliagdao do
crescimento micelial foi feita pela medigdo, a cada 24 h, registrando-se o diametro em
milimetros das colonias em posi¢do ortogonal, durante sete dias a partir do momento em
que foram colocados os discos de micélio contendo o isolado. As analises estatisticas
foram realizadas no programa estatistico R. As variaveis significativas no teste F da
analise de variancia foram submetidas ao teste de médias e a analise de regressdo. Os
isolados apresentaram comportamento diferenciado na velocidade de crescimento
micelial com capacidade adaptativa em diferentes temperaturas.

Palavras-chave: Identificacdo, Antracnose. Soja, Glycine max. Temperatura,
Morfologia, Epidemiologia.
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MICELIAL GROWTH OF DIFFERENT ISOLATES FROM Colletotrichum
truncatum ISOLATES IN DIFFERENT TEMPERATURES

ABSTRACT

Soy (Glycine max L.) is one of the most important agribusiness crops in Brazil with a
combined area of 49.3 million ha and accounts for more than 50% of the world's grain
production. Among the factors that limit the achievement of high soybean yields are
diseases. Anthracnose is one of the main diseases of the crop being caused by the
fungus Colletotrichum truncatum. Temperature is an environmental factor capable of
influencing the intensity of plant diseases. Thus, the present work presents a study of
the effect of temperature on the mycelial growth of a collection of 23 isolates of C.
truncatum, from different soybean producing regions in Brazil (GO, MG, TO, DF, RS).
Using light microscopy, variations were found in terms of morphological and
morphometric characteristics, mycelial growth, color, appearance and zone of growth of
colonies. The mycelium discs of the 23 isolates of C. truncatum with 7 mm in diameter
with BDA culture medium were transferred to Petri dishes containing approximately 20
mL of BDA medium. The plates were subjected to incubation at a temperature of 20°
25°; 27°; 32° and 35°C, under 12 h photoperiod, for seven days in BOD. The evaluation
of mycelial growth was made by measuring, every 24 h, recording the diameter in
millimeters of the colonies in an orthogonal position, for seven days from the moment
the mycelium discs containing the isolate were placed. Statistical analyzes were
performed in the statistical program R. The significant variables in the F test of the
analysis of variance were subjected to the means test and to the regression analysis. The
isolates showed different behavior in the speed of mycelial growth with adaptive
capacity at different temperatures.

Keywords: Identification. Temperature.Morphology. Epidemiology. Anthracnose. Soy.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) ¢ uma leguminosa, pertence a familia das
Fabaceae, seu centro de origem ¢é a Asia, e pode ser produzida em varias regides do
planeta (Juhasz et al., 2014; Embrapa Soja, 2021). E uma das principais commodities
agricolas com alta relevancia economica no mundo (Pesqueira et al., 2016), tanto em
termos de area cultivada (38,2 milhdes de hectares) (Conab, 2020), quanto com a
participacdo marcante em nutricdo humana (Cunha et al., 2015) e animal (Zuntini et al.;
2019), recentemente vem crescendo seu uso como fonte alternativa de biocombustivel
(Freitas, 2011) e o Brasil ocupa o primeiro em exportacdo (Kohlhepp, 2010; Freitas;
Santos, 2017).

No Brasil, aproximadamente 40 doengas ocorrem nas lavouras de soja, sendo
essas causadas por fungos, bactérias, nematoides ou virus (Sinclair; Hartman, 2014). E
importante salientar que esse numero teve um crescimento devido a monocultura em
algumas regides produtoras, pois estdo em constante risco da introducdo de novos
patdgenos no pais e expansdo das areas produtoras (Matsuo et al., 2015).

Os fatores abidticos como temperatura, umidade, luminosidade, vento, chuva e
bidticos como fatores genéticos, sanidade, pragas ¢ doencgas prejudicam o desempenho
produtivo das plantas em condi¢des de campo (Tecnologias..., 2014). Dentre os fatores
bidticos que atacam a cultura da soja destacam-se as doencas que, de forma geral,
ocasionam perdas significativas nas plantas de soja (Juliatti et al., 2004; Lemes;
Gavassoni, 2015) reduzindo o seu potencial produtivo em até 90% (Souza et al., 2015),
as doencgas causadas por fungos ocorrem em propor¢des maiores, quando comparadas
com outros organismos que causam doengas, como por exemplo, virus (Vida et al.,
2004). A antracnose causada por um fungo Colletotrichum sp. ¢ uma doenga fungica,
que causa prejuizo em regides de cultivo de soja, sendo um relevante problema no
cerrado brasileiro (Godoy et al., 2016).

A antracnose atinge disseminagdo vasta e rapida em regides quentes e umidas,
onde a temperatura ¢ mais elevada e as chuvas intensas e frequentes como na regiao do
cerrado (Embrapa, 2010). A antracnose sob condi¢cdes de alta umidade, causa
apodrecimento e queda das vagens, abertura das vagens e germinagdo dos graos em
formacdo. O patdgeno infecta a haste causando manhas castanho-escuras e a base do

peciolo que causa perdas severas na soja (Pesqueira et al., 2016).
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A antracnose ¢ favorecida por chuvas frequentes e temperaturas entre 25 e 35° C
(Galli et al., 2007), porém outros fatores como a monocultura e estreitamento entre
linhas, uso de sementes infectadas, deficiéncias nutricionais e infestagdo por menor
espaco entre as linhas de percevejo contribuem para a incidéncia ou para o
desenvolvimento da doenca. (Adami et al., 2006).

O ambiente ¢ um dos fatores responsaveis por maiores taxas de progresso de
epidemias de doencas de plantas e pode atuar na suscetibilidade do hospedeiro e na
viruléncia do patdégeno. Os principais fatores ambientais citados sdo a temperatura, a
pluviosidade, a umidade relativa do ar, a intensidade luminosa e a concentragcao de CO2
atmosférico entre outras (Luck et al., 2011). A temperatura pode influenciar diretamente
a viruléncia dos patdgenos, pois as enzimas respondem aos mais diversos estddios
metabolicos do ciclo de vida dos patdogenos flngicos e apresentam uma temperatura
Otima para realizar as suas fun¢des durante a infecgdo (Dias et al., 2005). Com isso, a
intensidade do ataque do patdgeno pode ser influenciada pela temperatura.

Com base no exposto, o objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito da

temperatura no crescimento micelial de isolados de Colletotrichum truncatum.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Microbiologia do Instituto
Federal Goiano — Campus Urutai. Os isolados de Colletotrichum truncatum foram

oriundos de lavouras de diversas regides produtoras de soja no Brasil. (Tabela 1).

2.1 Coleta dos isolados Colletotrichum truncatum

Os isolados de Colletotrichum truncatum foram obtidos a partir de folhas,
hastes, peciolos e vagens de plantas de soja que apresentam sintomas da doenca,
(Tabela 1). Para obtengdo de culturas, serd empregado o método de isolamento indireto,
no qual fragmentos de tecidos doentes, apds desinfestagdo superficial com éalcool 70%
durante um minuto, hipoclorito de sodio a 2% por 30 segundos e posteriormente em
agua destilada e esterilizada, foram transferidos para placas de Petri de 9 cm de
diametro contendo o meio BDA (Batata Dextrose Agar). As placas foram mantidas em
incubadoras a 25°C £ 2°C com fotoperiodo 12 h por sete dias. Apds esse periodo as
colonias foram repicadas para novas placas de Petri com meio BDA e incubadas por

igual periodo para posterior obtencao das culturas puras.
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Tabela 1 - Caracteristicas culturais das colonias de isolados de Colletotrichum
truncatum provenientes das regides DF, GO, MG e RS.

Isolados Origem Colonia Massa de Reverso Morfoleg.la da

esporos colonia
. . Cinza

1 Passo Fundo - RS Cinza escura Alaranjada Regular
escuro
. . Cinza

2 Passo Fundo - RS Cinza escura Alaranjada Regular
escuro
. . Cinza

3 Passo Fundo - RS Cinza claro Alaranjada Regular
escuro
. . Cinza

4 Passo Fundo - RS Cinza claro Alaranjada Regular
escuro

5 Brasilia - DF Cinza claro Alaranjada Cinza Regular
escuro

6 Brasilia - DF Cinza claro Alaranjada Cinza Irregular
escuro

7 Brasilia - DF Cinza escura Bege Cinza Irregular
escuro

8 Brasilia - DF Alaranjado Alaranjada Cinza Regular
escuro

9 Urutai - GO Branco Ausente Cinza Regular
acinzentada escuro

10 Urutai - GO Branco Ausente Cinza Regular
acinzentada escuro

11 Urutai - GO Branco Bege Cinza Regular
acinzentada escuro

12 Urutai - GO Branco Alaranjada Cinza Regular
acinzentada escuro
, . . Cinza

13 Urutai - GO Cinza claro Alaranjada Regular
escuro

14 Urutai - GO Cinza claro Ausente Cinza Regular
escuro

15 Urutai - GO Cinza escura Alaranjada Cinza Regular
escuro
A g . . Cinza

16 Uberlandia-MG Cinza claro Alaranjada Irregular
escuro

17 Urutai - GO Cinza escura Alaranjada Cinza Irregular
escuro

18 Edeia-GO Branco Alaranjada Cinza Irregular
acinzentada escuro
A g . Cinza

19 Uberlandia-MG Cinza escura Bege Irregular
escuro
A g . Cinza

20 Uberlandia-MG Cinza escura Ausente Regular
escuro
A1 . Cinza

21 Uberlandia-MG Cinza escura Ausente Regular
escuro

22 Uberlandia-MG Cinza escura Ausente Cinza Regular
escuro
A g . . Cinza

23 Uberlandia-MG Cinza escura Alaranjada Regular
escuro
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2.2 Obten¢ao das culturas puras e manuten¢io

Para a obtencdo das culturas monospdricas foram preparadas uma suspensiao de esporos
distribuida com al¢a de Drigalsky sobre placas de Agar-Agua as quais foram incubadas
por 24 h a 25°C + 2°C. Esporos germinados foram transferidos isoladamente para
placas de Petri contendo BDA. As placas forma incubadas conforme ja descrito. Os
isolados monospoéricos foram mantidos em dgua estéril e armazenados em condicdo

ambiente segundo a metodologia de Castellani et al. (1967).

2.3 Avaliacao do crescimento micelial em diferentes temperaturas

Para o teste do efeito da temperatura, 20 mL de meio de cultura BDA ainda
fundente foi vertido em placas de Petri de 9 cm previamente esterilizadas. Apos 11 dias
de crescimento das colonias purificadas, um disco de 8 mm de diametro, contendo o
micélio de C. truncatum foi depositado no centro de cada placa. As placas contendo o
material biologico foram seladas com papel aderente, identificadas e submetidas as
temperaturas de 20, 25, 27, 32 ¢ 35°C, com fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias
em B.O.D. conforme o método de Grigoletti Junior (1999). A avaliacdo do experimento
iniciou as 24h apés a incubagdo, realizando-se medigdes ortogonais do didmetro das
coldnias diariamente, por sete dias, sendo que cada medi¢do correspondeu a média de
duas medidas diametralmente opostas da colonia fungica, tendo como referéncia as
placas testemunhas. Os dados obtidos nessa avaliagdo foram utilizados para calcular o
indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) conforme a formula utilizada
por Dias et al. (2005). A partir dessa integralizagdo onde X foram os dias apos a
incubagdo ¢ Y o diametro da colonia (subtraido do disco de micélio), calculou-se area
abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM), integralizando a
curva de progresso para cada dosagem e/ou isolado (didmetro da coldnia x DAI), por

meio da formula:
YitYiy
AUDPC=Y, (T) *(tir1-t;)

Onde, n ¢ o nimero de avaliacoes do didmetro da colonia, Xi ¢ a diametro da
coldonia (mm) e (ti+1-ti) ¢ o nimero em dias entre as avaliagdes consecutivas (Shanner e
Finlay, 1978). O valor da AACPCM sintetiza todas as avaliagdes de severidade em um

anico valor.
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2.4 Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com cinco
repeticoes em esquema fatorial, constituido por vinte e trés isolados e cinco
temperaturas. As analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico R. As
varidveis significativas no teste F da andlise de varidncia foram submetidas ao teste de

médias e a analise de regressao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacio do crescimento micelial em diferentes temperaturas

Os isolados de Uberlandia-MG apresentaram os menores crescimentos, com as
menores AACPM a temperatura de 20 °C. Nas condi¢gdes climdticas de Goias, esses
isolados ndo encontram condi¢do favoravel para o desenvolvimento da doenga, pois a
temperatura média é diferente. Na temperatura de 25 °C, os que tiveram os melhores
resultados foram os isolados Passo Fundo-RS, Urutai-GO, Uberlandia e Brasilia-DF os
que tiveram o menor crescimento foram os isolados Passo Fundo-RS e Brasilia-DF. Na
temperatura de 27° C os que tiveram um melhor crescimento foram isolados Urutai-GO,
Edeia-GO e Uberlandia-MG. O isolado Urutai-GO apresentou bom crescimento nas
temperaturas, 25, 27, 32 e 35 °C (Tabela 2).

Todos os isolados nas temperaturas 32 e 35°C, ndo diferiram estatisticamente
quanto ao crsescimento micelial. Segundo Tandon e Chandra (1962), um bom
crescimento micelial estd associado a uma boa esporulacdo. No presente estudo foi
verificado que alguns isolados apresentaram boa producdo de conidios, aliada a elevado
crescimento em meio solido, confirmando os dados dos autores mencionados.

Houve interacdo significativa entre a temperatura e os isolados para o indice de
velocidade de crescimento micelial (IVCM). A temperatura 6tima para o maior [IVCM
dos diferentes isolados variou entre 25°C e 30°C (Figura 2). Para a maioria das espécies
de Colletotrichum a temperatura ideal para o crescimento vegetativo estd entre a faixa
de 25° C a 30° C (Sutton, 1992), os resultados corroboram com o do autor citado
(Figura 2). Pimenta (2009) estudando diferentes isolados de Colletotrichumm
gloeosporioides obtidos de mangueira verificou que para a temperatura de 25 °C ocorria
o melhor desenvolvimento do fitopatogeno.

Tozze Junior et al. (2006), verificaram ao analisar o crescimento de colonias de

isolados de Colletotrichum gloeosporioides obtidos de solanaceas, que o melhor
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desenvolvimento das coldnias ocorreu na faixa de temperatura entre 25° C e 28°C.
Smith e Black (1990) observaram isolados de C. acutatum e C. gloeosporioides
submetidos a 28 e 32 °C, os quais puderam ser diferenciados apods 5 dias conforme sua

velocidade de crescimento.

Tabela 2: Médias das diferentes temperaturas da area abaixo da curva de crescimento
progresso micelial (AACPM) de diferentes isolados de Colletotrichum truncatum
analisados (sete dias de incubagao).

Temperaturas

Isolados 20 °C 25°C 27 °C 32°C 35°C

Passo Fundo - RS 604,40 a 498,20 b 399,00 d 507,00 a 603,20 a
Passo Fundo - RS 583,20 a 443,37 d 427,50 ¢ 494,10 a 582,20 a
Passo Fundo - RS 577,15 a 509,00 b 387,16 d 518,55 a 576,95 a
Passo Fundo - RS 599,10 a 528,20 a 438,70 ¢ 527,10 a 599,10 a
Brasilia - DF 568,80 a 478,30 ¢ 432,16 ¢ 479,20 a 568,40 a
Brasilia - DF 587,30 a 54425 a 433,70 ¢ 511,30 a 587,30 a
Brasilia - DF 584,30 a 501,90 b 459,70 b 525,20 a 584,30 a
Brasilia - DF 586,10 a 496,60 b 374,37 d 498,00 a 586,10 a
Urutai - GO 584,70 a 507,50 b 430,00 ¢ 499,80 a 584,70 a
Urutai - GO 603,60 a 506,30 b 495,10 a 496,90 a 603,60 a
Urutai - GO 591,00 a 525,50 a 403,33 d 520,00 a 591,00 a
Urutai - GO 586,20 a 528,60 a 437,20 bs 515,10 a 586,20 a
Urutai - GO 603,50 a 513,40 b 478,80 a 513,87 a 600,20 a
Urutai - GO 600,90 a 534,80 a 489,90 a 505,60 a 602,60 a
Urutai - GO 568,50 a 544,70 a 454,00 b 501,50 a 568,10 a
Uberlandia-MG 604,40 a 501,90 b 374,37 d 479,20 a 603,20 a
Urutai - GO 42750 b 496,60 b 430,00 ¢ 511,30 a 582,20 a
Edeia-GO 577,15 a 507,50 b 495,10 a 525,20 a 576,95 a
Uberlandia-MG 599,10 a 506,30 b 403,33 d 498,00 a 599,10 a
Uberlandia-MG 568,80 a 525,50 a 43720 ¢ 499,80 a 568,40 a
Uberlandia-MG 433,70 b 528,60 a 478,80 a 496,90 a 587,30 a
Uberlandia-MG 459,70 b 513,40 b 489,90 a 520,00 a 584,30 a
Uberlandia-MG 366,70 ¢ 534,80 a 454,00 b 515,10 a 586,10 a

CV(%) 4,89

De acordo com Tozze Junior (2015), nas andlises realizadas com base no
crescimento médio das colonias em diferentes temperaturas, foi observada a existéncias
de padrdes distintos entre hospedeiros, o que ficou evidente quando o autor comparou a
taxa de crescimento das colonias de um mesmo isolado quando cultivada a 35 °C com
as cultivadas a 25° C. Sangeetha; Rawal, usar a mesma norma para os autores (2009),
notou que todos os isolados de C. gloesporioides independente da regido tiveram
crescimento entre 20 e 30° C, faixa adequada para seu crescimento, € que ndo corrobora
com o de Tozze Junior e colaboradores (2015). No presente estudo a temperatura 6tima
para as maiores taxas de crescimento micelial dos isolados de C. fruncatum variou de 25

a 27 ° C, semelhante a faixa de crescimento 6timo para C. gloesporioides.
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Em trabalhos realizados por Poltronieri (2013), com isolados de C.
gloesporioides de jugara, observou que o indice de velocidade de crescimento micelial
foi na temperatura de 28°C, seguida pela temperatura de 25 °C. Dias et al. (2005) em
seus estudos observou que as temperaturas de 22 °C a 28 °C, influenciaram no
crescimento micelial de isolados de Colletrotrichum sp. associados ao cafeeiro (Coffea
arabica L.), obtidos de diferentes regides produtoras. Batista (1983) em seus estudos
com frutos de manga infectados por C. gloeosporioides, relata que a temperatura de 28°
C foi a mais favoravel as infecgdes do patdgeno em frutos de manga. Os resultados
mostram que o crescimento em diferentes faixas de temperatura pode ser um critério til
na separacao de espécie de Colletotrichum.

Maia et al. (2011) ndo verificaram diferengas de trés isolados de Colletotrichum
associados a mangueira (Mangifera indica L.), quanto ao crescimento micelial, em
funcdo da temperatura, vale salientar, os trés isolados testados foram obtidos no mesmo
municipio. Resultados do trabalho realizado por Teramoto et al. (2013) também
concordam com os dados obtidos no presente ensaio. Segundo os autores citados,
isolados de Corynespora cassicola, agente etiologico da mancha alvo da soja, obtidos
de diferentes hospedeiros e regides tem diferengas no crescimento micelial em fungio
da temperatura. O crescimento maximo foi obtido entre 23,3 °C a 29,5 °C.

Feitosa et al. (1977) determinaram, por meio de equagdo do segundo grau, a
temperatura de 28°C como o ponto de méaximo crescimento para isolados de
Colletotrichum sp. provenientes do cafeeiro. Os dois ultimos autores observaram o
incremento no crescimento com a elevacao da temperatura até 28°C, e a temperatura
otima de crescimento também dependeu do isolado, ocorrendo entre 25°C e 30 °C. Nos

isolados avaliados, a temperatura 6tima foi de 27°C (Figura 2).
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Figura 2. Indice de velocidade do crescimento micelial (IVCM), em relagdo a
temperatura de crescimento micelial dos isolados de Colletotrichum truncatum oriundos
de diferentes hospedeiros.

0,45

IVCM

20°C 25°C 27°C 320C 35°C
Temperatura (°C)

As temperaturas de 20 e 35°C encontram-se proximas a limitrofe para o
crescimento dos isolados, por causar redugdo dréstica no crescimento micelial (Figura
2); no entanto, essas temperaturas nao foram responsdveis por matar o patdégeno.

Conhecer a temperatura ideal de crescimento de determinado isolado fungico
pode favorecer a inoculagdo de experimentos e estes dados podem ser aplicados ao
manejo de forma mais precisa. A antracnose ¢ uma importante doenca da soja,
entretanto, ndo sdo encontrados, na literatura, trabalhos sobre a temperatura ideal de

crescimento de isolados e a viruléncia dos mesmos.

4 CONCLUSOES

1 - A temperatura de 27°C proporcionou maior crescimento micelial de C.
truncatum.

2 - A temperatura proporcionou efeito significativo no crescimento micelial de
isolados de C. truncatum provenientes de diferentes regides do Brasil e estes, quando
crescidos na sua temperatura ideal sdo virulentos em soja.

3 - A caracterizagdo fisiologica de isolados permite o reconhecimento de
condi¢des de influéncia das temperaturas de campo no metabolismo fisioldgico e

colonizagdo no tecido hospedeiro.
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CAPITULO III

SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DE Colletotrichum truncatum AOS FUNGICIDAS
EPOXICONAZOL, PROTIOCONAZOL, FLUXAPIROXADE, PIRACLOSTROBINA
E TRIFLOXISTROBINA ORIUNDOS DE SOJA
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SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DE Colletotrichum truncatum AOS
FUNGICIDAS EPOXICONAZOL, PROTIOCONAZOL, FLUXAPIROXADE,
PIRACLOSTROBINA E TRIFLOXISTROBINA ORIUNDOS DE SOJA

RESUMO

O fungo Colletotrichum truncatum causa a antracnose uma doenca que danifica a soja,
esta doenca que afeta a formagdo das vagens, pode causar morte de plantulas e manchas
negras nas nervuras das folhas, hastes e vagens. Sua incidéncia no cerrado ¢ maior
devido precipitacao e alta temperatura. A dificuldade de controle da doenga pode ser
atribuida a pressao de selecdo promovida por fungicidas na agricultura que estimula
mecanismos de variabilidade dos patogenos a desenvolver populacdes insensiveis a
moléculas quimicas. Hoje, misturas de fungicida de contato e sistémico sdo
recomendadas, uma vez que propiciam uma protecdo mais eficaz contra os principais
fungos de solo, como ¢ o caso do Colletotrichum truncatum. O objetivo do trabalho foi
avaliar in vitro a sensibilidade de diferentes isolados de C. fruncatum coletados em
diferentes locais, que pertencem a colegdo Micologica do Instituto Federal Goiano -
Campus Urutai, os fungicidas de distintos ingredientes ativos, incorporados ao BDA nas
concentragdes de 0; 0,1; 1,0; 10 e 100 ppm. Foi avaliada a porcentagem do fungo
quando submetidos aos fungicidas: piraclostrobina + epoxiconazol + fluxapiroxade,
fluxapiroxade + piraclostrobina e protioconazol + trifloxistrobina para estabelecer qual
deles apresentou uma maior eficiéncia de controle. Verificou que o aumento
progressivo das doses promove redugdes no crescimento micelial. O isolado de Urutai-
GO foi confirmado tanto pela area abaixo da curva de progresso do crescimento
micelial quanto pela taxa de crescimento micelial, como sensivel a todos os fungicidas
estudados. Pode verificar a grande variabilidade de sensibilidade de isolados C.
truncatum apresentam perante as diferentes moléculas e a importancia de detec¢do de
populagdes resistentes.

PALAVRAS-CHAVE: C. truncatum. Populagdes. Glycine max. Fungicidas. Quimico.

Eficiéncia de controle.
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SENSITIVITY OF Colletotrichum truncatum ISOLATES TO THE FUNGICIDES
EPOXICONAZOLE, PROTHIOCONAZOLE, FLUXAPYROXADE,
PYRACHLOSTROBIN AND TRIFLOXISTROBINE FROM SOYBEAN

ABSTRACT

The fungus Colletotrichum truncatum causes anthracnose a disease that damages soy,
this disease that affects the formation of pods, can cause death of seedlings and black
spots on the veins of leaves, stems and pods. Its incidence in the cerrado is higher due to
precipitation and high temperature. The difficulty in controlling the disease can be
attributed to the selection pressure promoted by fungicides in agriculture that stimulates
mechanisms of variability of pathogens to develop populations insensitive to chemical
molecules. Today, mixtures of contact and systemic fungicide are recommended, since
they provide more effective protection against the main soil fungi, as is the case of
Colletotrichum truncatum. The objective of the work was to evaluate in vitro the
sensitivity of different isolates of C. truncatum collected in different places, which
belong to the Mycological collection of the Instituto Federal Goiano - Campus Urutai,
the fungicides of different active ingredients, incorporated to the BDA in concentrations
of 0; 0.1; 1.0; 10 and 100 ppm. The percentage of the fungus was evaluated when
subjected to fungicides: pyraclostrobin + epoxiconazole + fluxpyroxade, fluxpyroxade +
pyraclostrobin and protioconazole + trifloxystrobin to establish which one had the
highest control efficiency. He found that the progressive increase in doses promotes
reductions in mycelial growth. Isolate 15 was confirmed both by the area under the
mycelial growth progress curve and by the mycelial growth rate, as being sensitive to all
studied fungicides. You can see the great variability of sensitivity of C. fruncatum
isolates in relation to different molecules and the importance of detecting resistant
populations.

KEYWORDS: C. truncatum. Insensitive populations. Glycine max. Fungicides,

Control efficiency.
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1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Men.] possui grande importancia economica em todo
mundo, sendo considerada umas das principais commodity agricolas (Rogério et al.,
2019). Porém, existem inimeros fatores que podem afetar o alto rendimento da cultura
como clima e solo (Seddiyama et al., 2015; Sivarajan et al., 2018). De acordo com o 2°
Levantamento da safra de graos 2020/21, divulgado pela Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab), o Brasil devera alcangar a producdo de 268,9 milhdes de
toneladas de alimentos, que representa 11,9 milhdes de toneladas ou 4,6 % a mais do
que a temporada de 2019/2020 (CONAB, 2021). Os principais fatores fitossanitarios da
soja sendo doengas, pragas e plantas daninhas (Azevedo et al., 1998). As doengas de
incidéncia e epidemiologias varidveis na soja no sudoeste goiano podem ser sendo elas
por antracnose (Colletotrichum truncatum), crestamento bacteriano (Pseudomonas
savastanoi pv. glycinea), cercosporiose (Cercospora sojina), fumagina (Capnodium
sp.), mancha-alvo (Corynespora cassiicola), mildio (Peronospora manshurica) e oidio
(Erysiphe diffusa) (Godoy et al., 2016) com porcentagens de progresso de danos
variaveis, dando destaque maior a ferrugem asidtica, principalmente em periodos
umidos e/ou chuvosos.

A antracnose foi citada pela primeira vez em 1917, na Coréia e, desde entdo, foi
descrita nas regidoes temperadas de cultivo de soja e seu germoplasma selecionado
(Costa et al., 2009). A doenca esta agregada, principalmente, a espécie de fungo
Colletotrichum truncatum (Damm et al., 2009) descrita pela primeira vez por Andrus e
Moore (1935) e, em seu estado exato, classificado no género Glomerella sp. (Amorim,
Rezende; Bergamin Filho, 2018; Armstrong-Cho; Banniza, 2006). A antracnose ¢ uma
das principais doencas da soja na regido do Cerrado brasileiro, pois a cultura ¢
suscetivel a infec¢do em todas as fases de desenvolvimento (Almeida et al., 1997,
Henning et al., 2014). A doenga caracteriza-se inicialmente por sintomas em plantulas ja
emergidas apresentando necrose e tombamento, podendo evoluir para sintomas em
estadios fenologicos progredidos e apresenta infeccdo latente (Bailey e Jeger, 1992;
Campos et al., 2006) com necrose em hastes, folhas e vagens, incluindo abertura
imatura e tor¢do de vagens e germinacgdo antecipada de graos (Backman et al., 1982;
Galli et al., 2005; Reis et al., 2012), sendo que as sementes infectadas e os restos
culturais sdo fontes primdrias do indculo da doenca (Manandhar e Hartman, 1999;

Goulart, 2018).
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Ainda que ndo exista cultivares de soja comerciais com resisténcia que evite
agravos econdmicos da antracnose, algumas fontes resistentes foram identificadas
(Costa et al., 2009). Contudo, o controle quimico ¢ uma importante op¢ao utilizada para
o controle da doencga. A utiliza¢dao de fungicidas (triazois, estrobilurinas, carboxamidas
e protetores multissitios) na parte aérea pode precaver a infeccdo do hospedeiro ou
estacionar a coloniza¢do estabelecida (Reis et al., 2012). Os fungicidas podem ser
rotulados pelos diferentes mecanismos de acdao (Zanatto et al., 2018). Cada grupo
quimico possui um mecanismo de agdo distinto, que ¢ a forma pela qual um fungicida
interfere numa funcdo metabdlica normal dos fungos, causando sua morte (FRAC,
2017). Fungicidas pertencentes ao grupo quimico estrobilurina, especialmente
azoxistrobina, picoxistrobinna, piraclostrobina e trifloxistroina sdo recomendados para
aplicagdo em uma extensa gama de culturas para precaver o desenvolvimento de
doengas (Oliveira et al., 2015) incluindo a antracnose, Colletotrichum spp. tem sido
citado que o emprego de difeconazol, trifioxistrobina, azoxistrobina + difeconazol e
piraclostrobina pode proceder em controle de até 93% da doenga. Essa informacao ¢
confirmada em estudos realizados no Brasil, utilizando azoxistrobina e piraclostrobina
que apontam para a redu¢do na incidéncia da antracnose em soja (Pesqueira et al.,
2016).

Entretanto, um dos fatores limitantes no controle quimico de doencas ¢ o
desenvolvimento da resisténcia de fungos aos fungicidas. Resisténcia consiste em uma
alteracdo herdavel e estavel quando aplicado um produto, provocando reducdo da
sensibilidade (Zuntini et al., 2019). Para espécies de Colletotrichum, a resisténcia ja foi
relatada a benzimidazol, estrobilurina e triazol causando repetidamente a reducdo da
eficacia desses fungicidas (Pesqueira et al., 2016). Verificagdes sobre a diminuicdo da
sensibilidade de isolados de Colletotrichum spp. a fungicidas mostra diferencas, um
exemplo foi em isolados expostos que sofreram reducao na sensibilidade ao benomil e
com taxas mais lentas de crescimento entre isolados, mesmo comportamento ressaltado
para captana, triadimenol, tiabendazol, carbendazim e azoxistrobina (Tozze junior et al.,
20006; Ferreira et al., 2009). Com todas essas informagdes divergentes, deve ser feito o
monitoramento da sensibilidade do fungo, determinado através da concentracdo da
substancia que inibe 50% o crescimento micelial ou a germinagdo de esporos viaveis
(Reis; Casa; Reis, 2012). Diante da importancia da antracnose na cultura da soja, €
necessario determinar a sensibilidade de isolados do fungo a diferentes mecanismos de

acdo dos fungicidas Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade de
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isolados de C. truncatum , provenientes de diferentes regides aos fungicidas
(trifloxistrobina + protioconazol), (piraclostrobina + fluxapiroxade) e (piraclostrobina +
fluxapiroxade + epoxiconazol), com distintos mecanismos de agdo, isolados ou em

misturas, além da determina¢ao do EC 50.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratorio de Fitopatologia do Instituto Federal
Goiano - Campus Urutai, em 2019. Os 23 isolados do fungo foram obtidos de folhas,
hastes e vagens de soja com sintoma de antracnose, provenientes de diferentes regioes.
Cada isolado foi identificado com um niimero para manutencao e armazenamento. Para
tal isolamento, a partir do tecido doente foi feito uma desinfestacao superficial com
solugdo de hipoclorito de sodio (3%). As porgdes infetadas da planta foram mantidas
em camera umida sob uma folha de papel germiteste saturadas com agua destilada e
mantidas em camara de crescimento por dois dias para o processo de esporulacio. Com
o auxilio de uma agulha flambada foram transferidos acérvulos para a placa de Petri que
possuia meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), ap6s, foram mantidos em camara
de crescimento a temperatura de 28°C por sete dias. Foram utilizados 3 fungicidas
(Tabela 1), aos quais foram diluidos em concentragdes referentes as doses de 0,1; 1; 10;
100 ppm, além da testemunha, determinados de acordo com a concentracdo de
ingrediente ativo de cada produto. Cada dose do fungicida foi depositada em
Erlenmyers de 250 mL com o auxilio de ponteiras e pipetas devidamente esterilizadas e
autoclavadas, que apos a deposicao foram preenchidos com 4gua estéril autoclavada.

Foram realizadas 3 repeticdes de cada dose, considerando os 23 isolados (Tabela
2) e as 5 doses, totalizaram 3.105 placas por fungicida, contendo meio batata-dextrose-
agar (BDA). Todo o experimento foi realizado em camara de fluxo. No dia seguinte da
preparacdo do meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), foi depositado 3 ml de cada
concentragcdo do fungicida no meio BDA (500 mL) e em seguida vertidos nas placas,
que receberam um disco de 9mm das matrizes que continham os isolados. As placas
foram devidamente vedadas em papel filme PVC, identificadas e incubadas em camara
de crescimento a condi¢do de 27°C. As avaliagdes foram realizadas com régua, medindo
o didmetro das colonias com intervalo de periodo de 24 em 24 horas, durante sete dias.

A partir de sete medidas temporais do didmetro da col6nia obtido em mm, realizados
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entre, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 7 dias ap6s a inoculagdo (DAI) em meios de cultivos onde se

difundiu as concentragdes de fungicidas.

Tabela 1: Misturas de fungicidas, nome comercial, concentragdo e mecanismo de a¢ao.

Ingrediente Ativo Nome Concentracgio Mecanismo de Grupo
comercial Acio

trifloxistrobina + Fox® 150+175 Qe + IDM Estrobilurina
protioconazol Triazois
piraclostrobina + Orkestra® 333+167 1Qe + ISDH Estrobilurina
fluxapiroxade Carboximida
piraclostrobina + Ativum® 50+81+50 IQe + IDM + Estrobilurina
fluxapiroxade  + ISDH Carboxamida
epoxiconazol Triazois

*IQe (estrobilulina) resperi¢do, ISDH (Carboxamida) respiracdo, IDM (Triazol)-
ergosterol. piraclostrobina e trifloxistrobina - grupo das estrobilurinas - inibidores de
respiragdo no complexo 3, citocromo bcl (fungicidas Qol). epoxiconazol e
protioconazol —triazdis, - sdo inibidores da sintese de ergosterol (fungicidas DMI).

fluxapiroxade - grupo carboxamidas - inibidores de respiracdo no complexo 2,

dehydrogenase succinato (fungicidas SDHI).

A partir dessa integralizacdo onde X foram os DAl e Y o diametro da col6nia
(subtraido do disco de micélio calculou-se area abaixo da curva de progresso do
crescimento micelial (AACPCM), integralizando a curva de progresso para cada

dosagem e/ou isolado (didmetro da colonia x DAI) por meio da férmula:

1L (Xt X)) (i1 -t)
; 2

AACPCM= Z

Onde, n ¢ o nimero de avaliacdes do didmetro da colonia, Xi é a diametro da
coldonia (mm) e (ti+1-ti) € o nimero em dias entre as avaliagdes consecutivas (Shanner e
Finlay, 1978). O valor da AACPF sintetiza todas as avaliacdes de severidade em um
unico valor.

A taxa de crescimento micelial (TCM) foi calculada através da regressdo linear
sendo os dias de incubagdo (valor de X) e Y os valores de diametro de coldnia,

respectivamente, sendo o parametro de coeficiente angular obtido no Excel®,
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(procedimento = inclinagdo y;Xx) correspondente a taxa de crescimento dada em % de
crescimento micelial (mm) dia!. Os isolados foram considerados sensiveis quando
apresentaram DL 50 entre 0-100 ppm, 100-800 classificados como intermediarios,

acima de 800 insensiveis a molécula testada.

Tabela 2. Isolados de Colletotrichum truncatum e origem de coleta.
Nuamero do isolado Origem

1 Passo Fundo — RS
2 Passo Fundo — RS
3 Passo Fundo — RS
4 Passo Fundo — RS
5 Brasilia — DF

6 Brasilia — DF

7 Brasilia — DF

8 Brasilia — DF

9 Urutai — GO

10 Urutai — GO

11 Urutai — GO

12 Urutai — GO

13 Urutai — GO

14 Urutai — GO

15 Urutai — GO

16 Uberlandia-MG
17 Urutai — GO

18 Edeia-GO

19 Uberlandia-MG
20 Uberlandia-MG
21 Uberlandia-MG
22 Uberlandia-MG
23 Uberlandia-MG

A dosagem letal capaz de inibir o crescimento micelial a 50 % (DL50) foi
calculada a partir da regressao linear do logaritmo das dosagens da mistura do fungicida

com as porcentagens de inibi¢do, permitindo a obtencdo da equagdo do modelo
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representada por y = a + bx, obtendo-se assim a e b. Para cada repeticdo calculou-se a
DL substituindo o valor de y por 50 chegando a um valor de dosagem por isolado
apresentado na forma de mg L.

A AACPCM e TCM dos isolados e das diferentes dosagens, a % de inibi¢ao do
crescimento micelial aos 0,1, 1, 10, 100 ppm foram submetidos ao teste de comparagao
de médias Skott-Knott, e teste ndo paramétrico seguido de teste de comparagdo de

médias Tukey, ambos a P~0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sensibilidade de isolados de C. truncatum oriundos de soja a piraclostrobina +
fluxapiroxade + epoxiconazol

A area a baixo da curva de progresso do crescimento micelial indicou
estatisticamente maiores € menores indices nos isolados de Passo Fundo, Brasilia-DF,
Edeia-GO e Uberlandia-MG. Os que apresentaram maior € menor taxa de crescimento
micelial diario foram os isolados de Passo Fundo, Brasilia-DF, Edeia-GO e Uberlandia-
MG (Tabela 3).

Houve grande variagdo entre os isolados quanto a 4area abaixo da curva de
progresso do crescimento micelial e do crescimento micelial didrio. Que pode ser
atribuido as condigdes encontradas em cada regido onde foi coletado o isolado.
Resultado semelhante foi encontrado por Hamada et al. (2009) onde comparou isolados
de regides que tiveram contato com benomyl e isolado que nunca entraram em contato
com o fungicida de forma que foi observada diferentes niveis de sensibilidade ao

fungicida.
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Tabela 3. Area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial e taxa de
crescimento micelial diario da mistura de fungicidas (piraclostrobina + fluxapiroxade +
epoxiconazol) em relacdo aos isolados.

Isolados AACPCM TCM (% dia™")
Passo Fundo - RS 131,3d 5,6 ¢
Passo Fundo - RS 157,1 a 7,4 a
Passo Fundo - RS 132,7d 6,0b
Passo Fundo - RS 165,8 a 7,6 a
Brasilia - DF 139,7 ¢ 6,8b
Brasilia - DF 147,0b 7,1 a
Brasilia - DF 151,3b 6,6 b
Brasilia - DF 159,9 a 7,7 a
Urutai - GO 1444 b 6,6 b
Urutai - GO 143,4b 6,6 b
Urutai - GO 154,6 a 7,3 a
Urutai - GO 120,5 ¢ 52¢
Urutai - GO 148,4 d 7,1 a
Urutai - GO 149,8 d 6,5b
Urutai - GO 78,1d 3,6d
Uberlandia-MG 93,4d 4,1d
Urutai - GO 1418 ¢ 6,4b
Edeia-GO 82,8 ¢g 3,6d
Uberlandia-MG 1444 b 6,6 b
Uberlandia-MG 143,4b 6,6 b
Uberlandia-MG 154,6 a 7,3 a
Uberlandia-MG 120,5 ¢ 52¢
Uberlandia-MG 148,4 b 7,1a
Shapiro-Wilk 0,8203" 0,90483™
(Normalidade)
Bartlett (Homogeneidade)  6,3888™" 8,7986"
Valor Fie32 75,5509%* 1,453e-13 ***
Coeficiente de Variagao 49,35 48,55
(%)
Valor de Friedman 43,7908** 2,8300™

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste Tukey a
P~0,05; coeficientes marcados em negritos representam os testes que os testes de
médias foram implementados.

Quando se analisa as doses em relag@o a area abaixo da curva de progresso do
crescimento micelial notasse que a dose que apresentou maior crescimento micelial foi
a dose Oppm e menor a dose 100ppm. A dose 0 ppm e 1 ppm apresentaram as maiores
taxas de crescimento micelial diario com um crescimento de 8% e 7,9% por dia, ja a
dose 100 ppm apresentou a menor taxa com um crescimento de 1,3% por dia (Tabela 4).
Progressao esperada devido ao aumento da concentragdo dos fungicidas, resultados

semelhantes foram obtidos por Ferreira et al. (2009) apontaram que onde observou-se
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que o aumento da dose dos fungicidas diminuiu o crescimento micelial e germinacao

dos esporos.

Tabela 4. Area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial e taxa de
crescimento micelial diario da mistura de fungicidas (piraclostrobina + fluxapiroxade +
epoxiconazol) em relacdo a concentracdo utilizada.

Doses AACPCM TCM (% dia™)
0 184,1 a 8,0a
0,1 167,0 b 7,2b
1 168,0 b 7,9 a
10 138,7 ¢ 6,5¢
100 182d 1,3d
Shapiro-Wilk 0,9165™ 0,9527"
(Normalidade)
Bartlett (Homogeneidade) 43,294™ 27,362"
Valor Fs3 396,7957** 0,0001%**
Coeficiente de Variagao 25,45 32,05
(%)
Valor de Friedman 11,4667** 11,4667**

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste Tukey a
P~0,05; coeficientes marcados em negritos representam os testes que os testes de
médias foram implementados.

A utilizacdo de produtos com mistura tripla de ingredientes ativos ¢ uma boa
maneira de obter um controle eficiente, todavia representa um risco ao possibilitar a
obtengdo de microrganismos com resisténcia cruzada demandando assim um
acompanhamento metddico da area com o intuito ndo gerar resisténcia (GUINI &
KIMATI, 2000).

Com base nas médias de DL50 os isolados com maiores taxas de DL50 foram os
isolados de Passo Fundo-RS e Urutai-GO e menores foram os isolados de Passo Fundo,
Brasilia-DF, Edeia-GO e Uberlandia-MG. Ao realizar a analise de DL50 dos isolados
observou-se que os isolados apresentaram sensibilidade (Tabela 5).

Na mistura Piraclostrobina + Fluxapiroxade + Epoxiconazol, os isolados que
apresentaram respectivamente maior € menor crescimento micelial foram isolados de
Passo Fundo, Brasilia-DF e Edeia-GO, os menores foram os isolados Passo Fundo-RS,
Urutai e Brasilia-DF (0,1 ppm), Urutai-GO e Brasilia-DF, os menores foram os isolados
de Passo Fundo, Brasilia-DF e Urutai-GO (1 ppm), os isolados de Brasilia-DF, Edeia-
GO e Uberlandia-MG e os menores foram os isolados de Passo Fundo, Brasilia-DF,
Urutai-GO (10 ppm) e Uurtai-GO, Uberlandia-GO, Edeia-GO e Passo Fundo-RS e os

menores foram os isolados de Passo Fundo e Brasilia-DF. (100 ppm) (Tabela 5).
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Tabela 5. Porcentagem de inibi¢do em diferentes concentracdes da mistura de
fungicidas (Piraclostrobina + Fluxapiroxade + Epoxiconazol), dosagem letal capaz de
inibir o crescimento micelial em 50 % e grupos de reacdo da sensibilidade.

Isolados 0,l ppm 1 ppm 10 ppm 100 ppm DL50 Sensibilidade
(mg L)
Passo Fundo - RS 10,74 ¢ 28,19 a 24,13 d 98,94 d 40,85 a Sensivel
Passo Fundo - RS 443 ¢ 2,25¢ 1,27 f 63,95 73,61 a Sensivel
Passo Fundo -RS 11,03 ¢ 36,92 a 25,83d 59,81d 57,69 a Sensivel
Passo Fundo -RS  0,82d 1,39¢ 2991 b 76,93 ¢ 53,65a Sensivel
Brasilia - DF 48,21 a 44,26 a 9,30 f 83,63 b 35,70 a Sensivel
Brasilia - DF 4,52d 6,56 f 12,77d 88,77b 50,77 a Sensivel
Brasilia - DF 18,89 ¢ 3327 a 21,38d 86,42 b 46,81 a Sensivel
Brasilia - DF 8,71d 1,33 ¢ 25,14 ¢ 70,54 ¢ 55,20 a Sensivel
Urutai - GO 19,20 b 21,77b 24,36 d 80,59 b 56,58 a Sensivel
Urutai - GO 19,18b  21,75b 24,344 80,57 b 56,57a  Sensivel
Urutai - GO 1,69d 0,56 ¢ 734 ¢ 80,79 b 50,14 a Sensivel
Urutai - GO 29,05a 36,73 a 24,01 d 88,27b 58,14 a Sensivel
Urutai - GO 16,71 b 337f 17,03 £ 87,79 b 65,19 a Sensivel
Urutai - GO 34,53 a 10,68 b 19,03 d 92,06 b 4791 a Sensivel
Urutai - GO 13,46 ¢ 9,18 ¢ 77,13 a 100,00 a 45,57 a Sensivel
Uberlandia-MG 27,21 b 20,41 b 48,30 a 100,00 a 50,30 a Sensivel
Urutai - GO 4,78 d 53,77 a 1891 f 85,76 b 54,05 a Sensivel
Edeia-GO 3942 b 17,59 b 25,75 ¢ 100,00 a 46,58 a Sensivel
Uberlandia-MG 34,53 a 10,72 b 19,07 d 92,10b 4791 a Sensivel
Uberlandia-MG  1349c¢  9.21c¢ 77,15 a 100,00a  45,57a Sensivel
Uberlandia-MG 27,23 b 20,45 a 48,32D 100,00 a 50,30 a Sensivel
Uberlandia-MG 481d 53,80 a 18,94 f 85,78 b 54,05 a Sensivel
Uberlandia-MG 3945b 17,61 b 25,78 ¢ 100,00 a 46,58 a Sensivel
Shapiro-Wilk
(Normalidade) 0,96761 0,98196 0,96735 0,91756 0,9766
Bartlett
(Homogeneidade) 34,61 24,408 20,091 39,494 15,73
Valor Fug 0,1165** 6,5860** 0,0003** 0,0007** 0,9649
Coeficiente de
Variagdo (%) 356,294  4019,262 87,904 9,969 45,254
Valor de Friedman 21,494 36,933 31,470 31,470 7,607

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste Tukey a
P~0,05.

3.2 Sensibilidade de isolados de C. truncatum oriundos de soja a trifloxistrobina +

protioconazol

Ambas as variaveis area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial e
taxa de crescimento micelial ndo apresentaram homogeneidade e distribuicdo normal
sendo analisadas via teste ndo paramétrico e teste de comparagdo de médias
consequentemente (Tabela 6).

A érea abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) em

todas as dosagens da mistura de fungicidas indicaram estatisticamente que as maiores
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médias foram observadas nos isolados de Urutai-GOe, diferindo estatisticamente dos
demais, podendo ser representados por isolados menos sensiveis a mistura
trifloxistrobina+protioconazol (Tabela 6). A AACPCM em todas as dosagens da mistura
de fungicidas indicaram estatisticamente que as menores médias observadas foram para
os isolados de Edeia-GO, Uberlandia-MG, Urutai-GO e Passo Fundo-RS podendo ser
considerados os isolados avaliados os isolados mais sensiveis a mistura

trifloxistrobina+protioconazol no grupo de isolados avaliados (Tabela 6).

Tabela 6 - Area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial e taxa de
crescimento micelial didrio da mistura de fungicidas (trifloxistrobina + protioconazol)
em relacdo aos isolados™.

Isolados AACPCM TCM (% dia™)
Passo Fundo - RS 94,65 f 3,69 f
Passo Fundo - RS 99,82 d 3,94d
Passo Fundo - RS 100,67 e 3,72 f
Passo Fundo - RS 80,75 1 3,22h
Brasilia - DF 95,00 h 361lg
Brasilia - DF 104,38 d 391d
Brasilia - DF 100,97 d 391d
Brasilia - DF 100,95 d 422 a
Urutai - GO 107,87 a 411b
Urutai - GO 96,32 g 3,65f
Urutai - GO 100,67 e 392¢
Urutai - GO 106,30 b 4,16 b
Urutai - GO 107,16 a 4,09 b
Urutai - GO 96,90 g 3,72 f
Urutai - GO 64,07 i 2,96 h
Uberlandia-MG 69,22 1 2,651
Urutai - GO 114,33 a 4,54 a
Edeia-GO 56,20 j 2,521
Uberlandia-MG 94,30 f 3,59 f
Uberlandia-MG 80,90 1 3,25h
Uberlandia-MG 100,62 e 395e¢
Uberlandia-MG 94,80 h 3,72 f
Uberlandia-MG 95,40 h 365¢g
Shapiro-Wilk (Normalidade) 0,97577" 0,9851™
Bartlett (Homogeneidade) 47,773 63,2014
Valor F|6,32 5,236** 3,9**
Coeficiente de Variacao (%) 30,98 36,97
Valor de Friedman 40,5752** 39,6863

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste Tukey a
P~0,05; coeficientes marcados em negritos representam os testes que os testes de
médias foram implementados.

Os isolados considerados menos sensiveis cresceram 1,76 vezes mais que o0s
isolados sensiveis em meios de culturas contendo dosagens crescentes da mistura de

fungicidas (Tabela 6).
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Sugere Yokosawa et al. (2017) que a frequéncia do desenvolvimento de
resisténcia a fungicidas ¢ especifica da espécie de Colletotrichum. Geralmente, o risco
de desenvolvimento de resisténcia a fungicidas aumenta quando a recombinagao sexual
¢ obrigatoria em seu ciclo de vida.

A taxa de crescimento micelial (TCM) que indica nas diferentes concentragdes
da mistura trifloxistrobinatprotioconazol a porcentagem didria de crescimento dos
isolados e/ou o progresso temporal. Essa demonstrou que os isolados Urutai-GO e
Brasilia-DF, apresentaram as maiores médias, diferindo estatisticamente dos demais
isolados (Tabela 6). Ja os isolados Edeia-GO, Uberlandia-MG ¢ Urutai-GO,
apresentaram as menores médias de TCM, diferindo estatisticamente dos demais
isolados. O primeiro grupo de isolados apresentou médias de TCM 1,8 vezes maior que
o segundo grupo considerado sensivel a molécula (Tabela 7). Este comportamento pode
ter ocorrido devido a uma menor pressao de selecdo sobre estes isolados a campo antes
da coleta.

Lopes et al. (2015) em suas comparacdes entre médias da porcentagem de
inibi¢do do crescimento micelial nos diferentes isolados de Colletotrichum sp., os
isolados de caqui, iuca e anttrio foram mais sensiveis aos fungicidas aplicados da que a
soja, este comportamento fenotipico mais sensivel deve-se a menor pressdo de selecao
de populacdes dos isolados de Colletotrichum sp. resistentes aos grupos quimicos
aplicados, dado a menor quantidade de moléculas registradas e de uso para controle seu
controle.

Quando se analisa as doses em relagdo a area abaixo da curva de progresso do
crescimento micelial nota - se que a dose que apresentou maior crescimento micelial foi
a dose 0 ppm e menores as doses 1 ppm e 100 ppm. A dose 0 ppm apresentou a maior
taxa de crescimento micelial didrio com um crescimento de 5,34% por dia, ja a dose 1
ppm e 100 ppm apresentaram as menores taxas com um crescimento de 2,83% e 2,87%
por dia (Tabela 7).

Esse comportamento ¢ esperado devido ao aumento da dose utilizada, onde na
dose 0 ocorreu o maior crescimento micelial e conforme a dose foi aumentando menor
foi o crescimento micelial devido ao melhor controle, resultado semelhante ao de
Oliveira et al. (2015) onde o aumento da dose de fungicida promoveu melhorias nos

niveis de controle.
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Tabela 7. Area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial e taxa de
crescimento micelial didrio da mistura de fungicidas (trifloxistrobina + protioconazol)
em relacdo & concentracdo utilizada.

Doses AACPCM TCM (% dia™)
0 130,09 a 534a
0,1 104,03 b 421b

1 78,02 d 2,83d
10 83,76 ¢ 323 ¢
100 76,02 d 2,87d
Shapiro-Wilk 0,9681%* 0,9463**
(Normalidade)

Bartlett (Homogeneidade) — 28,4270%* 58,1830™
Valor Fag 5,1171%* 1,8310%*
Coeficiente de Variagao 27,11 28,72
(%)

Valor de Friedman 11,4667** 11,4667

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste Tukey a
P~0,05; coeficientes marcados em negritos representam os testes que os testes de
médias foram implementados.

Na mistura trifloxistrobina+protioconazol, os que apresentaram maior
crescimento micelial foram os isolados de Passo Fundo, Brasilia-DF e Uberlandia-MG
(0,1ppm), a 1 ppm foram os isolados de Passo Fundo, Edeia-GO e Urutai-GO, a 10 ppm
foram os isoladosBrasilia-DF, Urutai-GO, Uberlandia-MG e Edeia-GO, ¢ a 100 ppm
foram os isolados de Passo Fundo, Brasilia-DF, Urutai-GO (Tabela 8).

E possivel observar que os isolados de Passo Fundo, Brasilia-DF, Edeia-GO e
Uberlandia-MG destacaram-se com altos indices de crescimento em ao menos trés
dosagens inclusive na maior dose representada por 100 ppm, enquanto os isolados
Brasilia-DF e Urutai-GO, apresentaram menores indices de crescimentos em ao menos
3 dosagens com destaque para os isolados de Urutai-GO, que se mantiveram entre os
1solados de menor crescimento em todas as dosagens utilizadas (Tabela 8).

Diferencas na sensibilidade de isolados em relagdo a um mesmo ingrediente
ativo pode demonstrar o risco de desenvolvimento de resisténcia ao ingrediente ativo
utilizado, resisténcia essa adquirida em grande parte devido a ndo utilizagdo de
estratégias anti resisténcia (Wong e Midland, 2007). Zhang et al. (2017) verificou a falta
de sensibilidade a tebuconazol de 112 isolados de C. fruncatum em 13 regides da China
0 que demonstra a importancia de utilizar diferentes ingredientes ativos e mecanismos

de agdo de forma a evitar a sele¢ao de individuos resistentes.
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Com base nas médias de DL50 os isolados insensiveis foram os isolados Passo
Fundo-RS e Urutai-GO e sensiveis foram os isolados 4 de Passo Fundo, Brasilia-DF,
Edeia-GO e Uberlandia-MG. Ao realizar a analise de DL50 dos isolados observou-se
que os isolados que apresentaram menores ¢ maiores indices de sensibilidade foram
respectivamente os isolados de Passo Fundo-RS (Sensivel), Edeia-GO (Sensivel) e
Urutai-GO (Sensivel) e Urutai-GO (Intermedidrio), Passo Fundp-DF (Insensivel) e
Urutai-GO (Insensivel) (Tabela 8).

A diferenciacdo da sensibilidade de isolados de diferentes regides evidencia a
diferenga entre o controle quimico utilizado em cada regido, onde devido ao manejo

utilizado em cada uma gera diferengas de sensibilidade entre os isolados (Silva, 2018).
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Tabela 8. Porcentagem de inibi¢do em diferentes concentracdes da mistura de
fungicidas (trifloxistrobina + protioconazol), dosagem letal capaz de inibir o
crescimento micelial em 50 % e grupos de reagdo da sensibilidade I — intermediario, S-
sensivel e INS - insensivel

Isolados 0,1 ppm 1 ppm 10 ppm 100 ppm DL50 Sensibilidade
(mgL™)
Passo Fundo-RS 4,55a 4,6 f 4,70 ¢ 66,84 a 120,31 ¢ Intermediaria
Passo Fundo-RS 3,49 ¢ 484 f 4,55d 33,97 ¢ 219,19b Intermediaria
Passo Fundo - RS 3,26 ¢ 522 f 4,88d 44,19d 809,07 a Insensivel
Passo Fundo -RS 4,88 a 8a 4,76 ¢ 55,13 b 34,72 d Sensivel
Brasilia - DF 4,03b 4,17 g 5,71 b 30,70 f 75,75d Sensivel
Brasilia - DF 3,47 c 487f 4,49d 4431d 235,86 b Intermediaria
Brasilia - DF 345¢ 5,56 ¢ 3,88d 44,08 d 69,07 d Sensivel
Brasilia - DF 298¢ 5,04 ¢ 3,6le 3397 ¢ 65,18d Sensivel
Urutai - GO 3,16 ¢ 4,63 f 397e 33,73 f 70,75 d Sensivel
Urutai - GO 347 ¢ 5,57 ¢ 3,89d 44,10 e 69,09 d Sensivel
Urutai - GO 4,19b 451 f 337e 4426 d 264,80 b Intermediaria
Urutai - GO 320 e 5,46 d 3,07 f 44,01 e 54,79 d Sensivel
Urutai - GO 3,30 e 4,66 f 3,65¢ 33,99 ¢ 142,96 b Intermediaria
Urutai - GO 3,35d 443 f 3,51e 44,44 ¢ 78,38 d Sensivel
Urutai - GO 3,38 ¢ 7,6 a 16,15 a 98,18 a 88,71d Sensivel
Uberlandia-MG 5,68 b 6,01 d 15,76 a 33,33 a 68,57 d Sensivel
Urutai - GO 2,72 f 421 f 3,0le 44,48 d 850,25 a Insensivel
Edeia-GO 425b 6,141 16,67 a 100,00 a 34,72 d Sensivel
Uberlandia-MG 3,19¢ 4,65 f 3,98 ¢ 32,78 £ 70,78 d Sensivel
Uberlandia-MG 327c¢ 5,37 ¢ 3,69d 30,80 ¢ 68,99 d Sensivel
Uberlandia-MG 4,22 b 453 f 340 ¢ 4428 d 264,82 b Intermediaria
Uberlandia-MG 325e 5,48 d 3,09 f 42,03 e 54,81 d Sensivel
Uberlandia-MG 3,33 e 4,69 f 3,68 ¢ 42,02 ¢ 142,99 b Intermediaria
Shapiro-Wilk 0,8628™ 0,8963™ 0,8148** 0,5476™ 0,7890**
(Normalidade)
Bartlett 54,5600™  46,7250™  49,0960**  67,0570™ 67,2510%*
(Homogeneidade)
Valor Fa g 0,0033** 0,0005%* 8,4330%** 692,0756**  0,1748"
Coeficiente de 20,35 18,38 54,54 21,14 1374,90
Variagao (%)
Valor de Friedman 34,9102**  27.9786** 353167** 37,8236** 7,6078™

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste Tukey a
P~0,05; coeficientes marcados em negritos representam os testes que os testes de
médias foram implementados.
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3.3 Sensibilidade de isolados de C. fruncatum oriundos de soja a piraclostrobina +

fluxapiroxade

A area a baixo da curva de progresso do crescimento micelial indicou

estatisticamente maiores indices nos isolados Urutai-GO, Brasilia-DF e Passo Fundo-

RS. J4 os isolados que apresentaram maiores taxa de crescimento micelial diario foram

os isolados de Urutai-GO, Brasilia-DF e Passo Fundo-RS (Tabela 9).

Tabela 9. Area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial e taxa de
crescimento micelial didrio da mistura de fungicidas (piraclostrobina + fluxapiroxade)

em relacdo aos isolados®.

Isolados AACPCM TCM (% dia™!)
Passo Fundo - RS 113,67 d 4,32 a
Passo Fundo - RS 112,22 ¢ 387¢
Passo Fundo - RS 101,48 h 3,88 ¢
Passo Fundo - RS 118,08 a 421 a
Brasilia - DF 117,72 b 4,10 c
Brasilia - DF 111,32 ¢ 3,89 ¢
Brasilia - DF 107,63 3,63 f
Brasilia - DF 104,23 ¢ 391d
Urutai - GO 115,78 ¢ 4,06 b
Urutai - GO 113,64 d 430 a
Urutai - GO 114,43 d 391d
Urutai - GO 111,92d 3,78 ¢
Urutai - GO 98,26 h 339¢
Urutai - GO 99,53 h 3,28 h
Urutai - GO 51,25 1,591
Uberlandia-MG 59,95 ; 1,20 h
Urutai - GO 128,72 a 450a
Edeia-GO 75,73 1 2,48 h
Uberlandia-MG 98,22 h 335¢g
Uberlandia-MG 99,51 h 3,27h
Uberlandia-MG 98,36 h 339 ¢
Uberlandia-MG 98,16 h 339¢g
Uberlandia-MG 99,53 h 3,28 h
Shapiro-Wilk 0,96226™ 0,96985™
(Normalidade)
Bartlett (Homogeneidade) 74,17 81,79™
Valor Fie32 86,9710** 65,579%*
Coeficiente de Variacao 26,01181 33,94579
(%)
Valor de Friedman 43,9739%** 42,8214

*M¢édias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste Tukey a 5%
de probabilidade; coeficientes marcados em negritos representam os testes que os testes

de médias foram implementados.

73



Observar-se variagdo significativa quanto ao crescimento micelial dos isolados o
que pode ser fruto da exposicao de alguns isolados ao fungicida anteriormente devido
ao manejo cultural utilizado ainda em campo, fato semelhante foi observado por
Fernandes et al. (2001) utilizando isolados de C. gloesporioides onde demonstraram
maior ou menor sensibilidade em fun¢do da exposi¢do ao manejo utilizado em cada
regido.

Quando se analisa as doses em relagdo a area abaixo da curva de progresso do
crescimento micelial notasse que a dose que apresentou maior crescimento micelial foi
a dose Oppm e menor a dose 100 ppm. A dose 0 ppm apresentou a maior taxa de
crescimento micelial didrio com um crescimento de 4,86% por dia, ja a dose 100 ppm

apresentou a menor taxa com um crescimento de 2,78% por dia (Tabela 10).

Tabela 10. Area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial e taxa de
crescimento micelial didrio da mistura de fungicidas (piraclostrobina + fluxapiroxade)
em relacdo a concentragao utilizada.

Doses AACPCM TCM (% dia™!)
0 133,64 a 4,86 a
0,1 103,86 b 3,46 ¢

1 104,46 b 3,66 b

10 90,70 ¢ 3,12d
100 79,67 d 2,78 e
Shapiro-Wilk

(Normalidade) 0,8594" 0,8775™
Bartlett (Homogeneidade) 19,103™ 27,362"
Valor Fa3 1,6410%** 1,597e-07**
Coeficiente de Variagao

(%) 34,53 32,05
Valor de Friedman 11,4667** 12,0000

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste Tukey a 5%;
coeficientes marcados em negritos representam os testes que os testes de médias foram
implementados.

O aumento progressivo da dose promoveu redugdes no crescimento micelial o
que demonstra a eficiéncia do fungicida no controle dos isolados, Silva (2017) relatou
resultados semelhantes na inibicao de C. gloesporioides onde ao realizar o aumento da
dose de fungicida ocorreu um aumento na inibicdo do crescimento micelial dos
isolados.

Na mistura piraclostrobina + fluxapiroxade os isolados que apresentaram
respectivamente, maior crescimento micelial foram os isolados Urutai-GO, Brasilia-DF

e Passo Fundo-RS (0,1 ppm), Uberlandia-MG, Urutai-GO e Edeia-GO (1 ppm),
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isolados de Uberlandia-MG e Edeia-GO (10 ppm) e Uberlandia-MG, Urutai-GO e
Edeia-GO (100 ppm) (Tabela 11).

Tabela 11. Porcentagem de inibicdo em diferentes concentragdes da mistura de
fungicidas (piraclostrobina + fluxapiroxade), dosagem letal capaz de inibir o
crescimento micelial em 50 % e grupos de reacdo da sensibilidade.

Isolados 0,1 ppm 1 ppm 10 ppm 100 ppm DL50 (mg Sensibilidade
L
Passo Fundo-RS 3,69¢ 3,08 ¢ 3,70 f 44,29 ¢ 47526 a Intermediaria
Passo Fundo - RS 3,96d 337f 4,15¢ 42,75 ¢ 1580,49 ¢ Intermediaria
Passo Fundo-RS 3/43e¢ 4290 4,37d 48,62 ¢ 972,03 a Insensivel
Passo Fundo -RS 3,37 ¢ 341 e 3,71 ¢ 4535 ¢ 78,42 b Sensivel
Brasilia - DF 456 ¢ 2,87 ¢g 3,83 ¢ 35,53 ¢ 50,30 b Sensivel
Brasilia - DF 423 ¢ 3,57 ¢ 401 e 45,28 ¢ 349,73 a Intermediaria
Brasilia - DF 3,62¢ 3,04 ¢g 3,80 e 45,60 ¢ 41,55 Sensivel
Brasilia - DF 492a 3,30 f 372¢ 4520 ¢ 13,09 b Sensivel
Urutai - GO 3,73d 3,28 f 429 ¢ 44,61 ¢ 269,40 a Sensivel
Urutai - GO 3,74 d 329 f 430 ¢ 44,62 ¢ 269,41 a Sensivel
Urutai - GO 445 ¢ 3,81d 3,61 f 64,36 b 2046,36 b  Intermediaria
Urutai - GO 393d 326 ¢ 3,63 f 42,24 ¢ 842,72 b Sensivel
Urutai - GO 427 ¢ 331f 401 e 44,45 ¢ 134,88 b Intermediaria
Urutai - GO 4,70 b 401D 397e¢ 55,13 ¢ 441,30 a Sensivel
Urutai - GO 14,29 a 15,28 a 7,14 b 100,00a 27,08 b Sensivel
Uberlandia-MG 3,64 ¢ 16,67 a 15,38 a 85,25a 5193,74b  Sensivel
Urutai - GO 3,39¢ 2,7h 3,66 f 94,01 a 1883,82 a  Insensivel
Edeia-GO 3,23 f 14,29 a 13,33 a 10,37 ¢ 237,14 b Sensivel
Uberlandia-MG 4,72 b 4,03b 3,99¢ 51,50 ¢ 443,30 a Sensivel
Uberlandia-MG 14,31 a 15,30 a 7,16 b 100,00 a 27,10 b Sensivel
Uberlandia-MG 3,66 ¢ 16,69 a 15,40 a 55,42 ¢ 5193,72b  Sensivel
Uberlandia-MG 3,37 e 2,68 h 3,64 f 4501 ¢ 1883,80 a  Insensivel
Uberlandia-MG 3,30 f 14,27 a 13,31 a 70,35 b 237,12 b Sensivel
Shapiro-Wilk 0,96074 0,80456 0,85824 0,68686 0,49094
(Normalidade)
Bartlett
(Homogeneidade) 32,955 45,827 33,762 53,698 71,43
Valor Fa g 73,2994%%%  146,5007*** 195,3292%** 692 0756*** (0,4915
Coeficiente de -
Variagio (%) 11,370 12,39 8,21 28,67 718,35860
Valor de 34,60328  38,60213 31,19012 31,47037 16,14385
Friedman

*Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste Tukey a
P~0,05; coeficientes marcados em negritos representam os testes que os testes de
médias foram implementados.

A piraclostrobina e o fluxapiroxade sdo uma estrobilurina e uma carboxamida,

respectivamente, que sao considerados com alto risco de desenvolver resisténcia

(FRAC, 2017; Pereira et al. 2009). Devido a estarem entre os principais ingredientes

ativos utilizados e a ndo demandar elevado nimero de mutagdes para adquirir

resisténcia. Sendo assim enfatiza-se a importancia de variar os métodos de controle,

mantendo-se alerta as mudancas de sensibilidade (Silva et al. 2015).
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Notasse ao analisar os isolados em diferentes doses que alguns obtiveram indices
altos e baixos mesmo alterando a dose como ¢ possivel observar nos isolados
Uberlandia-MG, Urutai-GO e Edeia-GO que se destacaram com altos indices de
crescimento em ao menos trés dosagens inclusive na maior dose representada por 100
ppm, enquanto os isolados de Urutai-GO apresentaram menores indices de crescimentos
em ao menos 3 dosagens com destaque para o isolado Urutai-GO que se manteve entre
os isolados de menor crescimento em todas as dosagens utilizadas (Tabela 11).

Isolados com baixa sensibilidade aos ingredientes ativos testados representam
grande risco de resisténcia, Ishi et al. (2016) encontrou isolados de C. truncatum com
baixa sensibilidade a fluxapiroxade devido a grande utilizacdo do ingrediente ativo no
manejo de Phakopsora pachyrhizi e Rhizoctonia solani na regido.

Com base nas médias de DL50 os isolados com maiores taxas de DL50 foram os
isolados de Uberlandia-MG, URutai-GO e Passo Fundo-RS e menores foram os
isolados de Brasilia-DF e Urutai-GO. Ao realizar a analise de DL50 dos isolados
observou-se que os isolados que apresentaram menores e maiores indices de
sensibilidade foram respectivamente Uberlandia-MG (Sensivel), Urutai-GO (Sensivel),
Urutai-GO (Sensivel) e Passo Fundo-RS (Sensivel) e Brasilia-DF (Insensivel), Urutai-
GO (Insensivel), Brasilia-DF (Insensivel) e Passo Fundo-RS (Insensivel) (Tabela 11).

3.4 Sensibilidade de isolados de C. truncatum oriundos de soja a trifloxistrobina +
protioconazol / Piraclostrobina + Fluxapiroxade / Piraclostrobina + Fluxapiroxade

+ Epoxiconazol.

A area a baixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM) identificou
que os isolados mais insensiveis a mistura de trifloxistrobina+protioconazol foram os
1solados de Urutai-GO, enquanto que para a mistura de piraclostrobina + fluxapiroxade
foi representado pelos isolados Urutai-GO e Passo Fundo-RS, e para piraclostrobina +
fluxapiroxade + epoxiconazol os maiores valores foram os isolados Passo Fundo-RS,
Brasilia-DF e Urutai-GO. E possivel analisar que os isolados de Urutai-GO sio
insensiveis tanto a trifloxistrobina + protioconazol e piraclostrobina + fluxapiroxade.
Enquanto que para piraclostrobina + fluxapiroxade + epoxiconazol nenhum isolado foi
insensivel aos demais fungicidas.

E importante perceber que isso pode ter ocorrido devido o modo de acdo

semelhante de alguns destes fungicidas. Segundo a FRAC (2019) a piraclostrobina e
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trifloxistrobina vém do grupo das estrobilurinas que sdo inibidores de respira¢do no
complexo 3, citocromo bcl (fungicidas Qol, cédigo FRAC 11). Enquanto que a
epoxiconazol e protioconazol sdo triazois, ou seja, sao inibidores da sintese de
ergosterol (fungicidas DMI, codigo FRAC 03). E por ultimo o fluxapiroxade do grupo
das carboxamidas, inibidores de respiragdo no complexo 2, dehydrogenase succinato
(fungicidas SDHI, c6digo FRAC 07).

Ja os isolados sensiveis a trifloxistrobina+protioconazol foi representado pelos
isolados Passo Fundo-RS, Urutai-GO e Uberlandia-MG, enquanto que para
piraclostrobina + fluxapiroxade foram os isolados de Urutai-GO, Uberlandia-MG e
Edeia-GO e por fim os isolados sensiveis a piraclostrobina + fluxapiroxade +
epoxiconazol foram representados pelos isolados Urutai-GO, Edeia-GO e Uberlandia-
MG. Desta forma percebe-se que o isolado de Urutai-GO ¢ comum para ambos o0s
fungicidas.

Em relacdo a taxa de crescimento micelial diario é possivel analisar que para
trifloxistrobina+protioconazol os isolados de Urutai-GO e Brasilia-DF, apresentaram as
maiores médias, para piraclostrobina + fluxapiroxade os dados maiores foram os
isolados de Urutai-GO e os de d Passo Fundo-RS, enquanto que para piraclostrobina +
fluxapiroxade + epoxiconazol foram os isolados Brasilia-DF, Passo Fundo-RS e Urutai-
GO. Deste modo percebemos que o isolado de Urutai-GO ¢ comum aos dois primeiros
fungicidas e o isolado de Brasilia-DF ¢ comum a trifloxistrobinatprotioconazol e
piraclostrobina + fluxapiroxade + epoxiconazol. Isto deve ocorrer devido aos fungicidas
serem representados pelos menos grupos quimicos o que deve conferir tanto a
resisténcia como a suscetibilidade de gendtipos aos fungicidas comercias.

As menores TCM foram para os isolados de Passo Fundo-RS, Urutai-GO,
Uberlandia-MG e Brasilia-DF a trifloxistrobina + protioconazol, foram os isolados
Uberlandia-MG, Urutai-GO, Edeia-GO, e Passo Fundo-RS a piraclostrobina +
fluxapiroxade, e por fim os isolados de Edeia-GO, Urutai-Go e Uberlandia-MG a
piraclostrobina + fluxapiroxade + epoxiconazol. Onde o isolado de Urutai-GO, foi
novamente comum a todos os fungicidas estudados, confirmando que este ¢ sensivel a
ambos fungicidas.

Segundo a FRAC (2019), o gerenciamento correto de manejo de controle € um
componente critico para retardar o desenvolvimento de populagdes resistentes, pela

pressdo de sele¢do exercida pela aplicagdo dos fungicidas, como manejo neste sentido
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tem a rotacdo de modo de acdo e a utilizacdo de fungicidas com misturas de grupos
quimicos.

Quando analisou as doses em relacdo a area abaixo da curva de progresso do
crescimento micelial notasse que a dose que apresentou maior crescimento micelial foi
a dose 0 ppm e menor dose 100 ppm para ambas as misturas de fungicidas estudadas.
Este comportamento ¢ justificado pelo fato que, o aumento progressivo da dose
promove reducdes no crescimento micelial, demonstrando a eficiéncia dos fungicidas
no controle dos isolados. Silva (2017) observou que o aumento da dose dos fungicidas
diminui o crescimento micelial e germinagdo dos esporos, apontando o fator de
eficiéncia dos fungicidas.

Ao realizar a analise de DL50 dos isolados observou-se que os isolados que
apresentaram destaque nos indices de sensibilidade foram os isolados de Passo Fundo-
RS (Sensivel), Edeia-GO (Sensivel) e Urutai-GO (Sensivel) e Urutai-GO
(Intermediario), Passo Fundo-RS (Insensivel) e Urutai-GO (Insensivel) para a mistura
de trifloxistrobina + protioconazol. J4 para piraclostrobina + fluxapiroxade foram
destacados Uberlandia-MG (Sensivel), Urutai-GO (Sensivel), Urutai-GO (Sensivel),
Passo Fundo-RS (Sensivel) e Brasilia-DF (Insensivel), Urutai-GO (Insensivel), Brasilia-
DF (Insensivel) e Brasilia-DF (Insensivel). Enquanto que para a mistura piraclostrobina
+ fluxapiroxade + epoxiconazol foi destacado os isolados de Passo Fundo-RS
(Sensivel), Urutai-GO (Sensivel) Urutai-GO (Sensivel), Passo Fundo-RS (Sensivel) e
Brasilia-DF (Insensivel), Passo Fundo-RS (Insensivel), Urutai-GO (Insensivel) e Edeia-
GO (Insensivel).

Analisando o resultado da situacdo das DL50 dos isolados, ¢ possivel verificar
que existem, isolados que sdo comuns a mais de um fungicida possuindo a mesma
classificagdo (como exemplo o isolado Brasilia-DF). J4 em outros casos, temos isolados
considerados sensiveis a um fungicida comercial e insensivel a outro. Como ¢ o caso do
isolado de Passo Fundo-RS, que ¢ insensivel a trifloxistrobina + protioconazol, e sensivel
a piraclostrobina + fluxapiroxade + epoxiconazol. Demonstrando assim, a variabilidade
existente de sensibilidade de isolados de Colletotrichum truncatum a diversos

fungicidas.

4 CONCLUSOES
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1 - O aumento progressivo das doses promove reducdes no crescimento micelial,
demonstrando a eficiéncia dos fungicidas no controle dos isolados.

2 - O isolado de Urutai-GO foi confirmado tanto pela area abaixo da curva de progresso
do crescimento micelial quanto pela taxa de crescimento micelial, como sensivel a todos
os fungicidas estudados apresentando as menores medias.

3 - Para a mistura trifloxistrobina + protioconazol o isolado de Uurtai-GO, foi o isolado
considerado mais insensivel, para a mistura piraclostrobina + fluxapiroxade o isolado
mais insensivel foi também o isolado Urutai-GO, e para a mistura piraclostrobina +
fluxapiroxade + epoxiconazol o isolado considerado mais insensivel foi de Passo
Fundo-RS.

4 - Pode verificar a grande variabilidade de sensibilidade de isolados Collefotrichum
truncatum apresentam perante as diferentes moléculas utilizadas comercialmente para
seu controle. E a importancia de deteccdo de populagdes resistentes, que auxilia na
implementagdo de estratégias de manejo.

5 - Outro (s) mecanismo (s) além da modifica¢do do alvo-local do fungicida pode ser
responsavel pela sensibilidade diferencial das espécies de Colletotrichum aos fungicidas

ISDH.
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