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DA SILVA, H. P. Métodos de monitoramento da sensibilidade de Corynespora
cassiicola a fungicidas inibidores da succinato desidrogenase. Dissertacdo de
mestrado em Agronomia — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR, Brasil,
2020.

RESUMO

O fungo Corynespora cassiicola causa a mancha-alvo na cultura da soja. A incidéncia
dessa doenca na cultura tem aumentado nas ultimas safras em razdo do aumento da
semeadura de cultivares suscetiveis, da utilizagdo de culturas hospedeiras do fungo
em sucessdo a soja, como o algoddo e a crotalaria, e da menor
sensibilidade/resisténcia do fungo a fungicidas. Isolados do fungo com mutacdes de
ponto que conferem menor sensibilidade a fungicidas ja foram relatados para metil
benzimidazol carbamato (MBC), inibidores da quinona externa (IQe) e inibidores da
succinato desidrogenase (ISDH). O presente trabalho teve como objetivo determinar
a concentracdo efetiva para controle de 50% (CES50) da populacédo de C. cassiicola
utilizando duas metodologias: microtitulacéo colorimética e crescimento radial micelial.
Foram utilizados 53 isolados de C. cassiicola obtidos de foliolos de soja nos anos de
2018 (51), 2014 (1) e 2016 (1) e dois isolados de colecao de 1997 (1) e 1998 (1), num
total de 55 isolados. Os isolados foram cultivados em meio de cultura batata, dextrose
e agar (BDA). Para o método da microtitulacdo, esporos foram diluidos em meio de
cultura YBA e adicionados as solu¢es dos fungicidas bixafen e fluxapiroxade nas
concentracées de zero; 0,0125; 0,05; 0,2; 0,8; 20; 40 e 100 pg mL* em microplacas
contendo 96 pocos. Os valores da concentracdo efetiva para inibir 50% do
crescimento do fungo (CE50) foram estimados a partir de leituras de absorbancia a
540 nm. A partir do resultado da microtitulacdo foram selecionados 20 isolados com
diferentes padrées de sensibilidade para a comparacdo com o método de inibicdo de
crescimento micelial. Os 20 isolados de C. cassiicola foram cultivados em meio de
cultura (BDA) com os fungicidas bixafen e fluxapiroxade nas doses de 0; 0,5; 1; 2; 4;
8; 16; 32 e 64 ug mL1. Apds dez dias de incubacéo das placas foi realizada medicGes
do crescimento micelial para estimativa da CE50. Os valores de CE50 pelo método
de microtitulacdo colorimétrica variaram de 0,02 uyg mL* a 37,80 ug mL™! para bixafen
e 0,18 pyg mL? a 44,40 ug mL?! para fluxapiroxade. Quando os 20 isolados
selecionados foram avaliados pelo metodo de inibicdo de crescimento micelial o maior
valor de CE50 foi de 4 ug mL* para bixafen e 1,30 ug mL* para fluxapiroxade. Houve
baixa correlacdo entre os métodos na discriminacao de isolados menos sensiveis aos
fungicidas avaliados. Os valores obtidos para CE50 utilizando a metodologia de
microtitulacdo colorimétrica indicou a ocorréncia de isolados de Corynespora
cassiicola com menor sensibilidade aos fungicidas bixafen e fluxapiroxade, porém, os
mesmos isolados foram sensiveis utilizando a metodologia de inibicdo de crescimento
micelial.

Palavras-chave: Controle quimico. Mancha-alvo. Carboxamida. Resisténcia.
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DA SILVA, H. P. Methods for monitoring the sensitivity of Corynespora cassiicola
to succinate dehydrogenase inhibitor fungicides. Master thesis in Agronomy -
State University of Londrina, Londrina, PR, Brazil, 2020.

ABSTRACT

The fungus Corynespora cassiicola causes the target spot in the soybean crop. The
incidence of this disease in the crop has been increased in the last crop seasons due
to the increase in the sowing of susceptible cultivars, the use of host crops of the fungus
in succession to soybeans, such as cotton and crotalaria, and the lower sensitivity/
resistance of the fungus to fungicides. Isolates of the fungus with point mutations that
confer less sensitivity to fungicides have been reported for methyl benzimidazole
carbamate (MBC), quinone outside inhibitors (Qol) and succinate dehydrogenase
inhibitors (ISDH). The present work aimed to determine the effective concentration to
control 50% (EC50) of the population of C. cassiicola using two methodologies:
microtiter colorimetric and mycelial radial growth. Fifty-three isolates of C. cassiicola
obtained from soybean leaflets in the years of 2018 (51), 2014 (1), and 2016 (1), and
two isolates from collection from 1997 (1), and 1998 (1) were used, in a total of 55
isolates. The isolates were grown in potato, dextrose and agar (PDA). For the microtiter
method, spores were diluted in Yeast Bacto Acetato culture medium and the solutions
of the fungicides bixafen and fluxapyroxad were added at 0; 0.0125; 0.05; 0.2; 0.8; 20;
40 and 100 pg mL* concentrations in microplates containing 96 wells. The EC50
values were estimated by absorbance readings at 540 nm. From the microtiter result,
20 isolates with different sensitivity patterns were selected for comparison with the
mycelial growth inhibition method. The 20 isolates of C. cassiicola were grown in
culture medium (BDA) amended with the fungicides at doses of 0; 0.5; 1; 2; 4; 8; 16;
32 and 64 pug mL. After ten days of incubation, measurements of mycelial growth
were performed to estimate the EC50. The EC50 values by the colorimetric microtiter
method ranged from 0.02 uyg mL* to 37.80 ug mL™* for bixafen and 0.18 uyg mL* to
44.40 ug mL* for fluxapyroxad. When the 20 selected isolates were evaluated by the
mycelial growth inhibition method, the highest EC50 value was 4 uyg mL* for bixafen
and 1.30 pug mL* for fluxapyroxade. The EC50 values obtained using the microtiter
methodology indicated the occurrence of Corynespora cassiicola isolates with less
sensitivity to the fungicides bixafen and fluxapyroxade, however, the same isolates
were sensitive using the mycelial growth inhibition methodology.

Keywords: Chemical control. Target spot. Carboxamide. Resistance.
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1. INTRODUCAO

As doencas que incidem na cultura da soja séo fatores limitantes na obtencéo
de altas produtividades. Na cultura da soja, no Brasil, sédo relatadas doencgas causadas
por fungos, bactérias, virus e nematoides. A mancha-alvo da soja causado pelo fungo
Corynespora cassiicola Berk. & M.A. Curtis C.T., tem apresentado maior incidéncia na
cultura nas dltimas safras, na maioria das regides produtoras no Brasil
(TECNOLOGIAS, 2013).

Os sintomas dessa doencga podem ser observados nas folhas, no caule, nas
vagens, nas sementes, no hipocaétilo e nas raizes. Os sintomas tipicos sao observados
nas folhas, com pontuacdes escuras envoltas por halo amarelado e, com a evolucao,
as manchas tornam-se circulares de coloracdo castanho-escura (GODOY et al.,
2016).

As perdas ocasionadas por essa doenca variam bastante com a cultivar. Em
uma meta-analise com 41 experimentos realizados entre os anos de 2012 a 2016, em
diferentes regifes produtoras do Brasil, com cultivares suscetiveis, foram observadas
perdas variando entre 8% a 40,5% (MOLINA et al., 2019).

Além da soja, este patdgeno pode infectar mais de 400 espécies de plantas
(FARR; ROSSMAN, 2019), entre elas algumas importantes culturas como o algodéao,
0 mamao, o tomate, a seringueira, e diversas plantas daninhas. Apesar dos resultados
de testes de inoculacgdes cruzadas mostrarem que alguns isolados sdo mais severos
em seus hospedeiro de origem, sendo mais seletivos, por outro lado, isolados obtidos
de soja e de algodao no Brasil infectam ambas as culturas (GALBIERI et al., 2014).
Além de infectar uma ampla gama de hospedeiros, C. cassiicola pode sobreviver em
sementes infectadas, restos de cultura e formar estruturas de sobrevivéncia,
chamadas clamiddsporos (OLIVEIRA et al., 2012).

O controle recomendado para este patébgeno na cultura da soja é o uso de
cultivares resistentes, a rotacdo de culturas com milho e espécies de gramineas e o
controle quimico com fungicidas em cultivares suscetiveis (TECNOLOGIAS, 2013).

Com a introducédo do fungo Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd. em 2001,
causador da ferrugem-asiatica na cultura da soja, tornou-se frequente as
pulverizagcdes de fungicidas na cultura, aumentando a pressdo de selecdo de
resisténcia sobre todos os fungos (TECNOLOGIAS, 2013).

Fungicidas dos grupos quimicos Metil Benzimidazol Carbamato (MBC),
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Inibidores da Desmetilacdo (IDM) e Inibidores da Quinona externa (IQe) foram os
primeiros utilizados na cultura da soja, isoladamente ou em mistura. Desde a safra
2013/14, fungicidas Inibidores da Succinato Desidrogenase (ISDH) tem sido utilizados
no controle da ferrugem-asiatica da soja, sendo fluxapiroxade o primeiro ingrediente
ativo registrado desse grupo registrado no Brasil (AGROFIT, 2019).

Fungicidas ISDH desempenham um importante papel na protecdo do plantas
contra muitos géneros de fungos. Essas moléculas se ligam a ubiquinona, local de
ligagdo (sitio-Q) do complexo mitocondrial Il, inibindo a respiragdo dos fungos e ndo
apresentam resisténcia cruzada com outras classes quimicas (AVENOT et al., 2008).
Por serem fungicidas com modo de ac¢éo especificos, o uso frequente pode causar a
selecdo de resisténcia a populacédo de patdégenos no campo (DEKKER,1987).

Resultados de meta-analise conduzido com experimentos realizados entre
2012 e 2016 no Brasil, mostraram maior eficiéncia de controle da mancha-alvo para
os fungicidas contendo fluxapiroxade (ISDH) + piraclostrobina (IQe) (76,2%) e
epoxiconazole (DMI) + fluxapiroxade (ISDH) + piraclostrobina (1Qe) (75,7%) (MOLINA
et al., 2019).

Uma das causas do aumento de incidéncia de C. cassiicola na cultura da soja
€ 0 aumento da semeadura de cultivares suscetiveis a essa doenca e a menor
sensibilidade/resisténcia do fungo a fungicidas MBC e IQe (XAVIER et al., 2013;
TERAMOTO et al., 2017; FRAC, 2019). Isolados de C. cassiicola com resisténcia a
ISDH também foram relatados na Ameérica do Sul. A andlise molecular de isolados
confirmou a presenca de mutacdes no sitio alvo B-H278Y e C-N75S em isolados com
sensibilidade reduzida. Esses isolados foram detectados no Mato Grosso e no Rio
Grande do Sul e na Bolivia. Isolados analisados de Goias, Minas Gerais e Parana
foram sensiveis (FRAC, 2019).

Quando ocorre menor eficiéncia de um fungicida no campo, h& necessidade da
comprovacédo da sensibilidade do fungo em laboratério. O fato dos fungicidas estarem
formulados em misturas com dois e trés modos de acéo dificulta muitas vezes no
campo a avaliacdo da sensibildiade. No laboratorio, os bioensaios devem estar
relacionados as respostas de sensibilidade no campo, devem ser confiavel e repetivel
e 0 mais simples possivel de operar em termos de tecnologia e habilidades do usuério.
Outra necessidade da metodologia € ser o0 mais barato possivel de operar e capaz

de um alto rendimento em pouco tempo (RUSSEL, 2004).
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Com base nestas informac0des, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
a sensibilidade de isolados de C. cassiicola obtidos de folhas de soja em diferentes
regibes produtoras utilizando dois diferentes métodos de monitoramento
(microtitulagd@o colorimétrica e inibicdo de crescimento micelial) aos fungicidas ISDH,
bixafen e fluxapiroxade.

A dissertacdo sera apresentada na forma de artigo cientifico, a saber:
Artigo: Métodos de monitoramento da sensibilidade de Corynespora cassiicola a

fungicidas inibidores da succinato desidrogenase.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. IMPORTANCIA DA SOJA

A soja, Glycine max (L.) Merr., é uma planta de ciclo anual, originaria da China,
uma das mais importantes leguminosas cultivadas no mundo. No Brasil sua expansao
vem ocorrendo desde a década de 70, com o interesse da industria de 6leo e a
demanda do mercado internacional por proteina vegetal (BOREM,1999).

Atualmente, a soja é cultivada em diversas regides do pais, motivadas pelo
preco de mercado, e é o quarto grdo mais produzido mundialmente sendo o primeiro
no Brasil. E considerada fonte de proteina e 6leo vegetal mais importante, em funcéo
da sua qualidade e baixo custo de producdo (TECNOLOGIAS, 2013).

A é&rea estimada de producao no Brasil € de 35,8 milhGes de ha, semeados na
safra 2018/19. A estimativa de producéo nacional na safra de 2018/19 foi de 115,01
milhdes de toneladas, contra 119,28 milhdes na safra 2017/18, representando uma
reducdo de 3,7% em decorréncias das condi¢des climéticas adversas que ocorreu em
varias regides produtoras (CONAB, 2019).

As doencgas que ocorrem na cultura assumem papel importante na definicdo de
produtividade. Perdas anuais de producéo por doencas sdo estimadas em cerca de
20%. Aproximadamente 40 doencas causadas por fungos, bactérias, virus e
nematoides ja foram identificadas. Esse nUmero cresce com a expansao da cultura
para novas areas e como consequéncia da monocultura intensiva (TECNOLOGIAS,
2013).

2.1.1. MANCHA-ALVO

A mancha-alvo é uma doenca causada pelo fungo Corynespora cassiicola
(Berk. & M. A. Curtis) C. T. Wei, encontrada praticamente em todas as regioes
produtoras de soja, tendo maior importancia no cerrado brasileiro (SOARES et al.,
2009). O fungo C. cassiicola pertence ao filo Ascomycota, classe Dothiomycetes,
ordem Pleosporales (SCHOCH et al., 2009). O fungo é capaz de infectar mais de 400
espécies de plantas de 380 géneros diferentes (DIXON et al., 2009), sendo que muitas
dessas espécies apresentam grande importancia econdmica, com destaque para:
seringueira, soja, algodao, pepino, feijao, eucalipto, tomate, café (SILVA et al., 1995;
DIXON et al., 2009; SOUZA et al., 2009; FARR; ROSSMAN, 2019).
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O primeiro relato deste fungo na cultura da soja nos Estados Unidos foi em
1945 (OLIVE et al., 1945). Ja no Brasil sua ocorréncia foi relatada na cultura da soja
por Yorinori no Estado do Parané e por Almeida no Estado de Sdo Paulo, em 1976
(ALMEIDA et al., 1976).

Os sintomas podem ser observados nas folhas, no caule, nas vagens, nas
sementes, no hipocétilo e nas raizes. Sua ocorréncia nas folhas inicia-se com
pontuagcbes castanho-avermelhada, envolto por halo amarelado, que evolui para
grandes manchas circulares. Geralmente, as manchas apresentam uma pontuacao
escura no centro, semelhante a um alvo. Plantas severamente infectadas desfolham
precocemente. Manchas pardo-avermelhadas podem ser observadas na haste e nas
vagens. A infeccédo é favorecida por alta umidade relativa. Infeccdo em folhas, vagens
e hastes, geralmente ndo estdo associadas com a correspondente podridao de raiz
(GODOQY et al., 2016).

Essa doenca pode ocorrer em qualquer fase do estadio fenologico da soja. Sua
incidéncia é favorecida por alta umidade e uma vez os conidios depositados sobre a
face da folha, aguardam temperatura 6tima de 22 a 30°C (MULITERNO DE MELO,
2009). Para que ocorra a infeccdo na folha, a umidade relativa do ar deve estar em
80% aproximadamente, sendo o déficit hidrico um inibidor do crescimento deste
patégeno (SNOW; BERGGREN, 1989).

O fungo C. cassiicola sobrevive em restos culturais de soja por até dois anos,
atuando como fonte de novas epidemias (ALMEIDA et al., 2001). Este patégeno
também pode sobreviver em plantas voluntarias, sementes de soja, em hospedeiros
alternativos, caules, raizes e na forma de clamidosporos (estrutura de resisténcia)
(SNOW; BERGGREN, 1989; OLIVEIRA et al., 2012). Sua disseminacéo é feita pelo
vento sendo responsavel pelo transporte dos conidios (Figura 2.1). A precipitagdo
também é um dos agentes responsaveis pela disseminacdo, principalmente pela
chuva e respingos de agua de irrigacao por aspersdo (BEDENDO, 1995)

Yorinori (1992) e Snow; Berggren (1989) relataram a existéncia de diferentes
racas de C. cassiicola na cultura da soja, uma delas infectando o hipocétilo, raizes e
caule e a outra infectando folhas, vagens e sementes, causando os sintomas de
mancha. Ambas as racas diferem morfologicamente umas das outras.

Uma vez dentro da planta hospedeira, o fungo pode liberar cassiicolina, uma

toxina que mata os tecidos adjacentes ao local da infec¢do. O patdégeno coloniza e se



16

reproduz sobre os tecidos necroticos. Varias espécies de plantas, incluindo a soja,
apresentam sintomas semelhantes se forem provenientes de inoculacdes de conidios
ou por injecdo da toxina purificada. Isso demonstrou que a cassiicolina se comporta
como uma toxina especifica do hospedeiro, compartilhando o mesmo intervalo de
hospedeiros do patégeno de origem (BARTHE et al., 2007). Seis isoformas da
cassiicolina sdo conhecidas (casl, cas2, cas3, cas4, casb e cas6), sendo as isoformas
1, 3, 4 e 5 relatadas apenas em isolados obtidos de seringueira e as isoformas 2 e 6
relatadas em isolados de diferentes hospedeiros, tais como soja e algoddo (DEON et
al., 2014). Em casos raros, € possivel haver dois genes codificando duas isoformas
em um mesmo isolado; no entanto, em muitos isolados, nenhum gene precursor da
cassiicolina é detectavel, sugerindo que outros fatores podem estar envolvidos na
viruléncia de C. cassiicola (DEON et al., 2014).
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Figura 2.1. Ciclo das relacbes patégeno hospedeiro de Corynespora cassiicola em
soja. Danelli et al., (2009) citado por Avozani, (2011).

2.1.2. CONTROLE

As perdas ocasionadas por doencas em plantas de importancia econémica
estdo entre os principais fatores que causam prejuizos aos agricultores. O controle da
maioria das doencas é eficiente somente quando adotado um programa de manejo
integrado adequado (MULITERNO DE MELO, 2009). Para o controle da mancha-alvo
séo recomendadas: o uso de cultivares resistentes, o tratamento de sementes, a
rotacdo/sucessao de culturas com milho e espécies de gramineas e pulverizacdes
com fungicidas em cultivares suscetiveis (HENNING et al., 2005; GODOQY et al., 2016).

Dentre os principais modos de acéo dos fungicidas sitio-especificos utilizados
no controle de doencas na cultura da soja no Brasil, destacam-se os metil
benzimidazol carbamatos (MBC), os inibidores da desmetilacdo (IDM), os inibidores
da quinona externa (IQe) e a partir de 2013, os fungicidas inibidores da succinato
desidrogenase (ISDH) (TECNOLOGIAS, 2013). Fungicidas sitio-especificos séo
ativos contra um Unico ponto da via metabdlica do patdégeno ou contra uma Unica
enzima ou proteina necessaria para o fungo (McGRATH, 2004). Apesar da grande
contribuicdo que os fungicidas sitio-especificos proporcionam no controle de doencas,
seu uso intensivo pode ter como consequéncia a selecao isolados de fungos menos
sensiveis ou resistentes (McGRATH, 2004).

Resultados de meta-analise conduzido com experimentos de campo realizados
entre 2012 e 2016 no Brasil, mostraram maior eficiéncia de controle da mancha-alvo
para os fungicidas contendo fluxapiroxade + piraclostrobina (76,2%) e epoxiconazole
+ fluxapiroxade + piraclostrobina (75,7%) (MOLINA et al., 2019). Eficiéncia
intermediaria foi observada para prothioconazole + trifloxistrobina (66,5%) e menor
para mancozebe (49,6%), azoxistrobina + benzovindoflupir (46,7%) e carbendazim
(32,4%). Na safra 2018/19, na analise de 19 experimentos em diferentes regides
produtoras, as maiores porcentagens de controle foram observadas nos tratamentos
com fluxapiroxade + protioconazol (80%) e bixafen + protioconazol + trifloxistrobina
(79%) seguido de piraclostrobina + epoxiconazol + fluxapiroxade (67%) e

azoxistrobina + tebuconazol + mancozebe (67%) (GODOY et al., 2019).
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2.2 FUNGITOXICIDADE

Fungitoxicidade é atribuida a molécula quimica do fungicida em funcéo de suas
caracteristicas. Um fungo pode apresentar ou ndo sensibilidade a uma determinada
molécula, em funcdo de suas caracteristicas genéticas. Se o fungo apresentar
sensibilidade, consequentemente o fungicida apresentara fungitoxicidade, caso
contrario, o fungo sera considerado insensivel (REIS et al., 2010).

A sensibilidade dos patégenos esta relacionada a forma como o patégeno
responde ao produto fitossanitario ou ingrediente ativo, ndo devendo ser comparado
a palavra insensibilidade como sinbnimo de resisténcia, pois esse termo sugere a
resposta do patdégeno para os quais os fungicidas nunca tiveram efeito (GHINI;
KIMATI, 2000). Desta forma, fungos fitopatogénicos sensiveis a um determinado
fungicida podem passar a apresentar menor sensibilidade ou tornar-se resistentes,
devido a mutacao ou outro mecanismo de variabilidade.

A fungitoxicidade de fungicidas é uma propriedade inerente a uma substancia
quimica e se caracteriza pela toxicidade aos fungos em baixas concentracdes.
Parametros como CE50 (concentracdo efetiva ou eficaz, que promove a inibicdo de
50% do desenvolvimento dos microorganismos), DE (dose efetiva), DL (dose letal),
CL (concentracéo letal), CE (concentracao efetiva), Cl (concentracao inibitéria) ou CMI
(concentracdo minima inibitoria) podem definir a fungitoxicidade de uma substancia
quimica (EDGINGTON et al., 1971; REIS et al., 2010).

2.2.1. METODOS UTILIZADOS PARA AVALIACAO DA FUNGITOXICIDADE

Varios métodos tém sido descritos para avaliacdo da fungitoxicidade de uma
substéncia quimica, tendo como objetivo o estudo da sensibilidade de um fungo a um
determinado fungicida ou ainda o monitoramento da reducédo parcial ou mesmo a
perda dessa sensibilidade (APS, 1947; SHARVELLE, 1961; GEORGOPOULOS,
1982; RUSSEL, 2004). Essas técnicas devem compreender ensaios in vitro ou in vivo,
obedecendo as seguintes caracteristicas: serem seguras, reproduziveis, de simples
operacdo em termos de praticidade e habilidade nas tecnologias utilizadas, de baixo
custo e serem capazes de reproduzir as respostas de sensibilidade obtidas, em
situacOes de campo (RUSSEL, 2004).
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Um dos métodos mais utilizados para medir a sensibilidade de uma populacéo
de patdgenos a fungicida e determinar CE50 é o método de inibicdo do crescimento
micelial da colbénia do fungo em meio de cultura (ICM) (DEKKER, 1987,
GEORGOPOULOS, 1982). No entanto, o método de inbi¢cdo de crescimento micelial
apresenta desvantagens como necessidade de grande volume de meio de cultura,
espaco e tempo para se obter os resultados (DEKKER, 1987). Por outro lado, o
monitoramento da sensibilidade de fungos a fungicidas pode ser realizado através de
ensaios de microtitulagdo colorimétrica. Essa metodologia vem sendo recomendada
pelo FRAC internacional e utilizada em varias pesquisas de monitoramento de
resisténcia (VEGA et al.,, 2012; RAMPERSAD, 2011; STAMMLER et al., 2007,
STAMMLER; SPEAKMAN, 2006). O teste de microtitulagdo colorimétrica permite
medir o aumento da biomassa fangica. Neste método, o fungo é cultivado em pocos
de microplacas e seu crescimento € medido por espectofotometro (BROEKAERTET
al., 1990; LUDWIG; BOLLER, 1990). Esse método possibilita medir a inibicdo total da
biomassa fungica na presenca de fungicida de forma automética e para um grande
namero de isolados simultaneamente, superando as desvantagens do método de
inibicdo de crescimento micelial. O ensaio de microtitulacdo colorimétrica € rapido,
reprodutivel e facil. Essas caracteristicas tornam esse método muito apropriado para
a medicdo rapida e precisa de resisténcia em uma populacao de fungos a fungicidas
(RAPOSO et al., 2015).

2.2.2. TESTES IN VIVO

Ensaios in vivo sdo utilizados em patdgenos biotréficos, devido a sua
incapacidade de crescer em meio de cultura sintéticos, ou seja, onde procedimentos
in vitro ndo estejam compativeis com os objetivos esperados. Esses ensaios também
podem ser utilizados para patégenos necrotroficos, se a utilizagdo de técnicas in vitro
for considerada inapropriada (RUSSEL, 2004).

Algumas metodologias estdo disponiveis e a escolha depende do patdégeno
alvo e das propriedades do fungicida. Essas, normalmente, incluem partes da planta
destacadas (principalmente folhas), discos ou segmentos de folhas depositados sobre
um meio de cultura contendo o fungicida ou em suspenséo sobre uma solugéo do
fungicida, ou, ainda, plantulas inteiras (GHINI; KIMATI, 2000; RUSSEL, 2004).
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Para a ferrugem-asiatica da soja, o método de foliolos destacados é descrito
por Yeh (1983) em seus estudos para diferenciacéo de racas fisioldgicas, sendo sua
eficiéncia comprovada por outros autores (BURDON; MARSHALL, 1981;
BANDYOPADHYAY et al, 2007; TWIZEYIMANA et al., 2007; ZAMBENEDETTI et al.,
2007; LI et al., 2008), assim como sua correlacdo com resultados obtidos em casa de
vegetacado e campo (TWIZEYIMANA et al., 2007).

Outras metodologias séo citadas, independente se o patdégeno é um parasita
obrigatorio ou ndo, contudo, referindo-se somente ao monitoramento do grau de
sensibilidade, como por exemplo: a utilizagcdo de armadilhas méveis para coleta de
esporos, contendo plantas tratadas ou meio de cultura seletivo; placas para
microtitulacdo, onde sé@o colocados esporos do patdégeno e meio de cultura com o
fungicida sendo que, em 46 h, obtém-se resultados por leitura da absorbéncia ou,
ainda, pelo uso de técnicas moleculares para a deteccao de linhagens resistentes, de

baixa frequéncia na populacdo do patégeno (GHINI; KIMATI, 2000).

2.2.3. TESTES IN VITRO

Testes in vitro podem ser direcionados tanto para patdégenos necrotréficos
como para biotréficos, embora, na sua maioria, envolvam os necrotréficos, em funcéo
da possibilidade de cultivo desses fungos em meio de cultura, ficando os biotréficos
restritos a avaliacdo da germinacdo dos esporos (TORGESON,1967;
GEORGOPOULOS, 1982; RUSSEL, 2004). A excecao, dentro dos biotréficos, fica
para Phytophthora infestans (Mont.) de Bary onde testes avaliando crescimento
micelial sdo possiveis em meio de cultura especifico (TORGESON, 1967,
GEORGOPOULOS, 1982; RUSSEL, 2004). Se o patégeno alvo do estudo pode
facilmente ser cultivado em meio de cultura, entdo os testes para a determinacao de
uma curva dose-resposta, para um fungicida, na maioria das vezes, serao
desenvolvidos nessas condigbes. Normalmente, esses testes envolvem a utilizagcéo
de meios de cultura sdlidos, contudo, a utilizacdo de meios liquidos também se torna
possivel, embora com restricdbes. As variaveis quantificadas incluem desde
mensuracao do crescimento micelial, da germinacao de esporos, do comprimento do
tubo germinativo, da morfologia do tubo germinativo ou, até mesmo, do incremento de
turbidez (meio de cultura liquido) (GEORGOPOULOQOS, 1982; RUSSEL, 2004). Testes
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avaliando a fungitoxicidade também podem ser desenvolvidos através da
incorporacao de suspensao de esporos a diferentes concentracdes do fungicida teste.
Essa técnica é limitada a patdgenos que esporulam facilmente e que ndo apresentam
restricdo a germinacdo na auséncia de oxigénio. A tendéncia de agregacdo dos
esporos que se depositam no fundo do local onde é procedido o teste (cavidade de
uma lamina, tubo de ensaio), dificulta a avaliacdo (SHARVELLE, 1961).

2.3. SENSIBILIDADE DE Corynespora cassiicola A FUNGICIDAS

As aplicacbes sequenciais do mesmo fungicida podem levar a selecdo de
populacdes resistentes ou menos sensiveis. REIS et al., (2010) descreve a resisténcia
como qualitativa quando ha modificacdo de um Unico gene do patégeno, resultando
na ineficiéncia do fungicida, mesmo aplicando uma dose maior que a recomendada.
Na resisténcia quantitativa ha interacdo de varios genes menores e se caracteriza por
uma reducéo de eficiéncia do fungicida ao longo do tempo.

A resisténcia cruzada refere-se a resisténcia a dois ou mais ingredientes ativos,
conferidas pelo mesmo fator genético. Existe ainda a resisténcia multipla, onde fatores
genéticos diferentes conferem resisténcia a dois ou mais ingredientes ativos com
mecanismos de acao distintos (GHINI; KIMATI, 2000). O conhecimento da resisténcia
cruzada é importante no desenvolvimento de novos fungicidas e na definicdo de
estratégias antiresisténcia. Se o fungicida em pesquisa apresentar estrutura quimica
ou mecanismo de acdo semelhante a outro que ja apresenta problemas de resisténcia,
provavelmente, ocorrera resisténcia cruzada (GHINI; KIMATI, 2000).

As medidas de controle utilizando produtos fitossanitarios para mancha-alvo da
soja tém sido estudadas através de pesquisa em campo, para verificar a eficiéncia
dos diferentes ingredientes ativos (GODOY et al., 2016). Popula¢des do fungo C.
cassiicola resistentes a fungicidas metil benzimidazol carbamato (XAVIER et al., 2013)
e inibidores da quinona externa (TERAMOTO et al., 2017; MELLO, 2019) tem sido
observada no campo. A mutacdo G143A, que confere resisténcia completa a
fungicidas 1Qe foi detectada em numero significativo de amostras no Brasil em 2015
e 2016 em isolados de C. cassiicola no Mato Grosso, no Mato Grosso do Sul e no
Parana (FRAC, 2019; MELLO, 2019).
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Ao longo dos anos, programas de pesquisa tém mostrado resultados de
eficiéncia de fungicidas para controle da mancha-alvo. Os fungicidas inibidores da
succinato desidrogenase (ISDH) comecaram a ser registrados na cultura da soja em
2013 e sdo importantes na protecdo de plantas contra fitopatégenos. Estas moléculas
ligam-se especificamente a ligacdo da ubiquina sitio (Q-site) do complexo mitocondrial
I, inibindo a respiracdo fungica. Devido ao seu modo Unico e sitio de acdo, ndo ha
relatos de resisténcia cruzada com outras classes quimicas como 1Qe ou MBC e sao
excelentes alternativas para o manejo da resisténcia a fungicidas (AVENOT,;
MICHAILIDES, 2008; LEROUX et al., 2003; STAMMLER et al., 2007; ZHANG et al.,
2007). Os primeiros fungicidas ISDH utilizados foram a carboxinas no final dos anos
60 e tendo como espectro de acdo doencas causadas por basidiomicetos (ZHANG et
al., 2009). Em comparacao com o antigo ISDHs, as novas moléculas como boscalida,
pentiopirad ou fluopiram, atuam com um amplo espectro de atividade fungica em
varias culturas (STAMMLER et al., 2007; YANASE et al., 2007).

Boscalida teve sua liberagdo comercial deferida em 2003, sendo o primeiro
representante dos novos ISDHs. Atualmente registrado como um agente eficaz contra
C. cassiicola, embora a resisténcia das populacées no campo ao boscalida tenha sido
relatada dois anos apos seu registro (MIYAMOTO et al. 2009).

A resisténcia boscalida foi relatada em isolados de Alternaria alternata no pistache
(EUA), Botrytis cinerea na videira e morango, Podosphaera xanthii em cucurbitaceas
e outras espécies em varios paises (AVENOT et al., 2008; MCGRATH, 2008; MIAZZI,
MCGRATH, 2008). No Japdo em 2005, foi registrado comercialmente o boscalida para
o controle do mofo-cinzento e podriddo de esclerotinia em pepino e em 2006, para C.
cassiicola em pepino. No entanto, apés alguns anos de uso deste produto, foram
relatados isolados resistentes em duas cidades na provincia de Ibaraki (MIYAMOTO
et al.,, 2009). Posteriormente, isolados de C. cassiicola resistente ao boscalida se
espalharam por todo Japéao (USHIO; TAKEUCHI, 2009). Esses fungos tem mutagdes
com substituicbes de aminoacidos nas subunidades SdhB ou SdhC (AVENOT,;
MICHAILIDES, 2008).

A perda de sensibilidade de isolados fornece evidéncias de falhas no controle
de doencgas (JUSTUM et al., 1998; RUSSELL, 2004). Essa sensibilidade ao boscalida
foi relatada em varios patogenos (LU et al., 2004; AVENOT; MICHAILIDES, 2008;
STAMMLER et al., 2007; ZHANG et al., 2007; MYRESIOTIS et al., 2008). Ishii e
Nishimura (2007) relataram que a medi¢do do crescimento micelial em boscalida
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utilizando o meio liquido YBA pode avaliar a sensibilidade de C. cassiicola. Programas
de monitoramento de resisténcia a fungicida sédo essenciais para avaliar a eficacia dos
fungicidas e revelar mudancas precoces a sensibilidade dos patégenos a um
fungicida, proporcionando uma oportunidade para modificar as recomendacdes dos
principios ativos.

O estabelecimento da sensibilidade inicial de um patégeno a um fungicida (linha
base) é o primeiro passo para detectar resisténcia (JUSTUM et al., 1998; RUSSEL,
2004). Para C. cassiicola, valores CE50 para o fungicida boscalida foram obtidos
utilizando o método de inibicdo de crescimento micelial para 220 isolados obtidos de
pepino, tomate, berinjela, soja e feijao caupi, coletados em diferentes locais do Japao,
sem uso anterior de fungicida ISDH. Os valores da linha base de sensibilidade
variaram de 0,04 a 0,59 pug mL* (MIYAMOTO et al., 2009). Nao houve diferencas em
sensibilidade ao boscalida de acordo com diferentes hospedeiros ou localizactes
geograficas no Japdo. Baseado nesse trabalho, o critério estabelecido para
classificacdo de isolados a boscalida, utilizando o método de inibicdo de crescimento
micelial em meio YBA foi: sensivel (S, CE50 < 0,59 mg L™), moderadamente
resistente (MR, CE50 = 1,1 — 6,3 mg L), altamente resistente (HR, CE50 = 8,9 — 10,7
mg L™1) e muito resistente (VHR, CE50 > 24,8 mg L™) (MIYAMOTO et al., 2009).

Teramoto et al. (2017) avaliando a CE50 para isolados de C. cassiicola,
isolados de folhas de soja coletadas entre os anos de 1998 a 2013, pelo método de
inibicdo de crescimento micelial em BDA, obteve valores inferiores a primeira dose
avaliada, de 0,16 mg L™, a 1,76 para fluxapiroxade. No trabalho de Teramoto et al.
(2017) alguns isolados da colecdo da Embrapa Soja (MES 312, 317 e 322) coletados
entre 1997 e 2001, apresentarem valores de CE50 acima de 91 mg L. Esses
isolados vém apresentando resultados inconsistentes em outros estudos (MELLO,
2019).

No Brasil, resultados preliminares de ensaios em laboratério mostraram a
presenca de isolados de C. cassiicola de soja com sensibilidade reduzida para os
fungicidas ISDH em populacdes coletadas na safra 2017/2018 (FRAC, 2018). As
mutacgOes sdhB-H278Y e sdhC-N75S que conferem menor sensibilidade do fungo a
fungicidas ISDH foram relatadas pelo FRAC em 2018.
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3. ARTIGO: METODOS DE MONITORAMENTO DA SENSIBILIDADE DE
CORYNESPORA CASSIICOLA A FUNGICIDAS INIBIDORES DA
SUCCINATO DESIDROGENASE

3.1 RESUMO

A mancha-alvo, causado pelo fungo Corynespora cassiicola, pode ser controlada
pela aplicacdo de fungicidas e um dos grupos quimicos mais utilizados
recentemente séo os inibidores da succinato desidrogenase (ISDH). No entanto,
aplicacdes excessivas podem contribuir para a selecdo de populagcbes menos
sensiveis. O presente trabalho teve como objetivo avaliar dois diferentes métodos
de monitoramento da sensibilidade aos fungicidas ISDH, bixafen e fluxapiroxade.
Isolados de C. cassiicola foram obtidos de folhas de soja em diferentes regides
produtoras. Para determinar a concentracéo efetiva para controle de 50% (CE50)
da populacdo de C. cassiicola foi utilizado duas metodologias: microtitulacdo
colorimética e crescimento radial micelial com diferentes doses dos fungicidas. Os
valores de CE50 pelo método de microtitulagdo colorimétrica variou de 0,02 ug
mL?t a 37,80 yg mL?! para bixafen e de 0,18 uyg mL?* a 44,40 uyg mL*? para
fluxapiroxade. Foram selecionados 20 isolados para avaliacdo pelo metodo de
inibicdo de crescimento micelial. O maior valor de CE50 foi de 4 uyg mL* para
bixafen e 1,30 ug mL* para fluxapiroxade. Os valores obtidos para CE50 utilizando
a metodologia de microtitulac@o colorimétrica indicou a ocorréncia de isolados de
C. cassiicola com menor sensibilidade aos fungicidas bixafen e fluxapiroxade,
porém, os mesmos isolados foram sensiveis utilizando a metodologia de inibicdo
de crescimento micelial.

Palavras-chave: Controle quimico. Mancha-alvo. Carboxamida. Resisténcia
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3.2 ABSTRACT

Target spot, caused by the fungus Corynespora cassiicola, can be controlled by
fungicide application which most used chemical group is the succinate
dehydrogenase inhibitors (ISDH). However, excessive applications can contribute
to the selection of less sensitive populations. This study aimed to evaluate two
different methods of sensitivity monitoring to ISDH fungicides, bixafen and
fluxapyroxad. Corynespora cassiicola isolates were obtained from soybean leaves
in different producing regions. To determine the effective concentration to control
50% (EC50) of the population of C. cassiicola, two methodologies were used:
colorimetric microtiter and mycelial radial growth with different doses of fungicides.
The EC50 values by the colorimetric microtiter method ranged from 0.02 ug mL™*
to 37.80 yg mL?! for bixafen and from 0.18 yg mL* to 44.40 ug mL? for
fluxapyroxad. Twenty isolates were selected for evaluation using the mycelial
growth inhibition method. The highest EC50 value was 4 ug mL! for bixafen and
1.30 yg mL* for fluxapyroxad. The values obtained for EC50 using the colorimetric
microtiter methodology indicated the occurrence of C. cassiicola isolates less
sensitive to the fungicides bixafen and fluxapyroxad, however, the same isolates
were sensitive using the mycelial growth inhibition methodology.

Keywords: Chemical control. Target spot. Carboxamide. Resistance.
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3.3 INTRODUCAO

Dentre as doencas que ocorrem na cultura da soja, a mancha-alvo causada
pelo fungo Corynespora cassiicola (Berk & M. A. Curt) C. T. Wei € encontrada em
praticamente todas as regides de cultivo de soja do Brasil. O fungo C. cassiicola pode
sobreviver em restos de cultura e sementes infectadas, sendo essa uma das formas
de disseminacéo (SOARES et al., 2009).

No entanto, com a utilizacdo de cultivares suscetiveis e a menor sensibilidade
do fungo as aplicac6es de fungicidas, as perdas de producdo podem chegar a 50%
(GODOQY et al., 2017). Durante anos, a aplicacdo de grupos de metil benzimidazol
carbamato (MBC), inibidor externo de quinona (Qol), inibidores de desmililagdo (DMI)
e recentemente fungicidas de fungicidas inibidores de desidrogenase (SDHI) tem sido
utilizado para o controle da doenga.

Experimentos tém sido conduzidos, em condigcbes de campo, visando o
controle quimico da mancha-alvo, avaliando a eficiéncia de diferentes fungicidas e
identificando o melhor momento para aplicacdo (MOREIRA et al., 2010). A
preocupacao se deve principalmente pela menor sensibilidade/resisténcia do fungo a
fungicidas MBC e 1Qe (XAVIER et al., 2013; TERAMOTO et al., 2017; FRAC, 2019).
Isolados de C. cassiicola com resisténcia a ISDH também foram relatados na América
do Sul.

Quando ocorre menor eficiéncia de um fungicida no campo, ha necessidade da
comprovacgdo da sensibilidade do fungo em laboratorio. Pardmetros como a EC50
(concentracao efetiva para controlar 50% do crescimento da populacdo em estudo)
definem a fungitoxicidade de uma substancia quimica (SHARVELLE 1961,
EDGINGTON et al., 1971; LOOMIS, 1995; SILVA et al., 2006). Valores da EC50, para
diferentes fungicidas e especificos para C. cassiicola sdo escassos na literatura,
contudo muito Uteis na conducdo de trabalhos de pesquisa e monitoramento da
variacao da sensibilidade de patégenos, principalmente em regides onde a demanda
pelo uso de fungicidas na cultura é intensa (TERAMOTO et al., 2005).

O objetivo do trabalho foi avaliar dois diferentes métodos de monitoramento da
sensibilidade aos fungicidas ISDH, bixafen e fluxapiroxade, em isolados de C.

cassiicola obtidos de folhas de soja obtidos de diferentes regides produtoras.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ORIGEM DOS ISOLADOS E ISOLAMENTO

Os isolados foram coletados de foliolos de soja infectados com C. cassiicola
provenientes de diferentes regides produtoras do Brasil em 2014, 2016 e 2018 (Tabela
4.1).

O isolamento foi realizado de forma indireta de folhas com sintomas tipicos de
mancha-alvo. Fragmentos das margens das lesdes foram retirados e transferidos para
solucado de éalcool etilico 70%, solucdo desinfetante de hipoclorito 0,5% mantendo-os
imersos na solucao por 1 min e depois transferidos para agua destilada esterilizada.
Com o auxilio de uma pinca flambada foram removidos os fragmentos da solucéo e
transferidos para placas contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) (4 g L
! de extrato de batata, 20 g L* de dextrose, 15 g L* 4gar) e mantendo em camara de
crescimento (BOD) + 25 °C por sete dias. Em seguida foi feito a repicagem para uma
nova placa com meio de cultura BDA para purificacdo dos isolados. No total, foram
obtidos 52 isolados de C. cassiicola, coletados em diferentes estados brasileiros e um
isolado do Paraguai durante as safras de 2014, 2016 e 2018. Os isolados 312 (1997)
e 313 (1998) pertencem a micoteca da Embrapa Soja e foram isolados antes do uso
intensivo de fungicidas, sendo utilizados para comparacao entre isolados sensiveis e

resistentes.

Tabela 4.1. Cbdigo de identificacdo dos isolados de Corynespora cassiicola
presentes na Micoteca da Embrapa Soja (CMES), ano e local de coleta. Londrina,
2020.

CODIGO  ANO MUNICIPIO ESTADO
CMES 312 1997 ltiguira MT
CMES 313 1998 Nova Mutum MT
CMES 1474 2014 Sinop MT
CMES 1736 2016 Tangara da Serra MT
CMES 1980 2018 Rio Verde GO
CMES 1984 2018 Maracaju MS
CMES 1985 2018 Maracaju MS
CMES 1986 2018 Maracaju MS

CMES 1988 2018 Campo Novo do Parecis MT
CMES 1991 2018 Campo Novo do Parecis MT
CMES 2000 2018 Campo Novo do Parecis MT
CMES 2002 2018 Campo Mourédo PR
CMES 2004 2018 Bela Vista do Paraiso PR



CMES 2005
CMES 2007
CMES 2011
CMES 2012
CMES 2013
CMES 2014
CMES 2015
CMES 2016
CMES 2017
CMES 2018
CMES 2024
CMES 2025
CMES 2026
CMES 2027
CMES 2029
CMES 2030
CMES 2031
CMES 2032
CMES 2035
CMES 2036
CMES 2037
CMES 2038
CMES 2039
CMES 2040
CMES 2041
CMES 2044
CMES 2045
CMES 2046
CMES 2047
CMES 2053
CMES 2061
CMES 2064
CMES 2066
CMES 2072
CMES 2075
CMES 2078
CMES 2080
CMES 2083
CMES 2084
CMES 2085
CMES 2086
CMES 2088

2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018

Bela Vista do Paraiso
Bela Vista do Paraiso
Lucas do Rio Verde
Lucas do Rio Verde
Primavera do Leste
Primavera do Leste
Primavera do Leste
Primavera do Leste
Primavera do Leste
Primavera do Leste
Primavera do Leste
Primavera do Leste
Primavera do Leste
Primavera do Leste
Deciolandia
Deciolandia
Deciolandia
Deciolandia
Deciolandia

Campo Mouréo
Campo Mouréo
Campo Mouréao
Campo Mouréo
Campo Mouréao
ltambé

Doutor Camargo
Doutor Camargo
Doutor Camargo
Doutor Camargo
Chapadéo do Sul
Hermnandarias*
Santa Fé

Rolandia

Rolandia

Campos Novos Paulista
Londrina

Londrina

Londrina
Rondondpolis

Bela Vista do Paraiso
Bela Vista do Paraiso
Tasso Fragoso

PR
PR
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
MT
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
MS

PR
PR
PR
SP
PR
PR
PR
MT
PR
PR
MA

*Paraguai
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4.2 MICROTITULACAO COLORIMETRICA

Foram utilizados os ingredientes ativos formulados dos fungicidas ISDH
fluxapiroxade (100 g i.a./l) e bixafen (125 g i.a./l), fornecidos pela BASF e Bayer,
respectivamente.

Para medir a sensibilidade de C. cassiicola aos fungicidas ISDH utilizando o
meétodo de microtitulacdo colorimétrica, os isolados de C. cassiicola foram cultivados
em BDA por 10 dias a 25°C, fotoperiodo de 12/12 horas de luz/escuro em BOD. O
micélio dos isolados foram raspados com lamina estéril e adicionado meio liquido
Yeast Bacto Acetato (YBA) (10 g extrato de levedura, 10 g bacto peptona, 20 g de
acetato de sodio pm: 82,03 em 500 mL de agua destilada e autoclavada). Foram
utilizadas microplacas contendo 96 pocos, nas quais foram depositados esporos dos
isolados de C. cassiicola em concentragéo de 10° esporos mL™, ajustados com auxilio
de hemacitbmetro (Figura 4.1).

Foram adicionados os fungicidas fluxapiroxade e bixafen nas concentracdes
de zero; 0,0125; 0,05; 0,2; 0,8; 20; 40 e 100 ug mL™1. Os fungicidas foram previamente
preparados em solucéo estoque com agua estéril na concentragdo de 300 ug mL™,
seguido de diluicdes seriadas até obter as concentracgdes finais.

Para determinar a sensibilidade de cada isolado aos fungicidas por meio do
teste de microtitulagéo colorimétrica, foram adicionados 50 pL da suspensédo de 10°
esporos mL* em cada poco da microplaca, seguido da adicdo de 50 pL das diferentes
concentragdes dos fungicidas, num volume final de 100 pL. As concentragdes foram
distribuidas em linhas (8 concentracdes) e os isolados em colunas, sendo realizadas
4 repeti¢cdes por isolado (4 colunas). Em cada microplaca foi deixada uma testemunha
gue chamamos de branco (YBA + agua destilada autoclavada). As microplacas foram
tampadas e envoltas por filme plastico e colocadas em mesa agitadora a 150 rpm por
uma hora, para possibilitar a mistura dos fungicidas com a suspensao de esporos. As
microplacas foram acondicionadas em camara de crescimento a 25°C, fotoperiodo de
12/12 horas por sete dias. Os experimentos foram repetidos.

Apés 7 dias, a absorbancia foi medida em leitor de microplacas (ASYS,
Eugendorf, Austria) no comprimento de onda de 540 nm. O valor da absorbancia final
calculado pela subtracdo da absorbancia da amostra branco (YBA + fungicida) pela
absorbancia dos isolados.

Para calcular os valores de CE50 para cada isolado foi utilizado o modelo de
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regressao linear probit analisando os valores de dose-resposta de cada isolado.

A descricdo da poténcia e da eficacia do fungicida péde ser demonstrada pela
curva de dose-resposta, onde foram definidos os valores das doses/concentragdes
efetivas (TORGESON, 1967). A posicdo da curva de dose-resposta, no eixo da dose,
representou o indice da poténcia indicando a quantidade para produzir determinado
efeito. O limite superior da curva da dose-resposta indicou a eficacia do fungicida e
referiu-se & resposta maxima que pdde ser provocada por ele. Normalmente, a
eficacia foi o fator mais decisivo para sua escolha (Beckon et al., 2008). Os parametros
do modelo probit e as estimativas das CE50 foram obtidos utilizando o sistema SAS®.
O coeficiente de Pearson foi usado para verificar a qualidade do ajuste (p>0,01).

Foi verificada na andlise estatistica e na analise da curva de dose-resposta
gerada pelo programa a interagdo entre as repeticoes e falta de repetibilidade dos
experimentos. Desta forma, foram analisadas apenas uma das repeticbes para 0s
isolados CMES 1736, 1984, 1985, 1986, 1991, 2002, 2017, 2027, 2036, 2038, 2041,
2045, 2046, 2047, 2061, 2064, 2072, 2078, 2080, 2084.

Isso pode ter ocorrido devido a variagcdo da quantidade des esporos
depositadas nos pocos nas microplacas em razdo da pequena unidade amostral ou
variabilidade do patégeno. Em funcéo da variabilidade obtida na repeticdes foram
selecionados 20 isolados com diferentes classificacfes de CE50 para avaliacédo pelo
metodo de inibicdo de crescimento micelial contendo meio de cultura solido (BDA)
com fungicida.

Os valores de CE50 obtidos pelo método de microtitulacdo colorimétrica foram
relacionados aos valores obtidos pelo metodo de crescimento micelial para os 20

isolados selecionados.
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Figura 4.1. Raspagem dos esporos e microtitulagéo colorimétrica.

4.3 INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL

A partir do resultado do teste de microtitulagéo, foram selecionados 20 isolados
com diferentes CE50 para a comparagdo com o teste de crescimento micelial. A
sensibilidade dos isolados ao bixafen e fluxapiroxade foi estimada com base na
inibicAo do crescimento radial de colonias em meio BDA. Os fungicidas foram
dissolvidos em agua destilada autoclavada para obter solu¢des estoque de 100, 1000
e 10.000 ug mL1. A partir destas solucgdes, foram feitas diluicdes seriadas, resultando
em 0; 0,5; 1; 2; 4; 8;16 e 32 ug mL™2.

Os fungicidas foram incorporados ao meio BDA fundente e o meio de cultura
vertido em placas de Petri (20 mL por placa). Discos de micélio de 6 mm de diametro
de cada um dos isolados de C. cassiicola foram retirados das bordas das colbnias
com aproximadamente 10 dias de idade e transferidos para as placas com meio de
cultura com diferentes concentracdes de fungicida. As placas foram divididas em
quatro subunidades perpendiculares, contendo dois isolados com duas repeti¢coes.

Foram realizadas quatro repeticdes por tratamento, sendo cada placa uma
repeticdo, adotando-se o delineamento experimental inteiramente casualizado. As
placas foram incubadas em BOD por cinco dias, na temperatura de 25°C e regime de
12/12 horas de luz/ escuro. A avaliagdo do crescimento micelial foi realizada por

medicbes do diametro da colénia do fungo em dois eixos perpendiculares e
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posteriormente obtida a média entre os eixos. A area, foi estimada assumindo-se que
0 mesmo possui forma elipsoidal (A=.d1. d2), onde A € a area; 7=3,14; d1=diametro

1 e d2=diametro 2. Esses valores foram aplicados em programa estatistico
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. MICROTITULACAO COLORIMETRICA

Para os isolados coletados em 1997 (CMES 312) e 1998 (CMES 313) os
valores de CE50 foram de 0,02 e 0,11 ug mL™! para bixafen e 0,69 e 0,75 ug mL* para
fluxapiroxade. Por ndo haver uma linha base de sensibilidade estabelecida para a
utilizacdo da microtitulacdo, neste trabalho adotou-se a classificacdo: Sensivel (S)
CE50 <1,0 ug mL*; Moderadamente Resistente (MR), CE50 >1 yg mL* a <10 yg mL"
1 e Altamente Resistente (AR), CE50 210 yg mL™.

A CE50 estimada dos isolados coletados a partir de 2014 variou de 0,03 ug mL-
1'a 37,80 uyg mL? para bixafen e 0,18 uyg mL* a 44,40 uyg mL? para fluxapiroxade
(Tabela 5.1). Para o fungicida bixafen 56,3% dos isolados apresentaram inibicao
abaixo de 1 yg mL* e 16,3% dos isolados cresceram acima de 10 yg mL* (CMES
1736, 1980, 2014, 2024, 2029, 2031, 2035, 2041, 2080). Para o fungicida
fluxapiroxade 52,7% dos isolados apresentaram inibicdo abaixo de 1 uyg mL* e 18,8
% dos isolados cresceram acima de 10 ug mL* (CMES 1736, 2005, 2014, 2029, 2031,
2032, 2035, 2041, 2078, 2080) (Tabela 5.1).

O grupo de fungicidas ISDH comecou a ser aplicado em soja no Brasil, em
misturas com Qe em 2013 para controle de Phakopsora pachyrhizi que causa a
ferrugem-asiatica (GODOY; MEYER, 2014).

Nenhum dos isolados apresentou crescimento em dose acima de 50 ug mL™.
Entre os isolados resistentes, CMES 1736, 2014, 2029, 2031, 2035, 2041, 2080 foram
classificados como altamente resistentes simultaneamente aos dois ingrediente
ativos, com valor de CE50 maior que 20 uyg mL™. Os isolados com alta resisténcia
observados apenas para o fungicida bixafen foram CMES 1980, 2014, 2024 sendo
estes do estado do Goias (1980) e do Mato Grosso (2014 e 2024), respectivamente.
Para fluxapiroxade, os isolados CMES 2005 e 2078, coletados ambos no estado do
Parana, foram altamente resistentes somente o fungicida fluxapiroxade.

O isolado que apresentou o maior valor de CE50 foi o CMES 2041 com 37,80
Mg mL? para o ingrediente ativo bixafen, sendo este também classificado como
altamente resistente para fluxapiroxade, apresentando valor de 11,80 ug mL™. Ainda
para o fungicida bixafen os isolados que apresentaram CE50 >1 uyg mL* a <10 yg mL"

1 classificados como moderadamente resistentes foram CMES 2002, 2004, 2066,
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2072, 2078 (Parana) (Tabela 5.1, Figura 5.2), 1474, 2012, 2016, 2017, 2025, 2032,
2083 (Mato Grosso) (Tabela 5.1, Figura 5.1), 2053 (Mato Grosso do Sul), 2061
(Paraguai), 2088 (Maranh&o) (Tabela 5.1, Figura 5.3). Para fluxapiroxade foram
encontrados 9 isolados moderadamente resistentes: CMES 2007 (Parand), 2016,
2017, 2025 (Mato Grosso) 1984, 1985, 2053 (Mato Grosso do Sul), 1980 (Goias) e
2061 (Paraguai) (Tabela 5.1). Os Isolados CMES 1988, 2013, 2046, 2072, 2085, 2065,
nao tiveram valores de CE50 estimado, devido ao seu valor de inibicdo ser abaixo da
menor dose avaliada (<0,0125 ug mL™1).

Todos os isolados testados para bixafen e fluxapiroxade apresentaram inibicdo
do crescimento micelial acima da maior dose 100 pg mL™.

A eficiéncia do uso de fungicidas para o controle da mancha-alvo em soja é
relatada por diferentes autores (CABRAL et al., 2016; AVOZANI et al., 2014; XAVIER
et al., 2013). Em estudo conduzido por Godoy et al. (2014), onde foram avaliados a
eficiéncia de fungicidas para o controle da mancha-alvo em soja, na safra 2013/14, o
tratamento a base de piraclostrobina + fluxapiroxade apresentou menor severidade da
doenca e maior controle em relacdo a testemunha. Belufi et al. (2015), em avaliacdes
da eficiéncia de programas de fungicidas para o controle de doencas na cultura da
soja no Mato Grosso, também encontraram melhores indices de controle e menores
taxas de desfolha com os tratamentos contendo a mistura de piraclostrobina +
fluxapiroxade. A elevada eficiéncia fungica do fluxapiroxade foi associada ao controle
do fungo Corynespora cassiicola (MEYER et al., 2013; TERAMOTO et al., 2012).

O método de microtitulacdo colorimétrica vem sendo recomendado pelo FRAC
para testar a sensibilidade de varios agentes fitopatogénicos como Botrytis cinerea,
Fusarium graminearum, Microdochium nivale, Phytophthora infestans, Plasmopara
viticola, Oculimacula spp., Pyrenophora teres, Pyrenophora tritici-repentis,
Rhynchosporium secalis e Mycosphaerella graminicola a diferentes grupos de
fungicidas (FRAC, 2016). Uma das limitacbes desse método é a contaminagao
microbiana nas células da microplaca, podendo ocorrer variagdo na CES50
uniformemente nas repeticdes, que sdo realizadas lado a lado na mesma placa.

Em razéo da variagdes observadas na repeticdo do experimento, que pode ser
atribuida ou a variagbes do fungo C. cassiicola que apresenta grande variabilidade
genética (SOUSA; BENTES, 2014) ou a contaminacdo das microplacas, foram
selecionados 20 isolados com diferentes CE50 para avaliagdo pelo método de inibicéo

de crescimento micelial e comparacéo dos resultados.



Tabela 5.1. Cédigo de identificacdo dos isolados de Corynespora cassiicola, ano e local de coleta, e concentracéo efetiva para
inibir 50% do crescimento (CE50 — ug mL™?) para bixafen e fluxapiroxade. Londrina, 2020.

bixafen fluxapiroxade
Isolado Ano Municipio, Estado, Pais CE50_1 Sensibilidade CE50_1 Sensibilidade
(g mL™) (g mL™)
CMES 312 1997 Itiquira, MT, Brasil 0,11 S 0,75 S
CMES 313 1998 Nova Mutum, MT, Brasil 0,02 S 0,69 S
CMES 1474 2014 Sinop, MT, Brasil 3,70 MR 5,70 S
CMES 1736 2016 Tangara da Serra, MT, Brasil 15,80 AR 22,50 AR
CMES 1980 2018 Rio Verde, GO, Brasil 33,80 AR 4,30 MR
CMES 1984 2018 Maracaju, MS, Brasil 0,82 S 4,40 MR
CMES 1985 2018 Maracaju, MS, Brasil 0,12 S 1,50 MR
CMES 1986 2018 Maracaju, MS, Brasil 0,28 S 0,34 S
CMES 1988 2018 Campo Novo do Parecis, MT, Brasil 0,27 S <0,0125 S
CMES 1991 2018 Campo Novo do Parecis, MT, Brasil 0,34 S 0,35 S
CMES 2000 2018 Campo Novo do Parecis, MT, Brasil 0,35 S 0,34 S
CMES 2002 2018 Campo Mourao, PR, Brasil 6,90 MR 0,62 S
CMES 2004 2018 Bela Vista do Paraiso, PR, Brasil 4,10 MR 0,79 S
CMES 2005 2018 Bela Vista do Paraiso, PR, Brasil 0,79 S 14,00 AR
CMES 2007 2018 Bela Vista do Paraiso, PR, Brasil 0,82 S 2,30 MR
CMES 2011 2018 Lucas do Rio Verde, MT, Brasil 0,71 S 0,19 S
CMES 2012 2018 Lucas do Rio Verde, MT, Brasil 3,30 MR 0,42 S
CMES 2013 2018 Primavera do Leste, MT, Brasil 0,05 S <0,0125 S
CMES 2014 2018 Primavera do Leste, MT, Brasil 24,10 AR 21,70 S
CMES 2015 2018 Primavera do Leste, MT, Brasil 0,23 S 0,47 S
CMES 2016 2018 Primavera do Leste, MT, Brasil 1,20 MR 1,40 MR
CMES 2017 2018 Primavera do Leste, MT, Brasil 0,03 MR 8,30 MR
CMES 2018 2018 Primavera do Leste, MT, Brasil 0,27 S 0,37 S
CMES 2024 2018 Primavera do Leste, MT, Brasil 11,80 AR 0,80 S



CMES 2025
CMES 2026
CMES 2027
CMES 2029
CMES 2030
CMES 2031
CMES 2032
CMES 2035
CMES 2036
CMES 2037
CMES 2038
CMES 2039
CMES 2040
CMES 2041
CMES 2044
CMES 2045
CMES 2046
CMES 2047
CMES 2053
CMES 2061
CMES 2064
CMES 2066
CMES 2072
CMES 2075
CMES 2078
CMES 2080
CMES 2083
CMES 2084

2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018
2018

Primavera do Leste, MT, Brasil
Primavera do Leste, MT, Brasil
Primavera do Leste, MT, Brasil
Deciolandia, MT, Brasil
Deciolandia, MT, Brasil
Deciolandia, MT, Brasil
Deciolandia, MT, Brasil
Deciolandia, MT, Brasil
Campo Mourao, PR, Brasil
Campo Mouréo, PR, Brasil
Campo Mourao, PR, Brasil
Campo Mourao, PR, Brasil
Campo Mourao, PR, Brasil
Itambé, PR, Brasil

Doutor Camargo, PR, Brasil
Doutor Camargo, PR, Brasil
Doutor Camargo, PR, Brasil
Doutor Camargo, PR, Brasil
Chapadao Do Sul, MS, Brasil
Hermnandarias, Paraguai
Santa Fé, PR, Brasil

Rolandia, PR, Brasil

Rolandia, PR, Brasil

Londrina, PR, Brasil

Londrina, PR, Brasil

Londrina, PR, Brasil
Rondonopolis, MT, Brasil

Bela Vista Do Paraiso, PR, Brasil

1,30
0,91
0,18
21,70
0,46
30,80
8,60
30,20
0,06
0,75
0,20
0,32
0,35
37,80
0,49
0,58
0,27
0,92
3,90
2,10
0,99
1,10
3,50
0,39
3,20
26,90
1,60
1,00

MR

AR

AR
MR
AR

nwunuununuwm

AR

nwunuwnm

MR

MR
MR

MR
AR
MR

1,10
0,66
0,63

23,30
0,35
25,90
20,60
30,10
0,19
0,75
0,58
0,81
0,41
11,80
0,34
0,40
<0,0125
0,42
1,70
1,20
2,20
0,83
<0,0125
0,38
44,40
38,30
0,28
0,99

nuunmuunnuwm

AR

nwunuwnm

MR
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<0,0125
0,18
0,98

Mato Grosso
Fluxapiroxade CE50 (pug mL1)

MR

0,07
0,39
1,20

Bela Vista Do Paraiso, PR, Brasil

Tasso Fragoso, MA, Brasil
AR — Altamente Resistente, CE50 210 ug mL%; MR - Moderadamente Resistente, CE50 >1 uyg mL* a <10 uyg mL1; S - Sensivel, CE50 <1,0 ug mL

Bela Vista Do Paraiso, PR, Brasil

Mato Grosso
Bixafen CE50 (pg mL?)

2018
2018
2018

CMES 2085
CMES 2086
CMES 2088

>10 ug mL
-1

B <10pgmL
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Figura 5.1. Resultado da concentracéo efetiva para inibir 50% do crescimento (CE50— ug mL™?) para bixafen e fluxapiroxade no

estado Mato Grosso.
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Parana

Fluxapiroxade CE50 (ug mL?)

Parana
Bixafen CE50 (pug mL1)
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M >10pgmL
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Figura 5.2 Resultado da concentracéo efetiva para inibir 50% do crescimento (CE50 — ug mL™?) para bixafen e fluxapiroxade no

estado Parana.
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Figura 5.3. Resultado da concentragéo efetiva para inibir 50% do crescimento (CE50— ug mL™t) para bixafen e fluxapiroxade nos
estados do MS, GO, MA e no Paraguai.
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5.2 INIBICAO DO CRESCIMENTO MICELIAL

Dos 55 isolados avaliados pelo método de microtitulacdo colorimétrica, 20
foram selecionados de acordo com a sua classificacdo sendo 6 altamente resistente,
7 moderadamente resistentes e 7 sensiveis para o bixafen e 6 altamente resistente, 4
moderadamente resistente e 10 sensiveis para fluxapiroxade (Tabela 5.2).

O valor da CE50, pelo método inibicdo de crescimento micelial, para o isolado
de referéncia CMES 313 (Nova Mutum, MT, 1998) foi abaixo do valor da primeira dose
(<0,5), ou seja considera-se extremamente sensivel aos dois produtos (bixafen e
fluxapiroxade), respectivamente (Tabela 5.2). Esse mesmo isolado foi utilizado como
referéncia por Teramoto et al., (2017) sendo obtido valor de CE50<0,16 pg mL* para
fluxapiroxade (menor dose avaliada), utilizando o método de inibicdo de crescimento
micelial em meio de cutura BDA com fungicida.

Para o bixafen, os valores da CE50 variaram de <0,5 (primeira dose) a 4,00 ug
mL1. O isolado com maior valor foi o CMES 1736 (Tangara da Serra, MT), isolado em
2016 (Tabela 5.2). Treze isolados (CMES 2014, 313, 2084, 1474, 2016, 2038, 2047,
2025, 2017, 2012, 2086, 2029, 2007 2041) apresentaram CE50 < 1 ug mL? e sete
apresentaram valores de CE50 > 1 e < 4 yg mL™! para bixafen (CMES 2004, 2005,
2041, 2032, 2035, 2031, 1736).

Para fluxapiroxade a maioria dos isolados obtiveram valores de CE50 abaixo
da primeira dose do produto testado (<0,5) (Figura 5.4) apenas dois dos isolados
(CMES 2031 e 2035), ambos de Deciolandia, MT, apresentaram valores acima de 1
pug mL1, sendo (CMES 2031 - 1,10 ug mL* e 2035 - 1,30 yg mL1). Todos os valores
foram inferiores ao maior valor observado por Teramoto et al. (2017) (1,76 yg mL™1)
utilizando o método inibicdo de crescimento micelial em BDA. O uso de fluxapiroxade
em soja iniciou na safra 2013/14 e desta forma, os 20 isolados selecionados podem
ser considerados sensiveis a fluxapiroxade por essa metodologia.

Para os isolados CMES 1474, 2012, 2014, 2038 e 2086, nao foi possivel
estimar a CE50 do método inibicdo de crescimento micelial, quando submetidos ao
produto fluxapiroxade, devido ao seu valor ndo ser conclusivo com base nos modelos
estatisticos utilizados para estimar a CE50. O diagrama mostrou altas variacbes
aleatérias nas respostas para doses maiores que zero. Sendo dificil afirmar que isso
indicaria sensibilidade, porque a diferenca em relagcéo ao zero foi significativa.
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Na concentracdo de 32 e 64 ppm, doses maximas, para os fungicidas bixafen
e fluxapiroxade, ndo houve crescimento micelial de nenhum dos 20 isolados de C.

cassiicola testados.

Tabela 5.2. Concentracéo efetiva para inibir 50% do crescimento (CE50 — ug mL™?)
para bixafen e fluxapiroxade comparando o método de microtitul¢céo colorimética e o
Indice de crescimento micelial.

bixafen fluxapiroxade
Isolado CESO . CESO - CESO . CESO ~
CMES Cres_mm_ento Mlcroptu,lac_;ao Cres_um_ento Mlcroyturlagao
micelial colorimétrica micelial colorimétrica

313 <0,5 0,02 <0,5 0,69
1474 <0,5 3,70 NE 5,70
1736 4,00 15,80 <0,5 22,50
2004 1,10 4,10 <0,5 0,79
2005 1,50 0,79 <0,5 14,00
2007 1,00 0,82 <0,5 2,30
2012 0,77 3,30 NE 0,42
2014 <0,5 24,10 NE 21,70
2016 <0,5 1,20 <0,5 1,40
2017 0,57 0,03 <0,5 8,30
2025 0,56 1,30 <0,5 1,10
2029 0,99 21,7 <0,5 23,30
2031 3,50 30,8 1,10 25,90
2032 1,80 8,60 <0,5 20,60
2035 2,50 30,2 1,30 30,10
2038 <0,5 0,20 NE 0,58
2041 1,50 37,80 <0,5 11,80
2047 0,56 0,92 <0,5 0,42
2084 <0,5 1,00 <0,5 0,99
2086 0,84 0,39 NE 0,18

*NE- nao estimado.

Figura 5.4. Inibicdo de crescimento micelial em meio de cultura em diferentes doses
de fungicidas.
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5.3 RELAng DOS METODOS MICROTITULACAO COLORIMETRICA x
INIBICAO DE CRESCIMENTO MICELIAL.

Os resultados de CE50 obtidos pelo método de microtitulagdo colorimétrica
foram relacionados com os valores obtidos por inibicdo de crescimento micelial. As
correlacdes entre os métodos foram de r=0,58 (p=0,42) para bixafen e r=0,72 (p=
0,002) para fluxapiroxade.

Isolados classificados como resistentes e moderadamente resistentes pela
microtitulacdo colorimétrica, pelo método de inibicdo de crescimento micelial foram
classificados como sensiveis.

Utilizando o método de inibicdo de crescimento micelial, os valores de CE50
foram inferiores aos valores obtidos pelo método de microtitulagéo colorimétrica.

O método de microtitulacé@o colorimétrica vem sendo recomendado pelo FRAC
(Fungicide Resistance Action Committee) para medir a sensibilidade de patégenos a
diferentes grupos de fungicidas (VEGA et al., 2012; RAMPERSAD, 2011; STAMMLER
et al., 2007; STAMMLER; SPEAKMAN, 2006) por apresentar baixo custo, em razéo
da menor quantidade de material utilizado e também apresentar reducgéo significativa
da quantidade fungicida nos experimentos, em comparacao com o método de inibicdo
de crescimento micelial. A baixa correlacdo observada nesse estudo, principalmente
para isolados classificados com resistentes e altamente resistentes, ndo permite inferir
gue esse método possa ser utilizado como precisao para os ISDH avaliados.

Diferentes hipéteses sdo levantadas para as variagdes entre os métodos. Uma
das hipoteses é a ocorréncia de variacdo entre os isolados, uma vez que 0sS
experimentos ndo foram conduzidos simultaneamente, sendo necessario fazer
repeticdes, onde se faz necessario repicar varias vezes o mesmo isolado. Os isolados
utilizados neste trabalho n&o foram monosporicos. O fungo C. cassiicola fungo possui
alta variabilidade. MIYAMOTO et al. (2009) nos experimentos com avaliacdo de
resisténcia a C. cassiicola utilizou isolados monosporicos ou a partir de micélio Unico,
porém Mello (2019) ndo observou relacdo dos métodos de microtitulagéo colorimétrica
e analise molecular dos isolados a partir de cultura monosparica.

Outra variacdo que pode ocorrer na microtitulacdo é diferenca na quantidade
de esporos dentro dos pocos das microplacas, em razao pequena unidade amostral.
A uniformizacdo da concentracdo de inoculo foi realizada com auxilio de

hematocitdmetro, porém observou-se variacao nas leituras entre repeticoes e doses,
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podendo ser atribuida a diferente quantidade de esporos do fungo depositados nos
POCOS OU mesmo contaminagao.

Em um estudo feito por Raposo et al.,, (2015) aplicando o método de
microtitulacdo colorimétrica observou que alguns parametros deste método
apresentam influéncia na relacéo entre a biomassa fungica e absorcéo, incluindo o
volume total da cultura no poc¢o. Os autores concluiram que, os valores obtidos para
CE50 pelo método ICM e pelo método de microtitulagdo colorimétrica apresentam
correlacao positiva.

No estudo realizado por Raposo et al., (2015) foram observados valores
menores de CE50, obtidos pelo método de microtitulacdo colorimétrica em relacao ao
método de ICM, de forma oposta ao realizado nesse estudo. Os autores atribuem o0s
valores menores ao fato do método de microtitulagéo utilizar meio nutriente liquido, o
gue pode afetar a relacdo dose-resposta entre o fungo e a concentracao do fungicida,
por aumentar a superficie de contato entre este e o esporo do fungo.

A fonte de carbono do meio de cultura utilizado pode também influenciar nos
estudos de sensibilidade. Testes de crescimento em meio YBA para carboxina, um
fungicida ISDH, mostraram aumento de 10x na toxicicidade quando o acetato
substituiu a glicose como fonte de carbono (RAGSDALE; SISLER,1970). De forma
semelhante, o crescimento micelial de Isolados de C. cassiicola foram quase inibidos
no meio YBA adicionado com 1 ug mL* de boscalida (ISDH), enquanto os isolados
ndo foram inibidos no BDA adicionado com 100 ug mL* do mesmo fungicida
(MIYAMOTO et al., 2009).

De forma semelhante a MIYAMOTO et al. (2009), MacKenzie (2017) avaliando
a sensibilidade de isolados de C. cassiicola a ISDH em meio de cultura YBA e BDA
observou que isolados identificados como resistentes a boscalida em BDA (> 100 ug
mL-1) apresentaram valores de CE50 muito mais baixos em YBA, variando de 2,52 a
27,08 yg mL* (14,2 + 10,1 yg mL1). O mesmo autor observou na andlise de dez
isolados uma forte correlacdo de Pearson entre os valores da CE50 obtidos a partir
dos meios de cultura YBA e BDA para os fungicidas pentiopirade (r = 0,76, p = 0,011),
benzovindiflupir (r = 0,856, p = 0,002) e fluopiran (r = 0,965 p < 0,0001). Fluxapiroxade
teve uma correlacao mais fraca de Pearson (r = 0,683, p=0,0295), embora as matrizes
de correlacédo de Spearman entre os valores tenham sido altamente correlacionadas

para fluxapiroxade (p = 0,927, p < 0,0001). MacKenzie (2017) concluiu que a
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sensibilidade de isolados de C. cassiicola pode ser distinguidos em qualquer tipo de
meio e realizou o experimento de inibicao utilizando BDA.

No experimento realizado neste trabalho, utilizou-se dois meios de culturas
distintos, YBA em microplacas e BDA na inibicdo de crescimento micelial, o que pode
explicar a diferenca das CE50 observadas. O meio de cultura BDA, para os ativos
avaliados, mostrou maior inibicdo que o meio YBA nas microplacas.

Os monitoramentos realizados pelo FRAC (BASF e Syngenta) utilizam a
metodologia de microplacas, populacdes do fungo e meio de cultura YBA (informacao
pessoal). Por meio dos resultados dos monitoramentos realizados pelo FRAC,
isolados de C. cassiicola de soja com sensibilidade reduzida para os fungicidas ISDH
foram encontrados em popula¢des na safra 2017/2018 (FRAC, 2018). As mutacdes
sdhB-H278Y e sdhC-N75S que conferem menor sensibilidade do fungo a fungicidas
ISDH foram relatadas pelo FRAC em 2018.

Todos os resultados publicados com monitoramento de C. cassiicola a
fungicidas ISDH utilizam o método inibicdo de crescimento micelial (BDA ou YBA)
(MIYAMOTO et al., 2009; ISHII et al., 2010; TERAMOTO et al., 2017; MACKENZIE,
2017).

Os 20 isolados selecionados foram enviados para sequenciamento de nova
geracdo, das subunidades sdhB, C e D. As sequéncias geradas serdo alinhadas e
comparadas em programas com bancos de dados de sequencias ja estabelecidas,
para identificacdo das mutacbes em relacdo a sensibilidade aos fungicidas. Os
resultados do sequenciamento poderdo auxiliar na avaliacdo dos resultados dos

métodos de microtitulacdo e de inibicdo de crescimento micelial.
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CONCLUSAO

Os valores obtidos para CE50 utilizando a metodologia de microtitulacéo
colorimétrica indicou a ocorréncia de isolados de Corynespora cassiicola com menor
sensibilidade aos fungicidas bixafen e fluxapiroxade, porém, os mesmos isolados

foram sensiveis utilizando a metodologia de inibicdo de crescimento micelial.
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