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FANTIN, Lucas Henrique. Modelagem e simulacdo como ferramentas para avaliar
estratégias de manejo de resisténcia a fungicidas no patossistema soja-Phakopsora
pachyrhizi. 2021. 120 f. Tese (Doutorado em Agronomia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

Reducdes de sensibilidade do fungo Phakopsora pachyrhizi, causador da ferrugem asiatica da
soja (FAS), aos principais grupos quimicos de fungicidas utilizados para controle no Brasil tem
sido relatadas desde 2010. Sem previsdo de langamento de ingredientes ativos com novos
mecanismos de a¢do nos préximos anos, os esfor¢os da pesquisa tém sido voltados para uso de
misturas de dois e trés ingredientes ativos, além de alteracdes no momento, dose e nimero de
aplicacbes dos fungicidas registrados atualmente. Pouco se sabe sobre 0s impactos dessas
medidas na dindmica e selecdo de individuos resistentes de P. pachyrhizi. O objetivo do
presente estudo foi desenvolver modelos matematicos para avaliar o controle de FAS através
de aplicacdes de fungicidas inibidores da succinato desidrogenase (SDHI) e sua influéncia na
selecdo de individuos resistentes de P. pachyrhizi. Para isso, programas solo e misturas com
fungicidas mutlissitios e inibidores da demetilase (DMI) foram adotados. Cenarios foram
criados para (i) avaliar o efeito da frequéncia inicial de resistentes; (ii) nivel de sensibilidade
dos resistentes (shift); (iii) custo biologico da resisténcia e (iv) nimero de aplicacOes e dose dos
produtos na selecdo de individuos resistentes a SDHI. As rotinas foram desenvolvidas com
auxilio do software R. Foi adotado 0 modelo SLIR (Suscetivel-Latente-Infeccioso-Removido)
composto por um sistema de equacdes diferenciais ordinais (EDO) e modificado para simular
o efeito dos fungicidas na populacdo do patdgeno. Os parametros relacionados ao hospedeiro,
patogeno e fungicida foram ajustados atraves de resultados de ensaios de campo e laboratorio.
A variavel resposta foi o tempo (safras) para que a frequéncia de resistentes a SDHI na
populacdo alcance 50% foi utilizada (T50). Artigo A - Os resultados apresentaram relacao
inversa entre frequéncia inicial de resistentes e T50, da mesma forma, o nivel de sensibilidade
dos resistentes (shift). Houve acréscimo de 14, 8 e 5 safras quando o shift passou de 50 para
90% em programas solo com uma, duas e trés aplicacdes, respectivamente. A pressdo de selecao
imposta pelo aumento do nimero de aplicagdes de um para trés reduziu o T50. Da mesma
forma, o aumento da dose de SDHI favoreceu a selecdo de resistentes. A penalidade biologica
de um dia no periodo latente de resistentes prolongou o T50 em duas safras. Penalidades de trés
e cinco dias prolongaram o T50 em 16 safras. Artigo B — A associacdao de DMI ou mutlissitio
ao SDHI prolongou T50. O aumento da dose do fungicida parceiro reduziu a selecdo de
resistentes. Cenario com 200% da dose de multissitio prolongou sete safras até T50 em relacédo
a dose de 50%. O mesmo comportamento foi observado para aumento da dose de DMI. Houve
acréscimo de trés safras com o dobro da dose de DMI em programa com uma aplicacédo de
SDHI. A presenca de penalidade bioldgica prolongou o T50. Nos cenarios simulados, o limiar
de shift para selecdo de individuos resistentes foi de 70%, ou seja, a selecdo de individuos
resistentes ndo ocorreu quando os individuos apresentaram sensibilidade de 70% ao fungicida
SDHI. Os resultados mostram que a combinacdo de multissitios reduz a selecdo de resistentes
a SDHI, tendo a dose do fungicida na mistura um efeito determinante no manejo anti-
resisténcia. O tempo entre introducdo do fungicida e resisténcia esta relacionada com a
sensibilidade dos individuos resistentes, numero de aplicacdes e 0 momento em que as medidas
sdo adotadas. A penalidade biologica de individuos resistentes prolongou a vida Util dos
fungicidas SDHI e indicou ser limitante na selecdo de individuos. Os resultados sugerem que a
adogdo de medidas anti-resisténcia deve ser planejada antes do langamento do ingrediente ativo



e a vida Util do produto varia de acordo com o grau de resisténcia. Os modelos podem auxiliar
pesquisadores a entender como diferentes modos de acdo podem afetar a selecdo de individuos.

Palavras-chave: epidemiologia; equacdo diferencial; ferrugem asiatica da soja; resisténcia;
software r.
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ABSTRACT

Sensitivity losses of the fungus Phakopsora pachyrhizi, the causal agent of Asian soybean rust
(ASR), to the main chemical groups used in Brazil have been reported since 2010. With no
forecast of launching active ingredients with new mechanisms of action in the coming years,
research efforts have been focused on the use of mixtures of two and three active ingredients,
in addition to changes in the moment, dose and number of applications of the currently
registered fungicides. Little is known about the impacts of these measures on the dynamics and
selection of resistant P. pachyrhizi individuals. The aim of the present study was to develop
mathematical models to evaluate the control of FAS through applications of succinate inhibitors
of succinate dehydrogenase (SDHI) and its influence on the selection of resistant individuals of
P. pachyrhizi. For that, soil programs and mixtures with multi-site fungicides and demethylase
inhibitors (DMI) were adopted. Scenarios were created to (i) evaluate the effect of the initial
frequency of resistance; (ii) the sensitivity level of the resistance (shift); (iii) biological cost of
resistance and (iv) number of applications and dose of products in the selection of individuals
resistant to SDHI. The routines were developed with the aid of R software. The SLIR model
(Susceptible-Latent-Infectious-Removed) composed by a system of ordinal differential
equations (ODE) was adopted and modified to simulate the effect of fungicides on the pathogen
population. The parameters related to the host, pathogen and fungicide were adjusted through
results of field and laboratory tests. The response variable was the time (harvests) for the
frequency of resistant to SDHI in the population to reach 50% (T50). Article A - The results
showed an inverse relationship between the initial frequency of resistors and T50, in the same
way, the resistance level (shift). There was an increase of 14, 8, and 5 seasons when the shift
went from 50 to 90% in solo programs with one, two, and three applications, respectively. The
selection pressure imposed by increasing the number of applications from one to three reduced
T50. Likewise, the increase in the dose of SDHI increased the selection of resistant individuals.
The one-day biological penalty in the latent resistant period prolonged T50 in two seasons.
Penalties of three and five prolonged T50 in 16 seasons. Article B - The addition of a DMI and
Multisite partner extended T50. Increasing the partner's dose reduced the selection of resistance.
Scenario with the 200% dose of Multisite prolonged seven seasons until T50 in relation to the
dose of 50%. The same was observed for increasing the dose of DMI. Three seasons were added
with double the dose of DMI in a program with an application of SDHI. The presence of a
biological penalty prolonged T50. In the simulated scenarios, the shift threshold for the
selection of resistant individuals was 70%, that is, the selection of resistant individuals did not
occur when the individuals presented 70% sensitivity to the SDHI fungicide. The results
demonstrate that the combination of multisite reduces the selection of resistance to SDHI, being
the dose of the fungicide in the mixture determinant to present effect in the anti-resistance
management. The time between introduction and resistance is related to the sensitivity of
resistant individuals, the number of applications, and the moment when the measures are
adopted. The biological penalty of resistant individuals prolonged the life of the SDHI and
indicated to be limited in the selection of individuals. The results suggest that the adoption of
anti-resistance measures should be planned before the launch of the active ingredient and the



product's life varies according to the degree of resistance. Models results can help researchers
understand how different modes of action can affect the selection of individuals.

Key words: asian soybean rust; differential equations; epidemiology; r software; resistance.
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1 INTRODUCAO

Os primeiros casos epidémicos de ferrugem asiatica da soja (FAS) no Brasil ocorreram
na safra 2001/02, e até a safra 2019/20 estimam-se custos anuais médios de aproximadamente
US$ 2,5 bilhdes (GODOY et al., 2016). Apesar das recomendacfes de manejo do patdgeno
indicarem outras alternativas, tais como o uso de cultivares resistentes (tolerantes), semeadura
no inicio do periodo recomendado, eliminag&o de plantas guaxas durante o vazio sanitario, entre
outras, o uso de fungicidas ¢ a principal estratégia de controle efetivamente utilizada, podendo
ser adotado via tratamento de sementes e parte aérea (FANTIN et al., 2016).

Os principais fungicidas registrados para controle pertencem as classes quimicas dos
triazOis, estrobilurinas, ditiocarbamatos e carboxamidas, que foram registrados e
comercializados a partir da safra 2013/14 (LANGENBACH et al., 2016). Individuos com
alteracdes genéticas que conferem menor sensibilidade aos grupos dos triazoéis e estrobilurinas
foram confirmados, ocasionando reducéo de eficiéncia e falhas no controle da doenga no campo
(KLOSOWSKI; MAY DE MIO; et al., 2016; SCHMITZ et al., 2014; XAVIER et al., 2015).
Na safra 2016/17, cerca de trés anos apds a introducdo do primeiro fungicida composto por
ingrediente ativo do grupo das carboxamidas (SDHI) no mercado, falhas de controle no Rio
Grande do Sul, Parand e Mato Grosso foram observadas (FRAC, 2017) e confirmadas pela
alteracdo 186F da subunidade C do citocromo (SIMOES et al., 2018), podendo ainda estar
ligados a outras alteracdes segundo Mello et al. (2021).

A emergéncia de resisténcia de fungos, bactérias, plantas daninhas e insetos aos
ingredientes ativos usados no controle quimico é um problema global que ameaca a seguranca
alimentar (FISHER et al., 2018). Né&o ha previsdo de introducdo ou lancamento de ingredientes
ativos que apresentem novos mecanismos de a¢éo para os proximos anos. Esforgos da pesquisa
tém sido voltados para testes com misturas de dois ou trés ingredientes ativos, e alteracbes de
época, dose e numero de aplicacbes (KOGA et al., 2014). Contudo, pouco se sabe sobre 0s
impactos das novas estratégias na dinamica populacional do fungo P. pachyrhizi e na selecéo
de individuos resistentes.

O uso de modelos de simulacdo computacional pode auxiliar no desenvolvimento de
novas estratégias, permitindo a elaboracdo de programas de manejo de controle e resisténcia.
Na modelagem computacional, o objetivo é desenvolver a representacdo simplificada ou
genérica de um sistema real, através de equacdo ou conjunto de equacdes, conhecido como
modelo matematico (MAANEN; XU, 2003). Ao representar o sistema real em um modelo

numerico, sempre existem perdas de informacdo, visto que sistemas agricolas s&o compostos
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por complexas combinac¢Bes de varios componentes e ndo é possivel a descricdo completa de
todas as variaveis e suas dindmicas (FANTIN; CANTERI, 2018). Assim, no modelo sdo
utilizadas apenas as partes essenciais para explicar o comportamento do processo, sendo que o
grau de erro envolvido na modelagem depende da quantidade de informagdes essenciais do
sistema que séo ignoradas e a qualidade da informagéo.

A presente tese tem como objetivo desenvolver modelos matematicos para avaliar
programas de manejo de FAS compostos por programas com aplicagdes de fungicidas do grupo
dos Succinate dehydrogenase inhibition (SDHI) e sua influéncia na sele¢do de individuos
resistentes de P. pachyrhizi. Na primeira parte, programas com aplicagdo apenas de fungicidas
SDHI foram simulados. Na segunda parte, misturas de fungicidas SDHI e DMI ou multissitio
foram adotadas. Cada programa foi simulado em cenérios com objetivo de (i) avaliar o efeito
da frequéncia inicial de individuos resistentes; (ii) nivel de sensibilidade dos individuos
resistentes (shift), (iii) custo bioldgico da resisténcia, (iv) nimero e (v) dose do fungicida solo

e em mistura na selecdo de individuos resistentes a SDHI.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DA SOJA

A soja (Glycine max L. Merrill) possui centro de origem na Asia. Os primeiros relatos
de cultivo da soja no continente americano datam do inicio do século XI1X, como promissora
forrageira e produtora de gréos nos Estados Unidos. No Brasil o primeiro registro foi em 1882,
no estado da Bahia, chegando a S&o Paulo em meados de 1890. O inicio da soja como grande
cultura no Brasil, se deu a partir da década de 40, no Rio Grande do Sul, e foi impulsionada na
década de 50 em funcdo das geadas que dizimaram as areas cafeeiras do estado do Parana. Na
década de 60 e 70 a cultura chegou ao Centro-Oeste e na década de 90, avancou para a regido
do Mato Grosso, tornando-se a maior cultura em area cultivada no pais (EMBRAPA, 2013).

Entre os motivos de expansdo e destaque da cultura no Brasil e em todo mundo,
Hirakuri e Lazzarotto (2014) citam trés parametros principais: elevado teor de proteina nos
gréos (cerca de 40%), conferindo importante papel nutricional na alimentacdo de animais,
consideravel teor de oOleo (aproximadamente 20%), podendo ser utilizado na producéo de
biocombustivel e alimentagdo humana, e a facil absorcdo das tecnologias para a producéo da
cultura.

Reflexo dos avancos tecnoldgicos, o Brasil consagrou-se como maior produtor
mundial de soja na safra 2019/20, com producdo recorde estimada em 124,8 milhdes de
toneladas, ganho de 4,3% em relacdo a temporada 2018/19. A area plantada também cresceu
3% em relacdo a safra passada, saindo de 35,8 mil hectares para os atuais 36,9 mil hectares e
apesar do impacto negativo causado pelo desempenho da safra do Rio Grande do Sul, o pais
obteve a terceira maior produtividade média registrada, com 3379 kg/ha* (CONAB, 2020).

Além de maior produtor, o Brasil é o maior exportador do grdo de acordo com o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA), correspondendo a 42,5 % do total
de soja exportada no mundo (63,5 milhdes de toneladas). O principal importador é a China. A
cultura desempenha papel fundamental nas relacdes econémicas do Brasil, estima-se que direta
e indiretamente, a cadeia produtiva da oleaginosa é responsavel por mais de 10 milhdes de
empregos em todo o pais, correspondendo a cerca de 31% do valor das exportacdes de todo o
agronegocio e 12,8% de todas as exportacdes brasileiras (USDA, 2020).

De acordo com boletim da Companhia Nacional de Abastecimento publicado em
novembro, para a safra 2020/21, as expectativas sdo de crescimento continuo da area plantada

e producdo da oleaginosa, com incremento de 3,5%, em comparacao a safra anterior, atingindo
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38,2 milhdes de hectares semeados e volume estimado de 134,95 milhdes de toneladas, aumento
de 8,1% em relacdo a safra 2019/20. As oscilages climéaticas tém impactado no ritmo das
operacgdes, no entanto, as expectativas sdo otimistas, respaldada pela forte demanda chinesa,
cambio favoravel e precos da soja em um bom patamar, criando um cenario onde os produtores
poderdo investir mais no pacote tecnolédgico e cuidados na conducdo e manejo dos cultivos
(CONAB, 2020).

2.2 FERRUGEM ASIATICA DA SOJA

2.2.1 Historico

O primeiro relato de ocorréncia da FAS, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi
Syd. & P. Syd. 1914, em plantas de soja, data de 1902 no Japdo (WRATHER et al., 1997).
Posteriormente o fungo foi disseminado para regides do sudeste da China e india e em 1990 foi
relatado pela primeira vez na Africa (PRETORIUS et al. 2001; MURITHI et al. 2016).

Nos dias atuais o fungo encontra-se disseminado em todas as regides produtoras de
soja do mundo. Na America do Sul, a primeira ocorréncia data de marco de 2001, na cidade de
Pitap0, Paraguai. Em seguida, no més de maio, a doenca foi observada em plantas voluntarias
no Brasil, na regido noroeste do Parana, e na safra 2003 na Bolivia (YORINORI et al., 2005).
Os autores citaram que testes moleculares confirmaram a ocorréncia da espécie P. pachyrhizi
nos dois paises. Nos primeiros anos de surtos epidémicos, as perdas de rendimento foram altas,
devido a auséncia de fungicidas eficazes e falta de informacéo dos agricultores sobre a presenca
de novas doengas (GODOQY et al., 2016).

Na safra 2002/03, a doenca estava presente em quase todas as areas produtoras de soja
do Brasil (YORINORI et al., 2005). No ano seguinte, houve o primeiro relato nos Estados
Unidos. De acordo com Isard et al. (2011) a disseminacao do patdgeno para os Estados unidos

ocorreu através da movimenta¢ao de massas de ar associadas ao furagdo “Ivan”.

2.2.2 Etiologia

O género Phakopsora pertence ao reino Fungi, filo Basidiomycota, Familia
Phakopsoraceae (ONO, 2000). A doenca conhecida como ferrugem da soja pode ser causada
por duas espécies do género Phakopsora, P. meibomiae Arthur (Arthur), causadora da ferrugem

americana e a espécie P. pachyrhizi Syd. & P. Syd. causadora da ferrugem asiatica.
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A diferenciagdo da ferrugem americana e asiatica ocorreu em 1992, quando Ono et al.
(1992) estudando a morfologia de telidsporos de isolados do género Phakopsora, observaram
que a doenca poderia ser causada também pela espécie P. meibomiae. Segundo os autores, a
principal diferenca entre as duas espécies € o tipo de organizacao dos telidsporos. Os telidsporos
de P. pachyrhizi sdo organizados em duas e sete camadas, com esporo de coloracdo marrom
amarelo palido (Pale yellowish brown) e espessura no &pice variando de 1 a 3 um. Ja P.
meibomiae possui teliGsporos organizados em uma e quatro camadas e esporos com coloracéo
canela a castanho claro (Cinnamon to light chestnut-brown) com espessura variando 1,5a 6 pm

no apice.

2.2.3 Ciclo de vida

As ferrugens pertencem ao filo Basidiomycota, que abriga diversos fungos de
importancia fitopatolégica, como ferrugens da cana, trigo, milho, soja, e também fungos de
importancia alimenticia, como cogumelos. Organismos presentes nesse filo podem apresentar
reproducdo sexuada e assexuada. Esses individuos, do ponto de vista evolutivo, sdo
considerados os mais evoluidos dentre os fungos verdadeiros e falsos fungos (oomicetos). A
estrutura caracteristica da classe dos basidiomicetos € o basidio e os basidiosporos. Outra
caracteristica importante sdo os grampos de conexao.

O fungo P. pachyrhizi pertence a ordem Pucciniales. Individuos dessa ordem podem
apresentar basicamente cinco fases, segundo a nucleacdo (HIRATSUKA, 1973):

Estagio 0 — Estadio espermogonial, produz espermaécias (n) e hifas receptivas (n);
Estagio | — fase aecial que produz aeciosporos (n+n);

Estagio Il - compreende o estagio uredial que produz uredinidsporos (n+n);
Estagio Il — fase telial, produz teliésporos (2n);

Estagio IV — Referente a fase basidial, formacao de basididsporos (n);

A figura 1 apresenta de forma esquematica as fases do ciclo de vida de fungos da
ordem Pucciniales. A ordem Pucciniales é recente. No trabalho original, Hiratsuka (1973)

utilizou a ordem Uredinales.
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Figura 1 — Fases do ciclo de vida de fungos da ordem Pucciniales.
Fonte: Hiratsuka (1973).
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No caso do fungo P. pachyrhizi, causador da ferrugem asiatica da soja, sdo conhecidos
apenas as fases uredial e telial (YEH; SINCLAIR; TSCHANZ, 1981). Em condigdes de campo
no Brasil, a fase telial ndo é observada ou conhecida (FERREIRA et al., 2006). Dessa forma, a
variabilidade genetica nas populagdes eventualmente é dada por outros mecanismos, como
mutac0es e ciclo parasexual. A fase uredial € caracterizada pela formacéo de uredinidsporos ou
uredosporos (FERREIRA et al., 2006).

Os processos que compdem o ciclo da FAS compreendem: sobrevivéncia,
disseminacdo, infeccdo, colonizacgdo e reproducdo. O patdgeno € considerado biotrofico, por
iss0, necessita do hospedeiro para sobreviver e completar seu ciclo. O ciclo de doengas de
plantas para Wolf e Isard (2007) representa uma série de eventos bioldgicos interligados,

afetados por patdgeno, hospedeiro e ambiente.

2.2.3.1 Sobrevivéncia e Disseminacéo

Em condi¢bes de campo, o fungo P. pachyrhizi produz esporos conhecidos como
urediniosporos. Os urediniosporos possuem formato ovoide e tamanho médio de 17 a 45 um
de largura e 15 a 27 um de comprimento (ONO; BURITICA; HENNEN, 1992). A
disseminacdo ocorre principalmente através do vento, possuindo capacidade de dispersdo
alongas distancias (ISARD et al., 2011; KELLY et al., 2015; MARCHETTI; UECKER,;
BROMFIELD, 1975). Acredita-se que a chegada do fungo a América do Sul tenha ocorrido
através do transporte de formagBes de agregados de esporos, provenientes da Africa, via

correntes de ar de alta altitude. Na América do Norte, a disseminacao do fungo ocorreu através
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de massas de ar oriundas da América do Sul, disseminadas pelo furag¢do “Ivan” (ISARD et al.,
2011). Na América do Sul, modelos numéricos apresentaram a disseminagédo de urediniésporos
de P. pachyrhizi do Paraguai para o estado do Parana através de frentes frias (FANTIN et al.,
2020).

Os esporos disseminados através do vento tém a capacidade de atingir altas altitudes.
A deposicao na superficie do hospedeiro pode ocorrer através do vento ou via precipitagdo
pluviométrica. Li et al. (2009) através de modelos de dispersdo de particulas estudaram a
disseminacgédo e deposicdo de esporos de P. pachyrhizi em condi¢des de precipitacdo e nédo
precipitacdo. Os autores concluiram que uma precipitacdo de 0,5 mm por 1 hora é capaz de
remover 50% dos esporos presentes na atmosfera. Para precipitacio de 5 mm o tempo
necessario é de apenas 10 minutos. Avaliando o cenério sem precipitagdo, 0 tempo necessario
para deposi¢cdo de 50% dos esporos presentes no ar € de 24 horas. Os resultados enfatizam a
eficiéncia da chuva na deposicédo de esporos.

O processo de calculo de deposicao de esporos e particulas é expresso pelo coeficiente
de eliminacdo (“Scavenging coefficient””) que € influenciado pelo tamanho da particula,
densidade, taxa de precipitacdo e tamanho da gota da chuva (MIRCEA; STEFAN; FUZZI,
2000). Assim, a velocidade, taxa de disseminacéo e deposicdo podem variar de acordo com o
tamanho do agregado de urediniosporos de P. pachyrhizi (MELCHING; BROMFIELD;
KINGSOLVER, 1979). Nesse sentido, Monteil, Bardin e Morris (2014) estudaram o efeito da
precipitacdo e neve na deposi¢cdo dos patdgenos Pseudomonas syringae e Botrytis cinerea Pers.
e observaram diferencas na trajetdria de disseminacdo em funcao das diferencas entre eles. Os
autores citam a importancia em se conhecer a disseminacdo de patdgenos na atmosfera para a
elucidar processos envolvendo a ocorréncia de doencas em plantas.

Na atmosfera os patdgenos estdo expostos a diversos fatores abidticos, como
temperaturas extremas e radiacdo ultravioleta (UV). Isard et al. (2006a) avaliaram a relacéo
entre viabilidade de uredinidsporos e exposicao ao solar e a radia¢cdo UV em Capitan Miranda,
Paraguai, e observaram que ndo houve germinacao de esporos quando expostos ao intervalo de
>1.2 MJ/m? e < 27.3 MJ/m? e de radiacio UV. O efeito de temperaturas extremas no
desenvolvimento da doenca foi avaliado por Bonde, Nester e Berner (2013). Os autores
concluiram que a temperatura de 35°C por uma hora, durante trés dias, reduziu em 50% a
producdo de uredinidsporos, ndo apresentando a formacdo de novas pustulas com temperatura
acima de 37°C. Em funcdo disso, os autores atribuem as altas temperaturas o atraso no
desenvolvimento da ferrugem asiatica da soja no sudeste dos Estados Unidos. Em condicGes de

baixas temperaturas, Jurick et al. (2008) observaram que uredinidsporos de P. pachyrhizi em
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folhas destacadas de Kudzu no estado da Florida, submetidos a temperatura de 4°C, produziram
esporos Vviaveis. Quando as folhas foram submetidas as temperaturas de -4 e -20°C houve
reducdo dréstica na viabilidade dos esporos germinados em &agar-agua, contudo, quando a
umidade foi inferior a 35% houve maior viabilidade, demostrando que as folhas de Kudzu
podem ser potenciais fontes de indculo. Os autores citam que a sobrevivéncia dos esporos esta
relacionada a condicOes de temperatura e umidade. Isard et al. (2006b) argumentam que a
capacidade do fungo em sobreviver a diversas condi¢cbes ambientais, garantiram a disseminagéo
da India para Africa Central, da Africa para América do Sul e América do Norte e ainda
sugerem que o fungo possa sobreviver por dias e até semanas.

No Brasil ndo existem relatos de formacao de teliésporos em condi¢fes de campo. A
formagdo de télia e telidsporo foi relatada por Carmona; Fortugno e Achaval (2005) em
condicdes de campo na Argentina em plantas de Lab-lab purpureus e Carnavalis villosa.
Apesar dos fungos P. pachyrhizi e P. meibomiae serem parasitas altamente especializados, o0s
fungos apresentam grande gama de hospedeiros, podendo esporular em 31 espécies de 17
géneros e 42 espécies de 19 géneros de oleaginosas, respectivamente (ONO; BURITICA;
HENNEN, 1992). Apesar disso, a soja é o principal hospedeiro do fungo, sendo também a
principal cultura econdmica em diversos paises da América do sul, favorecendo a incidéncia do
patogeno.

Li et al. (2010) citam que as condi¢cdes ambientais do Brasil, Paraguai e Bolivia
permitem a sobrevivéncia do patégeno de ano apods ano, devido a presenca de hospedeiros
vivos. Em funcdo disso implantou-se no Brasil o vazio sanitario, periodo em que nao é
permitido o cultivo de soja no pais (GODQY et al., 2016). No entanto, a manutencdo do fungo
Vivo nesse periodo ocorre através pela presenca de plantas de soja voluntérias ou “guaxas” ¢
presenca de outros hospedeiros. Minchio et al. (2016, 2018) estudando a ocorréncia de
epidemias de ferrugem asidtica a partir de relatos de ocorréncia em “plantas guaxas” na
entressafra, observaram correlacdo positiva entre o niUmero de casos na entressafra e casos na
safra. Os autores sugerem que a presenca de plantas hospedeiras na propria area ou em areas
proximas durante o periodo de entressafra € uma das principais fontes de ino6culo. Outra forma
de identificar a “chegada” de uredinidsporos ¢ através de coletores de esporos e da analise da
agua da chuva via técnicas de espectrometria (FANTIN et al., 2019).

No caso de regides produtoras dos Estados Unidos, a principal fonte de inoculo
depende de dispersdo de esporos por longas distancias, ja que periodos de neve eliminam os
hospedeiros do fungo (PIVONIA; YANG; PAN, 2005). Apesar disso, Twizeyimana e Hartman

(2010) verificaram a capacidade do fungo de sobreviver em folhas destacadas de Kudzu
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submetidos a baixas temperaturas.
2.2.3.2 Infeccdo

Diferente de outros fungos causadores de ferrugem, como Puccinia sorghi Schwein, o
fungo P.pachyrhizi possui a capacidade de penetrar diretamente no interior do hospedeiro, ndo
necessitando de aberturas naturais como estdmatos. Uredinidsporos depositados na superficie
das folhas com a presenca de umidade e temperatura favoraveis ja comecam o processo de
germinacao dos esporos atraves da emissao do tubo germinativo. O fungo apresenta capacidade
de infectar o hospedeiro em temperatura variando 10 a 27.5°C (MELCHING, 1989). A
temperatura 6tima para germinacao de urediniosporos varia entre 21 e 25°C com tempo de 3 a
6 horas para germinacao total dos urediniésporos segundo Bonde et al. (2007) e de 20 a 23°C
com tempo de 6 horas para Marchetti (1976) e Melching (1989). O molhamento foliar continuo
também é um importante fator na ocorréncia da doenca a niveis epidémicos (DEL PONTE et
al., 2006). De acordo com Xavier et al. (2017) a idade dos trifélios também pode interferir na
taxa de infeccéo.

Ap0s o periodo de germinagdo, ocorre 0 processo de penetracdo através da pressao
mecanica exercida pela hifa com auxilio de enzimas digestivas (EDWARDS; BONDE, 2011).
Os autores enfatizam que o conhecimento sobre como o fungo infecta o hospedeiro pode ser
atil para orientar pesquisa de resisténcia a doencas. A presenca de genes de resisténcia pode
afetar o processo de penetracdo. No estudo de Braga et al. (2020), a severidade da doenca
causada por diferentes isolados foi inferior quando inoculadas em cultivar resistente. Os autores
observaram variacao na resposta da cultivar resistente aos dezessete isolados testados. Magnani;
Alves e Aradjo (2007) acompanharam o processo de infeccdo e colonizacdo de diferentes
cultivares apresentando genes de resisténcia Rpp2 e Rpp4 e cultivares sensiveis através do uso
da microscopia eletronica de varredura (MEV). Os autores observaram gque o tempo necessario
para a formacdo do apressorio foi superior para as cultivares com gene de resisténcia. Além
disso, houve diferenca na taxa de germinacdo e formacdo de apressorio entre as demais
cultivares. Os resultados corroboram com o estudo de Bonde; Melching e Bromfield (1976)
avaliando diferentes genoétipos de soja. Apos a infeccdo o fungo comeca o processo de

colonizacao.

2.2.3.3 Colonizacdo e reproducéo

A colonizacdo das hifas do patdgeno ocorre nos espagos intercelulares do tecido
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infectado e a formacédo das urédias se da por uma agregacéo de hifas, formando o primoérdio
uredial. Em trabalho desenvolvido no Brasil, o periodo de incubagdo da doenca foi de seis dias
e o periodo de laténcia, de 6 a 12 dias, quando ocorre a producdo de uredinidsporos
(MAGNANI; ALVES; ARAUJO, 2007). A producio maxima de uredinidsporos ocorreu nas
temperaturas de 22 e 25 °C, com 7.348 e 8.456 urediniosporos.cm. Quando submetidos as
temperaturas de 10 e 30 °C ndo houve infecgdo do patdgeno (DANELLI; REIS, 2016).

Apos a formacdo de urédias, ocorre a formacédo de télia e teliésporos (fase sexuada),
sendo formadas ao redor ou nas margens das lesdes (YEH; SINCLAIR; TSCHANZ, 1981). Os
autores citam que a formacao de télia e telibsporos ocorreu cerca de 30 dias apds a inoculacéo
em folhas de soja, mantidos em camaras de crescimento com temperatura minima de 15°C. N&o
houve formacdo de télia em ensaios de campo que apresentaram temperaturas superiores a
25°C. Ferreira et al. (2006) avaliaram a influéncia da temperatura na formacdo de télia e
teliosporos em duas cultivares, Pintado e Uirapuru e a morfologia de télia e teliosporos através
da microscopia eletrénica de varredura. Ap6s a ocorréncia dos sintomas (sete dias apos
inoculacdo), os autores submeteram as plantas as temperaturas de 10, 15 e 20°C, fotoperiodo
de 12 horas e humidade de 65%. A cultivar “Pintado” apresentou a formacéao de télia apds 25
dias sob temperatura de 15°C e a cultivar Uirapuru apresentou aos 30 dias. Xu e Ridout (1998),
atraveés de modelos estocasticos para simulacéo das condigdes ambientais do inicio da epidemia
observaram que o comportamento da curva € principalmente afetado pelas condi¢6es climaticas

de temperatura e umidade.

2.2.4 Sintomatologia

Os sintomas da ferrugem asiatica da soja podem se manifestar em qualquer estagio de
desenvolvimento da cultura. Geralmente nas folhas, surgem como pequenos pontos de
aproximadamente 1 mm de didmetro, com coloracdo esverdeada a cinza esverdeada. Ao redor
das lesGes sdo observados halos cloréticos de 2 a 5 mm? (SINCLAIR; BACKMAN, 1993).
Com o desenvolvimento do fungo no interior do tecido, ocorre a formacdo de pequenas
protuberancias na face abaxial da folha, conhecidas como urédias.

As urédias adquirem cor castanho-claro a escuro e liberam os uredinidsporos que se
depositam ao redor da lesdo. A medida que a infeccdo evolui o tecido ao redor da lesdo assume
coloracdo de palha TAN (tanish ou lesdo suscetivel) a castanho-avermelhada RB (redish-brown
ou lesdo resistente) (BONDE et al., 2006). Ao final da esporulagéo, o tecido lesionado escurece

em ambas as faces da folha.



22

Os sintomas podem ser facilmente confundidos com sintomas caracteristicos de outras
doencas, como pustula bacteriana (Xanthomonas axonopodes pv. glycines), crestamento
bacteriano (Pseudomonas savastanoi pv. glycinea) e mancha parda (Septoria glycines Hemmi)
(EMBRAPA, 2013). A infeccdo por P. pachyrhizi causa répido amarelecimento e queda
prematura das folhas. Quanto mais precocemente ocorrer a desfolha, maior a perda do
rendimento e da qualidade (grdos verdes e pequenos). Em casos severos, quando a doenga
atinge a soja na fase de formacao das vagens ou no inicio da grana¢do, observa-se o aborto e
queda das vagens, resultando em perdas totais de rendimento.

Em fungdo do microclima formado no dossel da cultura no inicio do estadio
reprodutivo, 0s primeiros sintomas geralmente sdo encontrados nos trifélios do terco inferior.
Xavier et al. (2017), estudando a influéncia da idade do trifolio e do estigio da planta na
suscetibilidade de ferrugem asiatica da soja, concluiram que as folhas velhas em plantas jovens
sdo mais suscetiveis a infeccdo de P. pachyrhizi. Os resultados podem estar associados aos
relatos de Furtado et al. (2009).

2.2.5 Estratégias de Manejo

2.2.5.1 Controle cultural e genético

O fungo P. pachyrhizi é biotrofico, ou seja, sobrevive apenas em hospedeiro vivo, ndo
apresentando estruturas de resisténcia. O manejo da fonte de inoculo, atraves da eliminacdo de
hospedeiros, pode ser considerado uma das principais medidas de controle. Em funcéo disso,
em 2007 no Brasil, foi instalado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento o
vazio sanitario (GODOY et al., 2016). A medida consiste na erradicacdo de plantas vivas de
soja no periodo pré-estabelecido, que varia de 60 a 90 dias dependendo do estado. Apesar da
normativa, o nimero de casos de ferrugem asiatica da soja no Brasil tem aumentado ao longo
dos anos. Alguns estudos indicam que 0 namero de casos pode estar associado a presenca de
plantas guaxas em estados como Rio Grande do Sul, que ndo adotaram o vazio sanitario até a
safra 2018/19 (MINCHIO et al., 2016, 2018).

As principais recomendacdes de manejo abordam medidas que visam a “fuga” da
época mais favoravel ao desenvolvimento da doenca, com o uso de cultivares de ciclo precoce
e a semeadura antecipada, no inicio do periodo recomendado (EMBRAPA, 2013). Outra
importante ferramenta de manejo da doenga é o uso de cultivares resistentes. Um dos primeiros
trabalhos com gendtipos resistentes foi realizado por (BONDE; MELCHING; BROMFIELD,
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1976), que tambeém introduziram a classificacdo de gendtipos quanto a resisténcia a ferrugem
asiatica da soja. Os autores avaliaram as caracteristicas de germinagdo do patégeno inoculado
em diferentes gendétipos de soja e observaram diferencas quanto ao surgimento de lesdes e
namero de urédias por leséo.

Entre os genes que promovem resisténcia a P. pachyrhizi (Rpp), estdo Rppl
identificado na P1200492 (MCLEAN; BYTH, 1980), Rppl-b na PI594538A
(CHAKRABORTY et al., 2009), Rpp1 na P1587886 e PI587880A (RAY et al., 2009), Rpp2 na
P1230970 (BROMFIELD; HARTWIG, 1980), Rpp3 na Pl462312 (BROMFIELD;
MELCHING, 1982), Rpp4 na P1459025 (HARTWIG, 1986), Rpp5 (GARCIA et al., 2008) e
Rpp6 (LI et al., 2012). Apesar disso, por serem genes dominantes e especificos, a resisténcia
de alguns deles ja foram suplantadas rapidamente pelo patégeno (CALVO et al., 2008).

2.2.5.2 Controle quimico

O controle quimico com fungicidas tem se destacado como o principal metodo
utilizado por agricultores no Brasil por apresentar niveis consideraveis de eficiéncia de controle
e praticidade de uso (FANTIN et al., 2016). Os fungicidas registrados junto ao Ministério da
Agricultura para controle de ferrugem asiatica da soja compreendem basicamente compostos
das classes quimicas dos triazdis, estrobilurinas, carboxamidas e ditiocarbamatos.

Em funcédo do risco para selecdo de individuos resistentes e principalmente, redugéo
da eficiéncia de controle, foram retirados do mercado brasileiro produtos com ingrediente ativos
isolados, ou seja, um unico ingrediente ativo na composicdo do fungicida. Nesse sentido,
formulacBes comerciais passaram a combinar ingredientes ativos de classes ou mecanismos de
acdo diferentes, compostos por dois e até trés ingredientes ativos (GODOQY et al., 2016). Scherm
et al. (2009), avaliando a eficiéncia média de fungicidas utilizados em ensaios em rede de
2003/04 a 2006/2007 concluiram gque a combinacgdo de triazois e estrobilurinas resultou em
menor severidade de ferrugem e reducédo de produtividade da soja. Ja em 2015, Dalla Lana et
al. (2015), trabalhando com dados da mesma rede de ensaios entre as safras de 2004/05 a
2012/13, observaram que as misturas de triazdis e estrobilurinas apresentaram reducdes lineares
de eficiéncia de controle.

RecomendacBes de uso de fungicidas no controle de ferrugem asiatica preconizam
aplicacOes preventivas, ou seja, antes do inicio dos sintomas da doenca, utilizando-se fungicidas
que apresentam mecanismos de acdo diferentes entre as aplicacbes e safras (BRENT;

HOLLOMON, 2007). O nimero limitado de mecanismos de agdo compromete o planejamento
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do manejo de controle. Assim, é importante o uso integrado de ferramentas como a utilizacéo
de cultivares de ciclo precoce com o objetivo de reduzir o tempo de exposi¢do ao patdgeno
(KOGA et al., 2014), monitoramento e uso de armadilhas de esporos (IGARASHI et al., 2016;
MINCHIO et al., 2016, 2018), monitoramento de esporos na agua da chuva (FANTIN et al.,
2019), uso de cultivares que apresentem resisténcia (LANGENBACH et al., 2016) e também
balango nutricional da soja (GASPAR et al., 2015).

2.2.5.2.1 Estrobilurinas

Fungicidas que pertencem & classe das estrobilurinas atuam indiretamente na
interferéncia de diferentes processos da respiragdo mitocondrial, inibindo a transferéncia de
elétrons entre o citocromo b e o citocromo c1, no sitio Qo, afetando a produgdo de ATP
(FERNANDEZ-ORTUNO et al., 2008). As moléculas desta classe apresentam ac&o protetora,
ou seja, atuam antes que ocorra a infec¢do, impossibilitando a germinacdo dos esporos e a
penetracdo do fungo na cuticula da folha (BARTLETT etal., 2002). Em geral, apresentam baixa
acao penetrante, persistindo na superficie e primeiras camadas da folha, podendo ainda ocorrer
difusdo translaminar para algumas moléculas da classe.

O principal mecanismo de resisténcia de patdgenos a estrobilurinas consiste na
substituicdo de uma glicina por uma alanina na posicédo 143 de genes do cyt b (SCHMITZ et
al., 2014). Reducdes de sensibilidade foram confirmadas para diversos patdgenos, como
Plasmopara viticola Berk. & M.A. Curtis, causador do mildio da videira na Europa
(TOFFOLATTI et al., 2011), Magnaporthe oryzae B.C. Couch em regibes produtoras de trigo
no Brasil (CASTROAGUDIN et al., 2015), Cercospora sojina Hara. em éreas de producéo de
soja no Estados Unidos (STANDISH et al.,, 2015), além de P. pachyrhizi no Brasil
(KLOSOWSKI et al., 2016; SCHMITZ et al., 2014).

2.2.5.2.2 Triazois

Os fungos apresentam na composicdo da membrana celular lipidios e proteinas. No
caso de mamiferos, o lipidio é o colesterol e para fungos verdadeiros, o lipidio € o ergosterol.
O ergosterol € produzido através da acdo catalitica de Acetil-CoA que utiliza como precursor o
lanosterol. De forma simples, fungicidas do grupo quimico dos triazdis atuam inibindo a

biossintese de ergosterol. O resultado é o rompimento e extravasamento de solutos iénicos.
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Os triazois podem ser classificados como inibidores da desmetilagdo do C14 e os
inibidores de A®7 isomerase e A redutase. Os mecanismos que conferem reducéo de eficiéncia
dos fungicidas DMI sdo complexos, e podem estar associados a (i) mutacdes nos genes CYP51,
que conferem superexpressdo de genes e metabolizacdo do fungicida para P. pachyrhizi
(SCHMITZ et al., 2014) e outros fungos (COOLS et al., 2012; ESQUIVEL; WHITE, 2017,
LEROUX et al., 2007; NIKOU et al., 2009; STAMMLER et al., 2009), (ii) pontos de mutacéo
como F120L, 1145F e 1475T que inibem a acdo do fungicida no lanosterol e (iii) através da
melhora da atividade de transporte que reduz a concentracgéo intracelular do fungicida (COOLS;
HAWKINS; FRAAIJE, 2013; COOLS; FRAAIJE, 2013). As mutagdes que conferem menor
sensibilidade aos DMI podem ocorrer inimeras vezes no gene CYP51 conferindo complexas
interagdes.

Segundo Parker et al. (2014) as mutagdes encontradas em fungos fitopatogénicos séo
semelhantes as identificadas em fungos causadores de doencas em seres humanos, como
Candida albicans Berkhout e Aspergillus fumigatus Fresen. Os autores citam que a selecdo de
individuos resistentes desses fungos pode ter sido favorecida ou acelerada pelos produtos
utilizados na agricultura. Apesar dos fungicidas DMI serem as moléculas mais usadas na
medicina e agricultura, Fisher et al. (2018) e Hollomon (2017) citam que essa associacao é
improvavel.

Em funcéo destas caracteristicas, a resisténcia a triazdis € conhecida como quantitativa
ou continua (BRENT; HOLLOMON, 2007; COOLS et al., 2011; COOLS; FRAAIJE, 2013),
ou seja, a eficiéncia de controle vai reduzindo gradualmente. O exposto foi observado em
resultados de ensaios de campo no Brasil, quando a eficiéncia de controle de triazdis no controle
de ferrugem asiatica apresentou reducdo na safra 2007/08 e com reducdes sucessivas ao longo
das safras (GODOQY et al., 2016). Concomitante, Xavier et al. (2015) observaram varia¢des na
concentragdo efetiva 50 (CEso) de fungicidas triazdis entre isolados de P.pachyrhizi de
diferentes regides do Brasil. O mesmo comportamento foi observado em estudo de
monitoramento desenvolvido por Braga et al. (2020) entre populac6es do fungo P. pachyrhizi
do Brasil e Paraguai submetidas ao fungicida protioconazol, com valores de CEso variando de
0,05 mg L' a 1,04 mg L. De acordo com os autores houve alteragdo da sensibilidade ao ativo
protioconazol.

Seguindo a mesma abordagem, a sensibilidade de P. pachyrhizi aos DMIs de primeira
geracdo como o tebuconazol, ciproconazol, epoxiconazol, metconazol e outros triazdis, também
apresentaram reducdo ao longo das safras (SCHMITZ et al., 2014; XAVIER et al., 2015;

JULIATTI et al., 2017). A presséo de selecdo resultante de varios anos de extensas e frequentes



26

aplicagcdes de triazdis no controle de doengas podem ter desencadeado o surgimento de
patdgenos resistentes/menos sensiveis. A reducdo de sensibilidade foi associada a alteracoes
pontuais e especificas, como mutagdes na enzima 14-a- desmetilase dependente do citocromo
P450 (CYP51) que codifica a proteina alvo dos IDMs.
Para o fungo Corynespora cassiicola Berk. & M.A. Curtis em soja, em pesquisas realizadas em
2011 e 2017, isolados de C. cassiicola foram considerados moderadamente resistente ao
fungicida ciproconazol. A maioria dos isolados (94%) néo foi sensivel (EC50> 1,0 ug mL-1)
ao ciproconazol (AVOZANI; REIS; TONIN, 2014; TERAMOTO et al., 2017) Em gramineas,
estudos com patdgenos vegetais associados a culturas de cereais, como Erysiphe graminis DC
na cevada e trigo(BUCHENAUER; HELLWALD, 1985) e Mycosphaerella graminicola
(Fuckel) J. Schrot (BRUNNER; STEFANATO; MCDONALD, 2008)e Parastagonospora
nodorum (Berk.) Quaedvl., Verkley & Crous (PEREIRA; MCDONALD; BRUNNER, 2017) e
Pyricularia sp. em trigo (DORIGAN et al., 2019) apresentaram reducéo de sensibilidade e baixa
eficiéncia de controle. Grimmer et al. (2015) expdem em seu levantamento, que a ocorréncia
de resisténcia a triazois no controle do fungo Blumeria graminis f. sp. hordei em cevada ocorreu
trés anos apds a introducdo do produto no mercado.

No cenario atual, nota-se que para controle de ferrugem asiatica, todos os grupos de
fungicidas sitios-especificos registrados até julho de 2019 ja tém reducdo de eficiéncia no
controle da doenca, com excecéo das morfolinas, que atuam em multiplos sitios na biossintese

do ergosterol.

2.2.5.2.3 Carboxamidas

Introduzido comercialmente no Brasil em 2013, ingredientes ativos da classe das
carboxamidas tem uma historia recente no controle de P. pachyrhizi (FRAC, 2017). Fungicidas
desta classe sdo conhecidos como inibidores da succinato desidrogenase (Succinate
dehydrogenase inhibitor- SDHI). Atuam na inibicéo da respiracao fangica bloqueando os locais
de ligacdo a ubiquinona no complexo mitocondrial 11, interferindo no transito de elétrons que
atuam na fosforilacdo oxidativa (AVENOT; MICHAILIDES, 2010a). Os autores citam que 0
uso continuo de SDHIs podem resultar na rapida selecdo de individuos resistentes, além da
reducdo de performance dos fungicidas.

Apesar da introducéo recente, populagdes de P. pachyrhizi com sensibilidade reduzida
aos compostos SDHI foram relatadas na safra 2016/17 (FRAC, 2017; GODOY et al., 2017;

SIMOES et al., 2018). A succinato desidrogenase é composta por quatro subunidades proteicas
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codificadas nucleares (A, B, C, D) (AVENOT; MICHAILIDES, 2010b; HORSEFIELD et al.,
2006; HUANG; MILLAR, 2013). As unidades A e B estao imersas na matriz mitocondrial e
sdo hidrofilicas. J& as subunidades C e D s&o hidrofdbicas e estdo ancoradas na membrana das
cristas mitocondriais (SIEROTZKI; SCALLIET, 2013). At¢ o momento, mutacfes que
conferem menor sensibilidade a SDHIs foram encontrado nas subunidades B, C e D (DOOLEY
etal., 2016; STAMMLER et al., 2015).

Populagdes de P. pachyrhizi coletadas no Brasil durante as safras de 2015 e 2016 com
menor sensibilidade aos grupos de fungicidas SDHI apresentaram alteracdo na subunidade C.
Foi observada a substituicdo do aminoéacido isoleucina por fenilalanina na posicéo 86 (C-186F)
(SIMOES et al., 2018). De acordo com os resultados apresentados por Mello et al. (2021), é
possivel haver outras mutacbes em P. pachyrhizi que conferem menor sensibilidade a
carboxamidas.

O mesmo ocorreu para populactes de Alternaria alternata (Fr.) Keissl, A. solani Ellis
& G. Martin, Botrytis cinérea Pers, C. cassiicola, Didymella tanaceti Pethybr. & F.S. Hay , M.
graminicola, Podosphaera xanthii (Castagne) U. Braun & Shishkoff, Ramularia collo-cygni B.
Sutton & J.M. Waller, Rhizoctonia solani J.G. Kihn, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary,
em que mutacdes que conferem resisténcia a carboxamidas foram encontradas nas subunidades
B, C e D da succinato desidrogenase (AVENOT; LUNA; MICHAILIDES, 2019; AVENOT,;
MICHAILIDES, 2007; AVENOT; MICHAILIDES, 2010b, 2020; GUTIERREZ-ALONSO et
al., 2017; ISHIl etal., 2011; Ll etal., 2019; METZ et al., 2019; MIYAMOTO; ISHII; TOMITA,
2010; NOTTENSTEINER; ABSMEIER; ZELLNER, 2019; PEARCE et al., 2019; REHFUS et
al., 2019; SCALLIET et al., 2012; SHIMA et al., 2009; TOFFOLATTI, et al., 2020;
VELOUKAS; MARKOGLOU; KARAOGLANIDIS, 2013; WANG et al., 2015; WANG;
DUAN; ZHOU, 2015; ZHAO et al., 2019; ZHU et al., 2019).

A ocorréncia de uma mutacdo especifica pode conferir diferentes respostas a
ingredientes ativos do mesmo grupo quimico (ISHII, Hideo et al., 2016). Isolados de A.
alternata com mutacdo sdhB-H277Y foram sensiveis ao fluopiram e altamente resistentes ao
boscalid e isopirazam (MALANDRAKIS et al., 2018). Para M. graminicola em trigo, Scalliet
et al. (2012) identificaram de 27 substituicdes de aminoacidos distribuidas nas subunidades B,C
e D. As alteracbes apresentaram diferentes respostas a cinco SDHIs. Essas alteracGes
conferiram alteracbes na viruléncia do fungo em testes em plantas, mas ndo apresentaram

variacao nos testes com crescimento micelial e producéo de conidios.

2.2.5.2.4 Ditiocarbamatos
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Até a década de 60, os fungicidas usados para o controle de doenca de plantas eram
compostos por multissitios como sulfurados, cobreados e ditiocarbamatos, que atuam em
diversos sitios e interferem em varios processos metabolicos. Por apresentar essas
caracteristicas, casos de resisténcia sdo raros. Os ditiocarbamatos séo utilizados desde 1930
para o controle das doencas na agricultura. Mancozebe é o principal representante desse grupo,
utilizado tanto para o tratamento de sementes quanto para controle de mais de 400 doengas em
aproximadamente 100 géneros de plantas.

Em decorréncia dos diversos eventos de reducgéo da eficiéncia e resisténcia ao fungo
P. pachyrhizi a grupos quimicos que apresentam acao especifica, a introducao de fungicidas
multissitios no manejo da FAS tornou-se uma opc¢ao no manejo de resisténcia (GODOQY et al.,
2015). Alem disso, a associacdo de fungicidas multissitios como mancozebe e clorotalonil
podem auxiliar na eficiéncia de controle e evitar reducdes de produtividade (FANTIN et al.,
2015). Reis et al. (2019) citam que a adigdo de multissitios a misturas de sitio especifico
aumentaram a eficiéncia de controle de manchas foliares em trigo de 44% para 80%. Da mesma
forma, a eficiéncia de controle respondeu ao aumento das doses e reducgéo do intervalo entre
aplicacOes (REIS; ZANATTA; FORCELINI, 2019).

Apesar dos beneficios do uso de multissitios no manejo anti-resisténcia
(HOLLOMON, 2012), caracteristicas do produto como preparo da calda séo desafios para o
uso dos ditiocarbamatos. Em geral, os multissitios apresentam acéo de contato ou protetiva, ndo
sendo absorvido pela planta. Em funcéo disso, o produto deve ser distribuido no hospedeiro
para garantir a protecdo. Para assegurar a cobertura de toda a area saudavel que requer protecao,

caracteristicas relacionadas a tecnologia de aplicacdo devem ser avaliadas.

2.2.6 Tecnologia de Aplicacdo de Produtos Fitossanitarios

De forma geral, Berger, (1977) cita que, do ponto de vista epidemioldgico do manejo
de doencas, trés estratégias podem ser utilizadas: eliminar o indculo, reduzir a taxa de progresso
da doenca e alterar o periodo e tempo de exposicdo do hospedeiro ao patdgeno. Dentre as
estratégias citadas, o controle quimico tem o objetivo de reduzir ou eliminar fontes de indculos,
prevenir infeccdo e paralisar processos de infeccdo e colonizacdo (REIS; REIS; CARMONA,
2010). Para que isso ocorra é necessario que a deposicdo (area em que o produto € depositado
na planta) e cobertura (area efetiva de acdo apds redistribuicdo) do produto atinjam todos os

sitios de infeccdo e 6rgdos suscetiveis.
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No geral, a qualidade de uma aplicacdo pode ser aferida atraves de diferentes variaveis
ligadas a avaliacdo da aplicacdo (cobertura, deposicdo, penetracdo, absorcao) e a avaliagdo de
controle (nivel de controle de um determinado agente nocivo). Entre os principais fatores que
alteram a qualidade da aplicagdo estdo o nimero e tamanho de gotas, porcentagem de cobertura
e indice de area foliar (1AF).

O numero e tamanho de gotas sdo comumente avaliados através da contagem e
avaliacdo do tamanho médio de gotas depositadas em papel sensivel distribuido em diferentes
alturas do dossel ou medidos na propria planta. A avaliacdo pode ser realizada por softwares
especificos de processamento de imagens como Conta-Gotas® e Assess 2.0 (American
Phytopathological Society, Saint Paul, USA). A porcentagem (%) de area coberta representa a
proporcao da folha ou alvo que foi coberta pelo produto aplicado. A porcentagem de cobertura
ideal varia de acordo com o produto utilizado e ao avaliar a porcentagem de cobertura,
caracteristicas como penetracdo e mobilidade do produto devem ser consideradas.

A eficiéncia em atingir o alvo pode ser influenciada por fatores que abrangem desde
as caracteristicas quimicas do produto utilizado como modo e mecanismo de acéo, tipo de
formulacdo, pH da &gua utilizada, misturas de tanque com outros produtos fitossanitarios,
adjuvantes e fertilizantes, até condi¢des edafoclimaticas como velocidade de operacéo, desgaste
do sistema de pulverizacdo, entre outras. Esses fatores comprometem principalmente a
distribuicdo da solucédo aplicada no dossel.

Avaliando cobertura e deposicdo na porc¢do superior, média e inferior do dossel de
soja, Graziano et al. (2017) observaram que bicos de pulverizagdo com tamanhos finos de
goticulas proporcionavam maior cobertura e deposi¢do na porcdo média e superior do dossel,
para as pulverizacdes realizadas pela manha. Quando comparadas as goticulas grosseiras, as
goticulas finas aumentaram a cobertura foliar e ndo interferiram nas perdas para o solo. O
mesmo foi observado por Debortoli et al. (2012) avaliando espectro de gotas de pulverizacéo
ideal para o controle da ferrugem asiatica em cultivares com diferentes arquiteturas de planta.
O espectro de gotas fino proporcionou boa deposicdo, controle da doenca e produtividade,
independentemente da cultivar avaliada. Comparando diferentes configuracdes de bico de
pulverizacdo para o controle da ferrugem asiatica, Wolf et al. (2008) encontrou diferencas
significativas entre os tratamentos na quantidade de cobertura obtida no fundo do dossel de
soja. Resultado semelhante foi observado por Duréo et al. (2017) onde o bico de pulverizacéo
plano de pré-orificio simples, que gera goticulas de tamanho médio forneceu o menor area
abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) comparado aos demais bicos, bem como o

uso de fungicida refletido no rendimento de gréos, que foi em média 288% maior que o obtido
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pelo controle sem aplicagdo de fungicida.

Aplicacdes de fungicidas devem vencer a barreira imposta pela massa de folhas,
objetivando promover melhor cobertura nessa parte da planta. Trabalhos indicam maior
eficiéncia de fungicidas pulverizados com assisténcia de ar, principalmente quanto a penetracdo
da calda no dossel das partes inferiores das plantas de soja (PRADO et al., 2010). Além disso,
a assisténcia de ar proporcionou maior produtividade da soja, diferindo da pulverizacdo
convencional (sem assisténcia de ar) e testemunha (plantas ndo tratadas) (CHRISTOVAM et
al., 2010; AGUIAR JUNIOR et al., 2011). Em contrapartida, na parte superior das plantas os

maiores niveis de depdsitos foram encontrados em pulverizages sem assisténcia de ar.

2.2.7 Resisténcia de fungos a fungicidas e Custos bioldgicos

A resisténcia de fungos a fungicidas, em questdes praticas, pode ser dividida em dois
conceitos: molecular, que diz respeito as alteragdes no DNA que conferem menor sensibilidade
do patdgeno a um ou mais ingrediente ativos; e resisténcia no sentido da dindmica populacional,
que representa as mudancas na frequéncia da populacdo e consequentemente falhas no controle
através da aplicacdo de fungicidas e prejuizos econémicos.

Segundo Fungicide Resistance Action Committee (FRAC), resisténcia é uma alteracédo
herdavel e estavel de um fungo em resposta a aplicacdo de um fungicida, que resulta na reducgéo
da sensibilidade ao produto. Termos como reducéo de sensibilidade ou tolerancia séo utilizados
quando ha reducéo da eficiéncia do fungicida, ndo apresentando consequéncias significativas
em relagdo a sua utilizagdo. Ja o termo “resisténcia” ¢ aplicado quando ha significativa perda
de eficacia da molécula, e comprometimento comercial (BRENT; HOLLOMON, 2007). Na
presente tese, o termo “individuos resistentes” foi adotado para expressdo da reducdo de
sensibilidade.

Os fungicidas penetrantes-moveis, sitio-especificos, tém apresentado vida efetiva
curta, isto €, o numero de safras consecutivas em que o tratamento com fungicida manteve
controle efetivo da doenca (ISHI; HOLLOMON, 2015). Pode ser um tanto quanto sensato dizer
que para todos os ingredientes ativos disponiveis no mercado para controle de fungos, ja
existam individuos resistentes, ou seja, individuos que apresentam alteracdes moleculares que
0s tornam insensiveis ou menos sensiveis. Os questionamentos sdo: Esses individuos
apresentam capacidade de sobreviver as condi¢cdes de campo (temperatura, umidade, radiacéo,
etc.)? Sdo capazes de competir por recursos com individuos sensiveis e outros individuos

(outros géneros e espécies)? A frequéncia desses individuos os permite prosperar/manter ou
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correm risco de serem extintos? Em caso de sucesso, a frequéncia de individuos resistentes na
populacéo é passivel de identificagdo?

Todas essas questdes estdo ligadas a dindmica da populacéo. O sucesso ou fracasso de
uma populacao, seja ela qual for, esta relacionado a sua capacidade de obter recursos. Hawkins
e Fraaije (2018) citam que a emergéncia e posterior selecdo desses individuos estd na
capacidade de competicdo deles com outros individuos na presenca ou ndo de fungicidas. Uma
populacdo pode emergir e ser selecionada e ndo persistir (GILLIGAN; VAN DEN BOSCH,
2008)

Em geral, a comparacdo entre as caracteristicas que definem o sucesso de uma
populacao é realizada através da analise de componentes bioldgicos como crescimento micelial,
periodo de incubacdo e laténcia, severidade, taxa de infeccdo, niUmero de esporos produzidos,
entre uma populacdo sensivel e resistente. A diferenca entre as populagdes pode ser chamada
de custo adaptativo, custo bioldgico, “fitness penalty” ou “fitness cost”. No presente trabalho
utilizaremos o termo penalidade biologica ou “fitness cost”.

Grimmer et al. (2015) desenvolveram um sistema de avaliagdo de risco, adotada pela
FRAC, que considera as caracteristicas biologicas dos patégenos como periodo latente, taxa
aparente, producdo de esporos sexuais e assexuais, mono ou policiclico entre outras para
atribuir notas de risco de resisténcias a ingredientes ativos. No trabalho de Klosowski et al.
(2016a) a frequéncia de isolados com alteracdo em CYP51 reduziu ao longo de cinco ciclos,
quando combinados a isolados selvagens. Os resultados sugerem alteracdes biologicas
conferidas pelas mutacdes.

As moléculas oriundas do Phenylpyrroles (metabolito secundario produzido por
Pseudomonas pyrrocinia), como o fungicida fludioxonil registrado para o controle de diversos
fungos, estdo no mercado ha mais de duas décadas e raros casos de resisténcia no campo foram
relatados até entdo (KILANI; FILLINGER, 2016). Segundo os autores, isso pode ser resultado
dos custos biologicos necessarios para que haja sucesso em uma populacdo, visto que 0s
fungicidas dessa classe provocam sérios distarbios fisiologicos como hiperpolarizacdo da
membrana, alteracbes no metabolismo do carbono e acimulo de metabdlitos, levando ao
inchaco e explosdo da célula.

Pouco se sabe sobre o custo bioldgico de populacdes mutantes do fungo P. pachyrhizi.
Caso exista, a alteracdo de quaisquer parametros relacionados ao ciclo do patdgeno pode afetar
completamente o progresso da doenca. Como exemplo, para a ferrugem asiatica da soja,
Melching; Bromfield e Kingsolver (1979) avaliaram em condi¢Oes de casa de vegetacdo o

nimero de esporos produzidos por lesdo de isolados de Taiwan, india, Australia e Indonésia.
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Os autores estimaram a producéo de 2028, 3769, 6268 e 6600 uredinidsporos por lesdo™ dia?,
para isolados da Austrélia, India, Indonésia e Taiwan, respectivamente. Houve reducdo na
producédo de urediniésporos com o passar dos dias apos a inoculagdo. Em estadios avancados
de desenvolvimento, o numero de conidios de Cladosporium fulvum Cooke por centimetro
quadrado de folha de tomate infectada pode ultrapassar 17 mil (VELOUKAS et al., 2007).
Cerca de sete dias ap0s a infeccdo o fungo Pseudoperonospora cubensis Berk. & M.A. Curtis
pode produzir até 195 mil esporangios por centimetro quadrado de folha de pepino infectada
(WANG et al., 2009). A sarna da batata, causada pelo oomiceto Phytophthora infestans pode
produzir de 50 a 117 mil esporangios por centimetro de haste infectada de uma planta de batata
(JOHNSON; CUMMINGS; GEARY, 2000).

2.3 SIMULACAO DE DOENCAS DE PLANTAS

2.3.1 Historico

O uso de modelos de simulagdo de doencas tem inicio na década de 60 com os estudos
de Van der Plank (CASTLE; GILLIGAN, 2012; CUNNIFFE et al., 2015; GUSTAFSSON,;
STERNAD, 2016; MAANEN; XU, 2003). Os conceitos propostos pelo autor serviram de base
para diversos outros modelos subsequentes. Teng (1985) cita que um dos primeiros esforcos
para desenvolvimento de simula¢des computacionais de epidemias de doencas em plantas foi
realizado pelos grupos da Connecticut Agriculture Experiment Station, liderados por P.E.
Waggoner e J.G. Horsfall, e da Agricultural University, Wageningen, liderados por J.C.
Zadocks, na década de 1960. Um dos primeiros programas de simulacdo de doencas foi
desenvolvido em 1969 por Waggoner e Horsfall e nomeado de EPIDEM (WAGGONER,;
HORSFALL, 1969). A programacao utilizada no modelo foi a “Fortran IV”. O modelo simula
o ciclo do fungo A. solani, causador da pinta preta do tomate e batata, e considera condi¢des
ambientais de temperatura e orvalho para o calculo do desenvolvimento/progresso da doenca.
Para elaboracéo e validacdo do modelo, os autores utilizaram dados de ocorréncia de epidemias
de A. solani de cinco anos em uma fazenda proxima da cidade de New Haven, Estados Unidos.
Nos anos seguintes foram criados modelos de simulagéo de epidemia de Cercospora “blight of
celery” (CERCOS), helmintosporiose do milho causada pelo fungo Helminthosporium maydis
Brond. (EPICORN), e sarna da macad causada por Venturia inaequalis (Cooke) G. Winter
(EPIVEN) (AGRIOQOS, 2005).

O primeiro modelo de simulacdo desenvolvido para simular a epidemia de ferrugem

asiatica da soja foi criado por Yang; Dowler e Tschanz (1991). Os autores utilizaram dados de
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72 ensaios, conduzidos entre os anos de 1980 e 1981 em Taiwan. O modelo foi denominado
SOYRUST (Figura 3). O objetivo que moveu o desenvolvimento do modelo foi avaliar o
possivel potencial impacto da ferrugem asiatica na producédo de soja dos Estados Unidos.
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Figura 2 — Diagrama do modelo de simulacdo de epidemia de ferrugem asiatica. As caixas
retangulares representam os componentes relacionados ao patdégeno e hospedeiro, e o0s circulos
representam as condi¢Ges ambientais.

Fonte: Yang; Dowler; Tschanz (1991).

No modelo os autores utilizaram a idade fisiologica da planta cumulative physiological
day (X) como a unidade de tempo ou driving variable. O desenvolvimento do hospedeiro e do
patogeno sdo influenciados ou regulados pela temperatura maxima, minima e 6tima, e 0s
valores adotados foram obtidos da literatura. Para definir o crescimento de plantas, os autores
utilizaram resultados de 13 ensaios ajustados a uma funcao de regressdo. Nesse caso, foram
adotadas apenas duas cultivares (TK5 e G8587) e assim os valores e a equacdo podem sofrer
alteracdes caso sejam consideradas outras cultivares, de acordo com o ciclo de maturacédo entre
outros. A equacdo da taxa de infeccdo foi desenvolvida com base nos dados de Marchetti
(1976). O numero de sitios latentes (R2) e o nimero de sitios senescentes (R3) por dia foi
desenvolvido por Yeh et al. (1982), citado por Yang; Dowler e Tschanz (1991).

No mesmo sentido, um modelo mais recente, criado por Rodrigues et al. (2012) e
denominado CROPGRO, simula o crescimento e produtividade de diferentes genétipos da soja
influenciados pela incidéncia de ferrugem asiatica. Nos Gltimos anos houve um processo de
intenso estudo de processos algébricos para a modelagem e andlise de sistemas bioldgicos

(BARTOCCI; LIO, 2016). Os autores comentam que 0 motivo é que sistemas bioldgicos podem
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ser considerados como sistemas reativos simultaneos ou sistemas de concorréncia simultanea
(concurrent reactive systems), em que as espécies podem ser modeladas através de processos
interativos entre elas. A premissa permite a tradu¢cdo em modelos computacionais e a criagéo
de novas linguagens e dominios de programacao. Entre eles o uso de redes neurais, logica fuzzy,
sistemas bayesianos, sistemas network, entre outros (ALVES et al., 2011; FIGUEIREDO et al.,
2019; KIM; WANG; YANG, 2005; SANATKAR et al., 2015; YANG; GUO, 2017).

2.3.2 Definig0es e Conceitos

A epidemiologia € a ciéncia que a estuda o desenvolvimento de doencas e avalia
numericamente o progresso da doenca ao longo do tempo e espaco. A doenca é resultado da
interacdo de um grande numero de fatores relacionados ao ambiente, patégeno e hospedeiro
(WOLF; ISARD, 2007; WAGGONER; HORSFALL, 1969). Uma forma de predizer a
influéncia dessas interagdes é atraves de modelos de simulacgéo.

Basicamente, os modelos de simulagdo consistem em uma representacéo simplificada
de um sistema real. (WALLACH et al., 2019b) definem/caracterizam a simula¢cdo como uma
solugdo numérica do modelo de um sistema para produzir nimeros que representam o sistema
real no tempo e que os resultados sdo simplificacbes da realidade e ndo exatamente o
comportamento do sistema real. Nesse contexto, Gustafsson e Sternad (2016) citam que o
intuito de qualquer modelo é permitir a descricdo/representacdo simplificada de aspectos
importantes do sistema estudado. Dessa forma, o objetivo € entender como as caracteristicas
influenciam o desenvolvimento da doenca e permitir a criacdo de estratégias de controle
(CASTLE; GILLIGAN, 2012; GILLIGAN, 2002; MAANEN; XU, 2003).

Os modelos de simulacdo sdo definidos de acordo com o seu objetivo e podem ser
divididos em trés categorias, descritivos, preditivos e conceituais. Porém, podem ser vistos ou
classificados de outras formas, como HAU (1990) que classifica modelos em analiticos, que
sdo usados para avaliar a epidemia em termos tedricos, e modelos de simulacdo, usados para
representar a realidade através da influéncia de fatores ambientais. Ja Wallach et al. (2019a)
compreende modelos em duas formas, um sistema de equacgdes diferenciais que descrevem a
dindmica do sistema e outra como conjunto de equacfes que descrevem como as respostas de
interesse sdo alteradas pelas varidveis explanatorias em um tempo especifico.

Modelos descritivos sdo criados para o entendimento e auxilio na criacdo de novas
estratégias. J& os modelos conceituais sdo construidos como representagdes dos sistemas

bioldgicos e raramente utilizam sistemas complexos de simulagdo (MAANEN; XU, 2003).
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Modelos preditivos sdo formados por componentes e subcomponentes. Cada subcomponente é
formada por diferentes estagios em diferentes situagbes ou condi¢des. Apesar de modelos serem
uma representacdo genérica da realidade, sempre existem perdas de informacdo quando um
sistema real € representado em um modelo de simulacéo. De fato, 0 modelo ndo fornece uma
descricdo completa do sistema, e sim, apenas as partes essenciais para explicar o
comportamento e finalidade (TENG, 1985).

O grau de erro envolvido na modelagem depende da quantidade de informacao
perdida, ou quantas partes essenciais do sistema sdo ignoradas no modelo. Em geral, os modelos
sdo muito complexos, e por isso é necessario o desenvolvimento de hipoteses para simplifica-
los e facilitar o entendimento. Yang; Dowler e Tschanz (1991) citam que o desenvolvimento
de modelos é baseado na compreensdo completa da doenca e requer o uso de informacdes
abrangentes sobre o hospedeiro, patdgeno e meio ambiente. Por conta disso € recomendado a
incorporacdo de informacdes praticas e observaces de campo (GILLIGAN, 2002). Nesse
contexto, € necessario que sejam feitas assumptions, que sdo condi¢Ges ou variaveis que o0
desenvolvedor considerou ou ndo nos modelos.

Wallach et al. (2019a) citam o desenvolvimento de um modelo para crescimento da
planta que considera consideram que a temperatura e umidade no dossel da planta é a mesma
que a do ambiente. Os autores comentam que esse assumption foi tomado por acreditar que a
influéncia de outros fatores é relativamente pequena quando comparada a outros e que isso pode
ndo ser aplicado em outros modelos. Como exemplo, segundo Asseng et al. (2013), diferentes
equacOes e assumptions foram utilizados em 27 modelos para simular o desenvolvimento de
trigo, sendo que a diferenca esta em quais fatores explicam o crescimento da cultura.

Os modelos sdo compostos por sistemas formados por diversos componentes e que
devem ser delimitados. De acordo com o objetivo do modelo, os limites e caracteristicas dos
sistemas serdo determinados. Hau (1990) explica que a base para o desenvolvimento da maioria
dos modelos € a cadeia de infeccdo do patdgeno, em que cada fase do ciclo de vida do patégeno,
como infec¢do, incubacao etc., sdo modelados separadamente e depois combinados. Os autores
enfatizam que o objetivo nesse tipo de modelagem é estudar/identificar a influéncia de variaveis
como temperatura, umidade, molhamento e traduzi-las matematicamente. Um exemplo disso
sdo os modelos desenvolvidos por (CAROLAN et al.,, 2017; CUNNIFFE et al., 2012;
CUNNIFFE et al., 2015; ELDERFIELD et al., 2018; GONZALEZ-DOMINGUEZ et al., 2020;
HOBBELEN et al., 2011; HOBBELEN et al., 2013; SEGARRA; JEGER; VAN DEN BOSCH,
2001).

2.3.4 Modelos SIR e SLIR
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Os primeiros modelos de simulacdo de doencas foram desenvolvidos na &rea da
medicina para estudar a transmisséo de variola e foi idealizado por Daniel Bernoulli, em 1790.
Contudo, a formalizacdo das equacdes basicas iniciou muitos anos depois com os trabalhos de
Hammer, em 1906, que descreveram que a epidemia depende de fatores como numero de
individuos suscetiveis e infectados além da taxa de contato entre infectados e suscetiveis. As
informac@es influenciaram o desenvolvimento de modelos matematicos SIR (Suscetivel -
Infectado - Recuperado) por Kermack e McKendrick, em 1927. Os autores concluiram que um
namero pequeno de individuos infectados, mesmo em contato com individuos suscetiveis, ndo
é capaz de gerar uma epidemia. Esses modelos sdo conhecidos como modelos compartimentais
(classes). As classes variam de acordo com o estado do individuo. No modelo bésico o
individuo pode estar suscetivel (S) e quando entra em contato com o patogeno, ele se torna
infectado (1). Apos o tratamento, o individuo se torna recuperado ou removido (R). O modelo

pode ser esquematizado através do diagrama comportamental:

BSI v
Suscetivel IS) Infeccioso (l) Removido (R,

Figura x — Modelo esquematico de relacbes em modelos SLIR

A dindmica € descrita pelo sistema de equacdes diferenciais ordinais:

s -
dt B
ar_ SI — yI
It B 14
dR ;

ac 7

Em que S € o nimero de individuos suscetiveis, | € o nimero de individuos infecciosos e R € 0
numero de removidos. 8 corresponde a taxa de infec¢do, ou seja, a taxa de passagem do estado
suscetivel para infeccioso, e y ¢ a taxa de remocdo, passagem de infeccioso para removido. A
taxa de infeccdo S representa a transmissdo de individuos para estagio latente. O valor da taxa
considera a probabilidade de contato dos individuos a um sitio saudavel.

No modelo acima considera-se que o periodo latente ou de incubacdo do hospedeiro
apos ser exposto € muito pequeno e assim desprezivel. No caso de doengas de plantas causadas

por fungos, o periodo latente deve ser considerado. Assim, Kermack e Mckendrick (1927)
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propuseram o modelo SLIR, que apresenta o estado de laténcia ou incubacao.

BSI yI

Suscetivel (S) | ———— | Latente (L) B Infeccioso (1) * Removido (R)

Figura x — Modelo esquematico de relacfes em modelos SLIR
A dinamica € descrita pelo sistema de equacdes diferenciais:

ds _ SI
dt B

L
—7 = BSI = BSI/L
dI— SI/L 1

R _
ac 7

Os conceitos foram incorporados para os modelos de simulacéo de doencas de plantas.
Na revisdo publicada por Hau (1990), o autor cita que Jeger (1982) utilizou/defendeu um
sistema de equacdes diferenciais conectadas para diferentes categorias de tecido doente. No
trabalho o autor considera que o tecido (y) pode apresentar trés estados distintos. O autor usou
os parametros K1, K2 e K3 para descrever a taxa de infeccdo, laténcia e remocdo. K1 é analoga
a taxa aparente de infeccdo R de Vanderplank (JEGER, 1982). Posteriormente, Berger e Jones
incorporaram o crescimento do hospedeiro no modelo. O modelo apresenta parametro para
expansdo da lesdo (g) (BERGER; JONES, 1985)

2.3.3 Modelos de simulacéo resisténcia

A modelagem matematica pode ser considerada uma alternativa para estudos com o
manejo de resisténcia de fungos, sendo que o sucesso € o resultado do conhecimento nos
modelos biol6égicos e estimativa de seus parametros adequados (VAN DEN BOSCH,;
GILLIGAN, 2008).

O uso de fungicidas é a principal ferramenta efetivamente utilizada no manejo de
doencas de plantas por apresentar alta eficiéncia e praticidade. Apesar disso, o limitado numero

de moléculas disponiveis e a velocidade de lancamento de novos grupos de fungicidas, forcam
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a utilizacdo de ingrediente ativos com o mesmo modo de acdo, favorecendo a selecdo de
populagdes de patogenos resistentes (VAN DEN BERG; PAVELEY; VAN DEN BOSCH,
2016a; VAN DEN BOSCH et al., 2014b, 2014a).

As estratégias que envolvem o manejo de resisténcia abordam questdes relacionadas
ao namero de aplicagdes, combinacdo de diferentes tipos de ingrediente ativos e alteracdo da
dose (HOBBELEN; PAVELEY; VAN DEN BOSCH, 2014; LUCAS; HAWKINS; FRAAIJE,
2015; MIKABERIDZE et al., 2017; VAN DEN BERG; PAVELEY; VAN DEN BOSCH,
2016a; VAN DEN BOSCH, F. et al., 2011). Apesar disso, questdes como 0 aumento da dose e
reducdo da vida util de ingrediente ativo (VAN DEN BERG; PAVELEY; VAN DEN BOSCH,
2016a), combinacdo de ingrediente ativos com diferentes modos de acdo em misturas (VAN
DEN BOSCH et al., 2014b) e nimero de aplicacdes apresentam resultados contrastantes.

O processo de selecdo segundo Hobbelen et al. (2011) ocorre em duas fases. A
primeira é a fase de Emergéncia, caracterizada pela introducdo do modo de acéo (fungicida) a
uma populacao, ainda sensivel, que passa a sofrer mutacdes/selecdes. A fase seguinte inicia-se
quando a populacdo de individuos resistentes atinge nivel em que conseguem ter sucesso e
proliferar. Em seguida a fase de Selecdo ocorre quando a populacdo ja possui genotipos
resistentes e a aplicacao de fungicidas apenas seleciona os individuos.

A consolidacdo de uma populacdo resistente esta relacionada, entre outras, aos
parametros da epidemia. Dessa forma, a alteracdo de caracteristicas biologicas do patdgeno,
hospedeiro e ambiente podem determinar o sucesso ou fracasso da populacdo. Contudo, estudos
relacionados a parametros de populacdes resistentes sdo de dificil conducdo (MAVROEIDI;
SHAW, 2006) e os resultados obtidos podem nédo estar associados ou ser consequéncia dos
tratamentos. Nesse sentido, Hobbelen et al. (2011) citam que os modelos de resisténcia até 2010
ndo testavam formalmente seus resultados com resultados de estudos de campo e laboratério
para avaliar o poder preditivo dos modelos. Mikaberidze et al. (2017) através de modelos de
simulacdo estudaram o efeito de diferentes niveis de resisténcia do patdégeno e desvantagens
bioldgicas, como, por exemplo, menor taxa de infeccdo. Os autores concluiram que estes fatores
podem ser cruciais para a ocorréncia de uma populacdo resistente ou néo.

As estratégias de manejo de resisténcia de fungicidas visam retardar a evolugdo da
populacdo resistente, garantindo simultaneamente um controle eficaz da doenca no campo. Em
funcdo da variacdo na dindmica populacional entre a fase de emergéncia e a fase de selecdo, a
estratégia de manejo pode diferir entre as duas fases. A taxa de frequéncia de resisténcia na
populacdo do patdgeno aumenta em funcdo do aumento da dose do fungicida. Ja na fase de

emergéncia, 0 aumento nas doses pode atrasar o surgimento de populac@es resistentes (VAN



39

DEN BERG; PAVELEY; VAN DEN BOSCH, 2016a; VAN DEN BOSCH et al., 2011).

Em uma ampla revisdo sobre 0s principios que governam o manejo anti-resisténcia,
(VAN DEN BOSCH et al., 2014a) citam que a reducdo do coeficiente de selecdo (definido
como a diferenga entre a taxa per capita de aumento dos individuos sensiveis e resistentes) e o
tempo de exposicdo do agente patogénico ao fungicida reduz a sele¢do de resistentes. Hobbelen;
Paveley e Van den Bosch (2014) estudando a dindmica de resisténcia de Mycosphaerella
graminicola (Fuckel) J. Schrot observaram que a taxa de selecdo reduziu com o aumento da
dose do fungicida, contudo, a resisténcia ocorreu em um menor periodo.

Hobbelen et al. (2011) estudaram o efeito da aplicacdo de produto sitio especifico
aplicado sozinho ou em mistura com multissitios. Os autores concluiram que a vida util do
produto (tempo entre o lancamento no mercado e ocorréncia de resisténcia) de acao sitio
especifico foi maior quando aplicado em mistura com o fungicida multissitios, mesmo
utilizando o multissitios em baixas doses. A vida util do sitio especifico, quando utilizado em
mistura com mutlissitios, foi prevista em 12 anos, e 3 a 4 anos para 0 mesmo sitio especifico
aplicado sem mistura. Posteriormente, Van den Bosch et al. (2014a) avaliaram o efeito de um
fungicida sitio especifico com multissitios aplicados em mistura ou separados na fase de
emergéncia da resisténcia. Os resultados indicaram que a utilizacdo de misturas aumentou a
vida util do produto sitio especifico, quando comparado com a aplicacéo separada (quando cada
campo recebe um dnico fungicida alternadamente).

Apesar das evidéncias, ndo esta clara a relacdo entre a aplicacdo de produtos em
misturas ou alternadamente sobre a taxa de selecdo de resistentes. No caso de misturas de
fungicidas de sitio especifico e multissitios, o tempo para ocorréncia de resisténcia foi maior
quando utilizados altas doses dos fungicidas multissitios combinadas a menores doses dos
fungicidas sitio especificos (HOBBELEN et al., 2011; MIKABERIDZE; MCDONALD;
BONHOEFFER, 2014; VAN DEN BOSCH etal., 2011). Mikaberidze, Mcdonald e Bonhoeffer
(2014) citam que se ndo houve custo biolégico da mutacdo (“Fitness penalty”), 0 uso de
fungicidas de alto risco (sitio especifico) em misturas é justificado apenas pelo ganho em

eficiéncia de controle.
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3 ARTIGO A: MODELOS DE SIMULACAO DE RESISTENCIA DE Phakopsora
pachyrhizi A FUNGICIDAS SDHI

3.1 REsumoO

Modo de acéo, dose e tempo de exposicdo aos fungicidas séo fatores que podem ter acelerado
a taxa de selecdo de individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi e reduzido a eficiéncia de
controle da ferrugem asiatica da soja (FAS). Entre as estratégias para atrasar a selecdo de
individuos resistentes e prolongar a vida Util dos ingredientes ativos, misturas entre fungicidas
sitio especificos e multissitios, além de ajustes de dose, momento, nimero e época de aplicacdo
foram adotadas. O efeito dessas medidas na selecdo de individuos resistentes na populacao de
P. pachyrhizi é incerto. Modelos matematicos simulam a efetividade de medidas de controle na
selecdo de individuos resistentes fornecendo informacgdes para a tomada de decisdes
estratégicas no manejo de doengas de plantas. O objetivo do presente estudo foi desenvolver
modelos matematicos para avaliar aplicagdes de fungicidas do grupo dos inibidores da
succinato desidrogenase (SDHI) na selecdo de resistentes de P. pachyrhizi. Cenarios foram
desenvolvidos para (i) avaliar o efeito da frequéncia inicial de resistentes; (ii) nivel de
sensibilidade dos resistentes (shift); (iii) custo biologico da resisténcia e (iv) dose e nimero de
aplicagdes na selegdo de individuos resistentes a fungicidas SDHI. Modelos “Susceptible-
Latent-Infective-Removed” (SLIR) foram adotados. A variavel resposta adotada foi o tempo
necessario para que a frequéncia de individuos resistentes atingisse 50% (T50). Para cada
cenario foram simuladas 20 safras. O desenvolvimento dos modelos, ajuste de parametros, e
gréficos foram realizados com auxilio do software R. Os resultados apresentaram relacédo
inversa entre frequéncia inicial de resistentes e T50, da mesma forma o nivel de sensibilidade
dos resistentes (shift) governou a sele¢do. Houve acréscimo de 14, 8 e 5 safras quando o shift
passou de 50 para 90% em programas solo com uma, duas e trés aplicacGes de fungicida SDHI,
respectivamente. A pressao de selecdo imposta pelo aumento de um para trés do numero de
aplicacOes reduziu o T50. Da mesma forma, o aumento da dose de SDHI favoreceu a selecédo
de resistentes. A penalidade bioldgica de um dia no periodo latente de individuos resistentes
prolongou o T50 em duas safras. Penalidades de trés e cinco dias prolongaram o T50 em 16
safras. O tempo entre introducdo e resisténcia esta relacionado com a sensibilidade dos
individuos resistentes e 0 momento em que as medidas de manejo sdo adotadas. A penalidade
bioldgica de individuos resistentes prolongou a vida util do SDHI e mostrou ser limitante. Os
resultados sugerem que a adocdo de medidas anti-resisténcia deve ser planejada antes do
lancamento do ingrediente ativo e a vida util do produto varia de acordo com o grau de
resisténcia. Os modelos podem auxiliar pesquisadores a entender a selecdo de individuos
resistentes através da aplicacdo de SDHIs.

Palavras-chave: Carboxamidas. Epidemiologia. Equacdo diferencial. Ferrugem asiatica da
soja. Resisténcia.
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ARTICLE A: RESISTANCE SIMULATION MODELS OF Phakopsora pachyrhizi TO
FUNGICIDES

3.2 ABSTRACT

Mode of action, dose, and exposure time to fungicides are factors that may have accelerated the
resistance selection rate of Phakopsora pachyrhizi, and, consequently, reduced efficiency of
products in the field. Mixtures of specific and multisite fungicides, dose, timing, and the
number of applications were strategies adopted to delay the selection and prolong the useful
life of the active ingredients. The effect of these measures on the selection of resistant
individuals in the population is uncertain. Mathematical simulation models can predict the
effectiveness of control measures in the selection of resistant individuals providing information
for making strategic decisions in the management of plant diseases. The objective of the present
study was to develop mathematical models to evaluate applications of fungicides from the
group of succinate dehydrogenase inhibitors (SDHI) in the selection of P. pachyrhizi resistance.
Scenarios were developed to (i) assess the effect of the initial frequency of resistance; (ii) the
sensitivity level of the resistors (shift); (iii) biological cost of resistance and (iv) dose and the
number of applications in the selection of individuals resistant to SDHI. Susceptible-Latent-
Infective-Removed (SLIR) models were adopted. The response variable adopted was the
time/period required for the frequency of resistance to reach 50% (T50). For each scenario, 20
harvests were simulated. The development of models, adjustment of parameters, and graphs
were performed with the aid of software R. The results showed an inverse relationship between
the initial frequency of resistors and T50, in the same way, the level of sensitivity of the resistors
(shift) governed the selection. There was an increase of 14, 8, and 5 seasons when the shift went
from 50 to 90% in solo programs with one, two, and three applications, respectively. The
selection pressure imposed by increasing the number of applications from one to three reduced
T50. Likewise, the increase in the dose of SDHI increase the selection of resistant individuals.
The one-day biological penalty in the latent period prolonged T50 in two seasons. Penalties of
three and five prolonged T50 in 16 seasons. The time between introduction and resistance is
related to the sensitivity of resistant individuals and the moment when the measures are adopted.
The biological penalty of resistant individuals prolonged the life of the SDHI and proved to be
limiting. The results suggest that the adoption of anti-resistance measures should be planned
before the launch of the active ingredient and the product's life varies according to the degree
of resistance. The models can help researchers understand the selection of resistant individuals
through the application of SDHIs.

Palavras-chave: Asian Soybean Rust. Carboxamide. Epidemiology. Differential equations.
Resistance.
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3.3 INTRODUGAO

O uso de fungicidas para controle de doencas de soja no Brasil sofreu grandes
mudancas com a presenca da ferrugem asiatica, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi
Syd. & P. Syd. Até entdo, recomendacbes de manejo de doencas na cultura raramente
apresentavam mais de uma aplicacao de fungicidas. A partir de 2003, com a doenca constatada
em mais de 90% das areas produtoras (YORINORI et al., 2005), aplica¢Ges regulares de triazéis
e triazolinonas e posteriormente estrobilurinas foram adotadas.

Em funcéo da eficiéncia de controle e escassez de informagdes sobre outras medidas
efetivas, 0 uso desenfreado de fungicidas resultou na selecao de populagdes resistentes do fungo
e falhas de controle da doenca. Alteragdes no gene CYP51, como substituicdes Y131F e 1475T
conferiram menor sensibilidade a fungicidas inibidores da desmetilacdo (DMIs) (SCHMITZ et
al., 2014), seis anos ap0s 0s primeiros casos da doenca no pais (GODQY et al., 2016). Da
mesma forma, a insensibilidade a fungicidas inibidores de quinona (Qols) ocorreu em funcao
das alteracbes G143A e F129L, localizadas no citrocromo b (KLOSOWSKI et al., 2016;
SCHMITZ et al., 2014).

Introduzido na safra 2013/14, os fungicidas inibidores da succinato desidrogenase
(SDHI) apresentaram reducdo de eficiéncia de controle ja nas safras subsequentes ao seu
lancamento, causada pela alteracdo na posicédo 186F da subunidade C (FRAC, 2017; GODOY
et al., 2017; SIMOES et al., 2018). Medidas de manejo que prolonguem a vida Util de
ingredientes ativos no controle de P. pachyrhizi s6 foram efetivamente adotadas apos a
ocorréncia de falhas de controle no Brasil, ou seja, apos o0 aumento da frequéncia de resistentes
na populacéo.

Entre os fatores que podem acelerar a selecdo de populacOes resistentes estdo as
aplicacGes curativas (ap0s infeccdo), aplicacbes repetidas do mesmo ingrediente ativo
(GODOY et al., 2016; LANGENBACH et al., 2016; VAN DEN BOSCH et al., 2014a). Para
mitigar essa selecdo e prolongar a vida util destas moléculas, novas estratégias vém sendo
recomendadas, como alteracGes de dose, numero e época de aplicacGes, alternancia e mistura
de modos de acdo e intervalo entre aplicagdes (FRAC, 2017). Contudo, o real efeito dessas
medidas na selecdo de individuos resistentes na populacgéo é incerto.

Modelos matematicos de simulacdo sdo ferramentas que podem predizer o impacto
das estratégias de resisténcia na taxa de selecdo de individuos resistentes e nas falhas de
controle. Apesar de contestados no passado por sua complexidade e aplicabilidade, o uso de

modelos matemaéticos para criacdo de estratégias tem crescido na ultima década (FANTIN;
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CANTERI, 2018). O sucesso na capacidade do modelo em prever é resultado do conhecimento
de modelos biol6gicos e estimativa adequada de seus parametros (VAN DEN BOSCH,;
GILLIGAN, 2008).

Dessa forma, o objetivo principal do presente estudo foi desenvolver modelos
matematicos para avaliar aplicagdes de fungicidas do grupo dos inibidores da succinato
desidrogenase (SDHI) na selecéo de resistentes de P. pachyrhizi. Além disso, (i) avaliar o efeito
da frequéncia inicial de individuos resistentes; (ii) nivel de sensibilidade dos resistentes; (iii)
custo bioldgico da resisténcia e (iv) numero de aplicacGes na selecdo de individuos resistentes
a fungicidas SDHI.
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3.4 MATERIAL E METODOS

Modelos do tipo Suscetivel-latente-infeccioso-removido, conhecidos como SLIR,
foram adotados para simular a dindmica de P. pachyrhizi. Os modelos foram modificados para
considerar o desenvolvimento do hospedeiro, o ciclo de individuos resistentes e sensiveis e
aplicagdo de fungicidas. O mesmo foi realizado em outros trabalhos para simular outros
patégenos (HOBBELEN et al., 2011; HOBBELEN; PAVELEY; VAN DEN BOSCH, 2011,
KITCHEN et al., 2016; VAN DEN BOSCH et al., 2014b). Os modelos SLIR sdo compostos
por equacOes diferenciais ordinais (EDO). No presente estudo, 0 modelo considera um sistema
de 1 m? de 4rea e compreende hospedeiro e patdgeno. Individuos sensiveis e resistentes foram
simulados independentemente. O crescimento do hospedeiro foi dado através do indice de area
foliar (1AF), ajustado a partir das informagdes em Moreira et al. (2015). A area foliar do
hospedeiro € representada por “sitios”. Os sitios sdo unidades assimétricas que podem
apresentar quatro fases/estados: saudavel ou suscetivel, latente, infeccioso e removido
(“Susceptible,latente,infective and removed”). Cada fase € ordenada de acordo com o ciclo de
relacbes patogeno hospedeiro ou cadeia de infeccdo. A figura abaixo representa

esquematicamente a organizacgdo hierarquica do modelo (Figura 3).

Infeccbes de outras folhas (sensivel)

" Senescéncia ™,

Estadio Latente Estadio Infeccioso
Sensivel Sensivel \

Final do estadio

Estadio Latente Estadio Infeccioso }
Resistente Resistente

\\._ Crescimento _./J

Infecgdes de outras folhas (Resistente)

Figura 3 — Organograma do modelo de simulacdo que descreve o desenvolvimento dos
individuos sensiveis e resistentes de Phakopsora pachyrhizi em folhas de soja durante a safra.
Fonte: O préprio autor.
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Hospedeiro
O crescimento do hospedeiro é dado pelo indice de area foliar (IAF), que representa a

a area foliar total em 1m? De acordo com os resultados apresentados por Moreira et al. (2015),

0 hospedeiro cresce logisticamente e senesce exponencialmente, e foi representado conforme:

— 0 -
t < tinit
A
RRCG+A *(1- ( )
% = ( Amax > tinie > t < tsen
dA —A =* eRsen*t—tsen t > tsen

Em que dA é a derivada de A em funcéo de dt, A representa o IAF no tempo t, RRCG ¢ a taxa
de crescimento, Amax representa o IAF maximo e Rsen € a taxa de senescéncia. Na equacao tinit
corresponde ao tempo em que o hospedeiro inicia 0 crescimento e tsen representa o inicio da

senescéncia.

Patdgeno

O indculo inicial no sistema apresenta variacao sazonal, ou seja, varia de acordo com
0 periodo da safra. No presente modelo, assumiu-se menor introducdo de uredinidésporos no
inicio do desenvolvimento da cultura e pico de insercao de indculo proximo ao meio da safra e
reducdo no final da safra quando as plantas entram em senescéncia e ha reducéo da area foliar

com producdo de urediniésporos. A equacdo que descreve o inoculo inicial é descrita como:

iNocs = iNOpgy [1 * (t2) x e(*0)]

inoc, = iNopmay [1 % (t2) *x e1D]
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Em que inocs e inoc representam o nimero de urediniosporos suscetiveis e resistentes que séo

inseridos no sistema, ino,q, € 0 maximo de uredinidsporos e f diz respeito ao shape da curva.

Urediniospores influx
0000 0002 0004 0006 0008 0010

T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Dias

Figura 4 — Curva de introducdo de urediniosporos no sistema durante o desenvolvimento do
hospedeiro.
Fonte: O préprio autor.

O presente estudo ndo considerou diretamente o efeito de temperatura e molhamento
foliar na eficiéncia de infeccdo. Nesse sentido, foi assumido que a taxa aparente de infeccéo
ajustada através da bibliografia incorpora os efeitos de temperatura e molhamento. Assim, para
que os urediniosporos inseridos (disseminados) iniciem a infeccdo é necessario que existam
sitios saudaveis. A taxa de variacao da area foliar sadia (H) ou suscetivel (disponivel para novas

infecgdes) é dada por:

Area Saudavel/suscetivel

dH A H _
TR RRCG*A x|1-— (Aima) — |z ((pS * (InfS; + lTlOCs))]

H
— [Z (@ * (InfS, + inocr))] — senescence

Em que ¢, e ¢, representam a taxa aparente de infeccdo de individuos suscetiveis e
resistentes, respectivamente, H / 4 representa a correcao de sitios saudaveis disponiveis para

novas infeccBes no tempo t; e InfS; e InfS, sdo os inoculos produzidos por sitios infecciosos

suscetiveis e resistentes, respectivamente, ou seja, ciclo secundario da doenca. A taxa aparente
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de infecgdo (¢, e ¢,) € dada pela taxa aparente inicial de cada isolado (resistente ou sensivel)
e efeito da concentragdo do ingrediente ativo aplicado. De acordo com o ingrediente ativo e
modo de acéo, os fungicidas podem atuar em diferentes fases da cadeia de infeccdo (CAFFI;
ROSSI, 2018). No presente estudo, fungicidas SDHI atuam no periodo latente e infeccdo. A
equacao que descreve o efeito na taxa de infeccdo é dada como:

Taxa Aparente de Infecgéo
@5 = bi x &

¢y = bi* &

Onde bi é a taxa aparente de infeccdo inicial e ¢ e &, representam o efeito do fungicida nos
individuos sensiveis e resistentes, respectivamente. Nos modelos simulados a taxa aparente de
infeccdo inicial foi similar entre individuos sensiveis e resistentes. De acordo com Mello et al.
(2021) e Simdes et al. (2018) até o momento ndo ha evidéncias de penalidade bioldgica em
individuos que apresentam a mutagao/alteragéo 186F e conferem menor sensibilidade a SDHIs.
Contudo, segundo Mello et al. (2021), individuos com a alteracdo 186F apresentam diferentes
niveis de sensibilidade aos ingredientes ativos que atuam na inibicdo da succinato
dehidrogenase. No modelo, ndo foi considerado a variacdo na taxa aparente de infeccdo em
funcdo da idade do hospedeiro, assim como observado por Xavier et al. (2017) e Furtado et al.
(2009).

O efeito do fungicida na taxa aparente de infec¢éo varia em funcdo de t, dada como:
& () = &max () * (1 — e—shapexDose)

€max (i) FEPresenta o maximo de reducdo dada pelo fungicida i, shape corresponde ao valor
ajustado da curva de acdo e dose € a quantidade de ingrediente ativo no tempo t apos aplicacgéo.
Apds aplicacdo, a dose/concentracdo do ingrediente ativo cai de acordo com a equacao

exponencial.

Dose

Dose(t) = Dgpy, + €70
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Em que D,,, € a dose aplicada, v representa a meia-vida do produto aplicado dada por v =
—log (0.5)/dias. O periodo de acdo varia de acordo com o ingrediente ativo. No modelo néo
foram considerados efeitos da precipitacdo (chuva) apds aplicagcdo, bem como, a qualidade da
aplicagdo na distribuicdo do produto no dossel. E necessario o desenvolvimento de modelos
para avaliar essas caracteristicas.

Os individuos nédo afetados pela aplicacdo de fungicidas, infectardo os sitios saudaveis
transformando-os em latentes. O periodo de laténcia considerado foi de nove dias, de acordo
com estudo de Danelli; Reis (2016). Apesar disso, Braga et al. (2020) observaram variacdo de
9 a 12 dias em isolados do Parand e Paraguai. Até o presente momento ndo ha estudos
publicados com alteracdo do periodo latente de individuos que apresentam alteragdes que
conferem menor sensibilidade a SDHIs. Nos modelos, o efeito dos fungicidas SDHI foram
assumidos no periodo latente, assim como adotados por Hobbelen et al. (2011) e Elderfielf et
al. (2018) trabalhando com fungicidas DMI. O periodo latente foi expresso como:

Periodo Latente

dLat, [H (oo n CInfs, +1 ))] Lat 1
= |— % * n moc - atg *
ac a7\ T " Ws(epguqy (1- emsnavenpose),
— senescence
dLat, [H 1
= |—« *(InS+inoc)]— Lat, *
a ~ La (o (nfs; +inocy)) < R B — (1—e-shape*D°se)>>
— senescence

Em que Lat, e Lat, representam os sitios latentes por infeccdo de sensiveis e resistentes,
respectivamente, e Lp, e Lp, representam o periodo latente. Apds o periodo latente os sitios
tornam-se infecciosos e passam a produzir urediniésporos que serdo disseminados dentro do

sistema (ciclo secundario da doenca).

Periodo Infeccioso

Ao final do periodo latente os sitios passam a ser infecciosos. A equacdo que descreve

é dada por:
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dInfS; (L . 1 ) (1 S 1)
= ¥ —m —_— Xk — —_
It a Lp+e (D) nf. I senescence

Em que InfS e InfR representam o0s sitios infecciosos de sensiveis e resistentes,
respectivamente, e Ip correponde o periodo infeccioso, ou seja, periodo em que o sitio
permanece produzindo uredinidsporos. No final do periodo infeccioso os sitios infecciosos séo

removidos.

Removidos

dRem;
dt

InfS 1
= k —
nf. I

Ao final de cada safra simulada, a frequéncia final de sitios infectados por individuos
resistentes e sensiveis é calculada. A frequéncia de individuos resistentes no inicio da safra é

dada por inoCres = 1-iN0Csens.
Ajuste dos parametros

Os parametros referentes ao desempenho de fungicidas foram ajustados a partir de
estudos publicados e trabalhos conduzidos a campo. Os estudos apresentaram aplicacdes dos
modos de acdo SDHI aplicados uma, duas, ou trés vezes e em doses diferentes de cada
ingrediente.

Os parametros foram ajustados através de estudos que apresentaram aplicacdes de
ingredientes ativos compostos por solatenol + azoxystrobin (30 + 60 g.i.a. ha™) e fluxapiroxade
+ piraclostrobina (50.1 + 99.9 g.i.a. hal). No estudo, a dose dos ingredientes ativos foi
considerada como 100% em funcéo da recomendacéo dos fabricantes.

O progresso da doenca com e sem aplicacdo dos ingredientes ativos foi ajustado
através do modelo ndo-linear logistico (Apéndice A) com auxilio do software R. Indculo inicial
e taxa de progresso foram adotados a partir dos parametros do modelo logistico. A eficiéncia
méaxima e periodo de acdo foi estimada através da diferenca entre a curva de progresso na
testemunha e tratamento com aplica¢do. A mediana dos parametros estimados foi adotada como
“assumption” dos modelos.

Os valores de SDHI ajustados através dos estudos levantados foram considerados como

aplicagdes em populacBes selvagens. De acordo com a parametrizacdo, o nivel inicial de area
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afetada foi 0.0005, com in6culo inicial aos 40 dias ap6s emergéncia (DAE). A taxa aparente de
infeccdo foi de 2.7, periodo latente nove dias e periodo infeccioso de 28 dias. O crescimento
diario do hospedeiro dado por RRCG foi de 0.13 e senescéncia de 0.15. O crescimento do
hospedeiro ajustado pelos modelos foi apresentado na figura 5. O indice de &rea foliar foi

convertido em porcentagem.
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Figura 5. Modelo de simulacdo do crescimento do hospedeiro ajustado através dos dados de

Moreira et al. (2015).
Fonte: O préprio autor.

Os parametros ajustados a partir de dados experimentais e pressupostos
(assumptions) adotados no presente estudo estdo apresentados na tabela abaixo. Os ajustes
forma apresentados em ANEXO A.

Tabela 1. Descricdo de parametros e valores adotados (Assumptions) nos modelos de simulagéo
de resisténcia de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas SDHI.

Acronym Significado do acrénimo Valor Referéncia
0.15
RRCG Relative rate of growth 2
Rate of fit from Moreira et
growth Amax Maximum number of sites at time t 3.9 al.(2015)
A0 Initial sites at time to 0.01
Rsen Senescence rate 1.12
1x10
incoci initial inoculum -
Pz I_nfection rate of sensitive strain at Fit from review
P, time t o5
Rate of Infection rate of resistance strain at

infection time t
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bi Basic infection rate
Lp Latent period 9d . .
Danelli e Reis (2016);
Fantin et al. (2020)
Ip Infection period 28d
e, €. Fungicide reduction rate at time t
Fungicide Fungicide reduction rate at time t
fmax (i) Maximum fungicide reduction of 0.65
fungicide
shape Fungicide curve shape 0.63
Dose Ingredient active g.ia.ha™® at time t
Dapl Ingredient active g.ia.ha™ applied
v half-life of applied product 3

*Representacdo grafica esta disponivel no anexo A.

Cenarios e programas de controle

O presente estudo foi composto por programas de aplicagcbes compostos por uma
(40DAE), duas (40 e 55 DAE) e trés (40, 55 e 70 DAE) aplicacdes de apenas um modo de agéo
ou aplicacdo solo (SDHI). Cada programa foi testado em diferentes cenérios de (i) frequéncia
inicial de individuos resistentes, (ii) nivel de sensibilidade dos individuos resistentes (shift), (iii)
penalidade bioldgica e (iv) dose de fungicidas SDHI. O intervalo entre aplicacdes foi de 15 dias

e 0 inicio das aplicacGes aos 40 DAE (Tabela 1).

Frequéncia inicial de resistentes

Cada programa com aplicacdo solo (1, 2 e 3 aplicacBes) foi simulado em
cendarios/assumptions que consideram diferentes frequéncias iniciais de resistentes na
populacdo. As frequéncias iniciais de resistentes foram 0.00001, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.05, 0.1,
0.2,0.3,0.4 e 0.5. O objetivo foi estudar o efeito da frequéncia inicial no tempo para T50, bem
como ajustar frequéncia inicial para as demais simulacgdes.

Os cenarios foram mitigados por Van den Bosch et al. (2011), que citam haver trés
fases no processo de resisténcia, “emergence”, “selection” e “adjustment”. Na fase de selegdo
os individuos (ou strains) resistentes ja estdo presentes na populacéo. O presente trabalho atua
na fase de emergéncia da resisténcia, podendo combinar a fase de “adjustment”, dependendo
da frequéncia de resistentes.

Nesse caso, 0s cenarios consideram o efeito da adocéo de medidas e/ou uso de modelos

de simulacdo em diferentes momentos apds a introducdo do modo de acdo no mercado, ao
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considerar diferentes frequéncias iniciais de resistentes e a frequéncia inicial de resistentes

necessaria para ser selecionada.

Sensibilidade de individuos resistentes (shift)

De acordo com os trabalhos de Mello et al. (2021) e Simdes et al. (2018) individuos
resistentes possuem respostas diferentes aos ingredientes ativos benzovindiflupir e
fluxapiroxade. Os diferentes niveis de efeito do fungicida nos individuos resistentes foram
nomeados como shift. Os niveis de sensibilidade de individuos resistentes a SDHI, ou seja,
nivel de agdo de SDHI nos individuos resistentes a SDHI simulados foram 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 e 99%. Por exemplo, em um cenario com shift de 50%, a aplicacdo de SDHI que
apresenta eficiéncia maxima de 0.60 vai apresentar 0.60 de eficiéncia nos individuos sensiveis
e 0.30 nos individuos resistentes a SDHI. No caso de shift de 10%, a mesma aplicacédo
apresentara eficiéncia de 0.06 nos individuos resistentes e 0.60 nos individuos sensiveis.

Os cenarios tém como objetivo simular o efeito do nivel de sensibilidade de resistentes,
assumindo que a sensibilidade de individuos com a alteracdo 186F varia de acordo com o
ingrediente ativo (exemplo, benzovindiflupyr e fluxapiroxade). Em Mycosphaerella
graminicola em trigo cerca de 27 substituicbes de aminoacidos distribuidas em 18 posicoes
diferentes das subunidades SDHB, SDHC e SDHD apresentaram diferentes respostas a cinco
SDHIs (SCALLIET et al., 2012).

Da mesma forma, os cenarios simulados podem ser adotados para outros ingredientes

ativos do grupo dos SDHI, que podem ser inseridos no mercado nos proximos anos.

Penalidade Bioldgica

Apesar de ndo haver relatos na literatura de penalidades biologicas causadas pela
alteracdo 186F (SIMOES et al., 2018; MELLO et al., 2021). As simulacdes estudaram situacdes
em que os individuos resistentes apresentam penalidade biologica de acréscimo de 1, 3 e 5 dias
no periodo latente. O objetivo foi simular o efeito de programas de controle com SDHI em
possiveis novos individuos que possam apresentar novas mutacdes/alteracbes que conferem
menor sensibilidade a SDHIs. Ainda, fornece evidéncias do porqué mutacdes que conferem
resisténcia a SDHI e outros modos de acdo sdo encontradas apenas em laboratdrios e ndo no

campo.



53

Dose

A selecdo de resistentes ou tempo até T50 de programas de aplicacdo foram testados
em relagdo a variagdo da dose de SDHI. Foram simuladas doses de 200, 150, 100, 90, 80, 70,
60, 50, 40, 30, 20, 10 e 1% da dose recomendada pelo fabricante. Os valores de eficiéncia
méaxima para cada dose foram estimados através da regressao linear dos parametros estimados
de estudos publicados. O objetivo foi avaliar o comportamento de T50 em funcdo da variagéo
da dose e shift. Os programas e cenarios estdo apresentados na tabela 2. Ao todo 4060 cenéarios
foram simulados. Cada cenario contém 20 safras, compostas por 120 dias cada. Ao todo,
9.744.000 dias foram simulados.

Tabela 2. Programas e cenarios simulados para estudar o efeito aplicagdes de fungicidas SDHI
na selecdo de individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi.

Grupo N°. apl. Intervalo Freq. inicial Dose (%) Shift (%) Fitness (dias) Total

Solo SDHI 1 15 0.00001a0.5 100% 0al 0,1,3e5 1200
Solo SDHI 2 15 0.00001a0.5 100% Mal 0,1,3e5 1200
Solo SDHI 3 15 0.00001a0.5 100% Mal 0,1,3e5 1200
Solo SDHI 1 15 0.001 1a200 Mal 0,1,3e5 520
Solo SDHI 2 15 0.001 1a200 Mal 0,1,3e5 520
Solo SDHI 3 15 0.001 1a200 9al 0,1,3e5 520

total 4060

Variavel resposta

Os resultados da simulacdo foram apresentados na forma de T50, que representa o
numero de safras antes que a frequéncia de resistentes a SDHI na populacéo ultrapasse 50%, e
a Effective life (E35), dada pelo niUmero de safras em que o programa pode ser repetido antes
que a eficiéncia de controle calculada através da AACPD entre 48 e 90 DAE seja menor que

35% em relacdo a eficiéncia inicial.
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3.5 RESULTADOS E DIsScussA0

Os modelos desenvolvidos apresentaram capacidade de simular o progresso de
ferrugem asiatica da soja bem como o efeito da aplicagdo de fungicidas no controle da doenca.
De acordo com os parametros estimados e assumptions adotados no presente estudo, 0s
resultados demonstram que a aplicacdo de fungicidas e modo de acdo SDHI selecionam
individuos resistentes ao longo das safras.

Numero de aplicaces, frequéncia inicial de resistentes e sensibilidade a fungicida

Os resultados demonstraram que o0 aumento no numero de aplicagbes de SDHI reduziu
0 T50. Em programas com aplicacdo de SDHI aos 40 DAE e shift de 50%, T50 variou de seis
a duas safras nos cenarios com frequéncia inicial de resistentes até 5% (Figura 6A).
Considerando 0 mesmo cendrio, em programas com duas (40 + 55 DAE) e trés (40+55+70
DAE) aplicacdes, o nimero de safras até T50 variou de trés a uma e dois a uma safras,
respectivamente (Figura 6B e 6C). Apesar disso, nas condicdes e pressupostos (assumptions)
adotados, individuos que apresentaram shift, ou seja, individuos resistentes afetados de 70 a
99% pela aplicacdo de SDHI, maior tempo até T50.
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Figura 6. (1) Selecdo de individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas SDHI
em programas de aplicacOes solo de SDHI aos (a) 40 DAE, (b) 40 e 55 DAE e (c) 40,55 e 70
DAE, e cenarios com diferentes frequéncias iniciais de individuos sensiveis e niveis de
sensibilidade. (2) Selecdo de individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas
SDHI com penalidade de 1 dia em programas de aplicagdes solo de SDHI aos (d) 40 DAE, (e)
40 e 55 DAE e (f) 40, 55 e 70 DAE, e cenarios com diferentes frequéncias iniciais de individuos
sensiveis e niveis de sensibilidade dos resistentes. (3) Selecdo de individuos resistentes de
Phakopsora pachyrhizi a fungicidas SDHI com penalidade de 3 dias em programas de
aplicagdes solo de SDHI aos (g) 40 DAE, (h) 40 e 55 DAE e (i) 40, 55 e 70 DAE, e cenérios
com diferentes frequéncias iniciais de individuos sensiveis e niveis de sensibilidade.

O resultado sugere que a selecdo de uma populagéo de individuos “resistentes” varia de
acordo com o nivel de sensibilidade dos individuos (shift) ao fungicida que esta exercendo a
pressdo de selecdo. Ainda, o resultado pode indicar limiar (Threshold) para emergéncia de uma
populacéo de resistentes e corrobora os resultados apresentados por Skylakakis (1981).

Em geral, a frequéncia inicial de resistentes foi inversamente proporcional a T50. Nos
cenarios com frequéncia inicial foi de 0.00001 e shift de 50%, o nimero de safras até T50 foi
de seis para trés quando o numero de aplicacbes aumentou de uma para trés. Em cenarios em
que a frequéncia inicial simulada foi de 0.01 e shift 50% o namero de safras até T50 foi de
quatro, dois e dois em programas com uma, duas e trés aplicacfes respectivamente. O nimero
de aplicacbes favoreceu a selecdo de individuos resistentes que apresentaram maior
sensibilidade a SDHI (Maior shift). Exemplo disso séo os cenarios com shift de 80 e 90% (80%
da populacéo resistentes é afetada pelo SDHI). Em programa com uma aplicacdo T50 foi de
nove e 18 safras, em compensacdo, quando houve trés aplicacdes, T50 foi de quatro e sete.

FRAC (2012) alerta que quanto maior o numero de aplicacbes maior a pressao de
selecdo direcional. Isso ocorre em fungdo do aumento do controle de individuos sensiveis (ou
que ndo apresentam mutacGes que conferem menor sensibilidade) com o maior nimero de
aplicac@es do ingrediente ativo em questdo, favorecendo o aumento da frequéncia de individuos
resistentes. Nos cenarios em que o shift da populacéo resistente é maior, as aplicacdes de SDHI
apresentam maior efetividade na populacéo resistente.

Coincidentemente, no Brasil, os SDHI foram registrados para controle da ferrugem
asiatica da soja no ano de 2013. Em 2015, Simdes et al. (2018) identificaram reducdo de
sensibilidade de P. pachyrhizi a SDHIs em isolados coletados no estado do Rio Grande do Sul,
que apresentavam aplicacédo intensa de SDHI. Posteriormente, em 2017, falhas de controle no
campo foram observados por Godoy et al. (2017) em areas de producédo de soja com programas

intensivos de aplicacdo de fungicida SDHI.
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Mello et al. (2021) ressaltam que que o aumento na frequéncia da alteragdo SdhC-186F
pode ser explicado pela pressdo imposta pelo lancamento comercial de SDHI e uso intensivo
com pouca ou nenhuma rotacdo com diferentes modos de acdo. Os mesmos autores citam que
os individuos apresentam respostas diferentes aos ingredientes ativos. Os resultados
apresentados no presente estudo corroboram o trabalho de Mello et al. (2021) e sugerem que 0
nivel de sensibilidade dos individuos resistentes governa o tempo para T50.

A presenga de niveis de sensibilidade pode ser explicada por diferentes
mutacdes/alteraces. A resisténcia de S. sclerotiorum ao SDHI boscalide foi atribuida pela
primeira vez a uma mutacdo de ponto Unico Al1lV (GCA para GTA) no SDH-B31 e,
posteriormente, considerada resistente devido a mutacdo H132R no SDH-D32. Em M.
graminicola, foram encontradas 27 alteracfes de aminoacidos em 18 posic6es distribuidos em
trés subunidades, e que conferiram diferentes niveis de resisténcia a cinco SDHIs (SCALLIET
et al., 2012). Da mesma forma, mutacdes nas subunidades B, C e D do SDH foram encontradas
em amostras de Zymoseptoria tritici expostas a doses superiores de SDHI fluxapiroxade
(GUTIEREZ-ALONSO et al., 2017). Pearce et al. (2019) observaram multiplas mutacoes
pontuais espalhadas nas mesmas trés subunidades, o que conferiu diferentes niveis de
sensibilidade em Didymella tanaceti a boscalide, assim como Miyamoto et al. (2020) em
Podosphaera xanthiii em pepino. Para P. pachyrhizi, os resultados apresentados por Mello et
al. (2021) sugerem haver outras alteragdes que podem estar distribuidas nas sub-unidades B, C
e D, que podem conferir menor sensibilidade do fungo a diferentes SDHIs.

Dessa forma, os cenarios de shift simulados contemplam situacfes que podem ja estar
ocorrendo no ambiente para individuos que apresentam mutacdo I86F e individuos que
contenham outras mutac6es que ainda ndo foram identificadas a nivel de campo e que devem
ser exaustivamente monitoradas e estudadas. Singh et al. (2015) citam a ameaca de emergéncia
e disseminacdo de novas racas de ferrugem do trigo. A identificacdo precoce de individuos que
apresentem resisténcia é essencial na manutencdo de programas de controle eficientes.

Além disso, a presenca de resisténcia cruzada entre ingredientes ativos pode favorecer
a selecdo de resistentes/menor sensibilidade a SDHI. Por exemplo, individuos de Zymoseptoria
tritici com a mutacdo 1381V sdo altamente selecionados com aplicacdes de tebuconazol e
metconazol, mas ndo por procloraz. No entanto, a mutacdo V136A, torna Z. tritici mais sensivel
a tebuconazol e menos sensivel a prochloraz (FRAAILJE et al., 2007). Os DMIs tebuconazol e
myclobutanil apresentam resisténcia cruzada em Venturia inaequalis (CORDERO-LIMON et
al., 2021).
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Nesse sentido, a introducdo de novos ingredientes ativos ou reintrodugdo de
ingredientes que j& apresentaram reducdo de eficiéncia, como o tebuconazol, podem exercer
pressao de selecdo em individuos menos sensiveis a outros ingredientes ativos. Chen et al.
(2021) observaram diferentes mutagdes/alteragdes e niveis de sensibilidade de Fusarium
asiaticum ao SDHI pydiflumetofe introduzido em 2019 na China, e presenca de resisténcia
cruzada com outros SDHIs ha mais tempo no mercado, como boscalide e thifluzamide.

Nesse sentido, cenarios com diferentes frequéncias iniciais de resistentes, assumida
como frequéncia antes da populacéo ser exposta ao produto alvo, podem indicar resultados de
novos ingredientes. No caso de frequéncia inicial de resistentes de 1%, o nimero de safras até
T50 variou de uma a trés safras com trés e uma aplicacao, respectivamente (Figura 6 - A, C).
O inicio do uso de estratégias anti-resisténcia ap6s a deteccdo de individuos resistentes
apresentou menor T50 em todos os cenarios. Ao reduzir a pressdo de selecdo, ha reducdo da
selecdo de resistentes. Pereira et al. (2019) observaram reducéo da frequéncia de individuos
de Monilinia fructicola com a mutagdo G461S no gene MfCYP51 apds 0 ndo uso do DMI
tebuconazol. Gisi e Sietotzki (2008) e Toffolatti et al (2010) observaram reducéo na frequéncia

de resistentes de Plasmopara viticola apos suspender a aplicacéo de Qol.

Penalidade biologica

A capacidade de uma populacdo emergir e ser selecionada esta sujeita a adaptacdo as
condicdes do ambiente, como temperatura e radiacdo, e fatores como aplicacdes de fungicidas.
O comprometimento de suas caracteristicas bioldgicas, pode determinar o sucesso ou fracasso
dessa populacdo. O atraso em um dia no periodo latente de individuos resistentes prolongou
T50 em cenarios com uma, duas e trés aplicacbes de SDHI (Figura 6- D, E, F). No cenario com
uma aplicacdo (40 DAE) e shift de 50%, houve acréscimo de duas safras até T50. Para 0 mesmo
cendrio, duas aplicac@es apresentaram acréscimo de uma safra e para trés aplicacfes ndo houve
acréscimo do niumero de safras até T50. A pressdo de selecdo imposta pelo aumento do nimero
de aplicacdes favoreceu a selecdo de individuos com maior shift (mais sensiveis ao SDHI),
mesmo com penalidade bioldgica.

Em cenarios com penalidade de trés dias (periodo latente de 12 dias), o nimero de safras
até T50 foi superior do que em cendrios equivalentes sem penalidade e penalidade de um dia.
Individuos resistentes com shift superior a 80% levaram >20 safras (Figura 6- H, 1). Mesmo
com a frequéncia inicial de resistentes de 50%, a penalidade bioldgica de trés dias impediu que

a frequéncia de individuos resistentes alcancasse T50 no periodo simulado para uma aplicacéo.
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O resultado indica que a penalidade de trés dias no periodo latente e a reducdo do
numero de aplicacOes (pressao de selecdo) sdo limitantes para selecdo da populacéo resistente.
Em uma ampla revisdo, Gilligan e Van den Bosch (2008) apresentam conceitos de invaséo e
persisténcia. Os autores citam que uma populacdo pode invadir/inserir e aumentar em um
ambiente, mas necessariamente essa populacdo pode ndo persistir em funcdo das caracteristicas
do sistema. Na presenca de penalidade, apesar de individuos resistentes estarem presentes, a
sua frequéncia ndo aumenta. Apesar de ndo estar inserido ou considerado nos modelos, a
reducdo de uma determinada frequéncia a niveis “muito baixos” pode culminar na extingao.
Nesse caso, a presenca de forcas evolutivas de selecdo (mutacdo, deriva genética entre outras)
ndo permite que haja o equilibrio génico (Equilibrio de Hardy-Weinberg), ou seja, as
frequéncias dos alelos (genes que conferem resisténcia) ndo permanecem constantes ao longo
das geracdes (EDWARDS, 2008).

A taxa de selegdo é o produto da vantagem seletiva dos individuos resistentes e o
numero de geraces (GRIMMER et al., 2015). O sucesso ou fracasso de uma populagéo, seja
ela qual for, esta relacionado a sua capacidade de obter recursos. Hawkins e Fraaije (2018)
citam que a emergéncia, e posterior selecdo desses individuos, esta na capacidade de
competicdo com outros individuos na presenca ou ndo de fungicidas. Com o aumento do
periodo latente de individuos resistentes, 0 nimero de geracfes em uma mesma safra diminui,
reduzindo a competitividade por recursos e a sobrevivéncia na entressafra. Nesse sentido,
individuos com menor sensibilidade a fungicidas SDHI podem ja existir na populagéo, contudo,
o shift e o nivel de penalidade biologica impossibilitam ou dificultam o aumento da frequéncia
desses individuos nas populacdes, sendo favorecidas com o aumento da pressao de selecdo com
aumento do nimero ou dose. Os resultados apresentados corroboram alguns casos de mutacdes
que conferem menor sensibilidade a fungicidas serem encontradas em laboratérios e nao
identificadas no ambiente.

Scalliet et al. (2012) encontraram 27 substituicdes de aminoacidos distribuidas nas
subunidades SDHB, SDHC e SDHD em M. graminicola em trigo que conferem diferentes
niveis de sensibilidade a cinco fungicidas SDHIs. Os autores observaram alteracéo de viruléncia
de individuos com as mutacdes em ensaios em plantas, mas ndo constataram alteracdes em
ensaios in vitro. No trabalho de Klosowski et al. (2016b) a frequéncia de isolados com alteracdo
em CYP51 reduziu ao longo de cinco ciclos quando combinados a isolados selvagens. Os
resultados sugerem alteracGes bioldgicas conferidas pelas mutacbes. Pereira et al. (2019)

observaram que a mutacdo G461S no gene MfCYP51 de M. fructicola confere penalidade
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bioldgica aos individuos. Na auséncia da pressdo de sele¢do imposta pelo DMI tebuconazol, o
fungo ndo consegue competir com os individuos selvagens.

Moléculas oriundas do Phenylpyrroles (metabdlito secundario produzido por
Pseudomonas pyrrocinia), como o fungicida fludioxonil, registrado para o controle de diversos
fungos, estdo no mercado hd mais de duas décadas e raros casos de resisténcia no campo foram
relatados até agora. Isso pode ser resultado do custo bioldgico necessario para que um individuo
ndo seja morto pelo fungicida, visto que os fungicidas dessa classe provocam serios distirbios
fisiolégicos como hiperpolarizacdo da membrana, alteragdes no metabolismo do carbono e
acumulo de metabdlitos, levando ao inchaco e explosdo da célula (KILANI; FILLINGER,
2016). Pouco se sabe sobre o custo bioldgico de individuos do fungo P. pachyrhizi com a
alteracdo 186F. Tampouco, sobre a presenca de outras alteracbes que conferem menor
sensibilidade. Em outros patossistemas, a presenca de inumeras alteracdes ja foi relatada como
em Pearce et al. (2019), Miyamoto et al. (2020) e Chen et al. (2021). Em Fusarium asiaticum
Chen et al. (2021) apesar de ndo observar penalidade no crescimento micelial, houve resisténcia
cruzada entre pydiflumetofen (SDHI introduzido em 2019), boscalida ou thifluzamide.

Ainda, os parametros da epidemia bem como os efeitos das medidas de controle na
selecdo de resistentes podem variar de acordo com a regido. Melching; Bromfield e Kingsolver
(1979) avaliaram em condi¢Ges de casa de vegetacdo o numero de urediniosporos de P.
pachyrhizi produzidos por lesdo de isolados de Taiwan, india, Australia e Indonésia. Os autores
estimaram a producgdo de 2028, 3769, 6268 e 6600 uredinidsporos por lesdo™ dia?, para
Australia, India, Indonésia e Taiwan, respectivamente. Braga et al. (2020) observaram variagio
no periodo latente de populacbes do fungo P. pachyrhizi coletadas no Brasil e Paraguay. Os
mesmos autores ainda observaram variacdo do periodo latente dessas populaces entre

cultivares.

NUmero, dose e shift

Os resultados para cenarios com uma aplicacdo de fungicidas SDHI aos 40 DAE
demonstraram que a reducdo da dose prolongou T50 (Figura 7). Em cenéarios com shift de 50%,
programas com o dobro da dose (200%) apresentam trés, duas e uma safras até T50 (Figura 7-
A, B, C). Com 50% da dose, houve acréscimo de duas safras até T50 no cenario com trés
aplicacBes. O aumento do nimero de aplicacdes e doses favoreceu a selecdo mesmo de

individuos com shift de 90%.
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Figura 7. (1) Selecdo de individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas SDHI
em programas de aplicacGes solo de SDHI aos (a) 40 dias apos a emergéncia DAE, (b) 40 e 55
DAE e (c) 40, 55 e 70 DAE, combinados a - 1 a 200 % dose recomendada e niveis de
sensibilidade dos individuos resistentes. (2) Selecdo de individuos resistentes de Phakopsora
pachyrhizi a fungicidas SDHI com penalidade bioldgica de 1 dia em programas de aplicacdes
solo de SDHI aos (d) 40 DAE, (e) 40 e 55 DAE e (f) 40, 55 e 70 DAE, combinados a - 1 a 200
% dose recomendada e niveis de sensibilidade dos individuos resistentes. (3) Selecdo de
individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas SDHI com penalidade biol6gica
de 3 dias em programas de aplicacdes solo de SDHI aos (g) 40 DAE, (h) 40 e 55 DAE e (i) 40,
55 e 70 DAE, combinados a - 1 a 200 % dose recomendada e niveis de sensibilidade dos
individuos resistentes. (4) Selecdo de individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a
fungicidas SDHI com penalidade bioldgica de 5 dias em programas de aplicacdes solo de SDHI
aos (j) 40 DAE, (k) 40 e 55 DAE e (I) 40, 55 e 70 DAE, combinados a - 1 a 200 % dose
recomendada e niveis de sensibilidade dos individuos resistentes.

Fonte: O préprio autor.

Os resultados demonstram que a resposta dos individuos resistentes (shift) ao fungicida
alvo governa o tempo para a selecdo. Em geral, para cenarios com shift entre 50 e 99%, o

numero de T50 foi inferior a oito safras, exceto para 1% da dose. Para individuos com shift
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menor que 20%, o aumento da dose de produto isolado pouco influenciou T50. O aumento de
duas para trés no numero de aplicacGes reduziu o tempo para sele¢do (Figura 7- B,C).

Assim, a reducédo da dose do ingrediente ativo reduziu a taxa de selecdo. Em ensaios
de campo, Mavroeidtit e Shaw (2006) observaram aumento da selecdo de individuos resistentes
de Mycosphaerella graminicola ao fungicida fluquinconazol em trigo em fungdo do aumento
da dose. Os autores citam que a adicdo do fungicida azoxistrobina reduziu a selecdo. Os
resultados podem ser explicados através do aumento da eficiéncia de controle de individuos
sensiveis em funcdo da dose, favorecendo a populacdo de resistentes. Consequentemente, a
adicdo de outro ingrediente ativo aplicado na mesma safra deve ser considerado para tomada
de decisdo. No trabalho de VVan den Bosch et al. (2017) o efeito do aumento da dose do fungicida
esta relacionado com o tipo de resisténcia desenvolvido. Quando a resisténcia € quantitativa, e
o0 controle efetivo ainda pode ser obtido com doses proximas a dose maxima permitida, a dose
ideal aumenta com o aumento da frequéncia de resisténcia na populacdo do patogeno.

O efeito do aumento da dose pode variar entre as fases de emergéncia e selecdo. Na
fase de emergéncia, 0 aumento nas doses pode atrasar o surgimento de populacgdes resistentes.
Ja na fase de selecdo, a taxa de selecdo aumenta em funcdo do aumento da dose do fungicida
(VAN DEN BERG; PAVELEY; VAN DEN BOSCH, 2016a; VAN DEN BOSCH et al., 2011).
Nesse sentido, a intensificacdo do controle pode favorecer a emergéncia ou invasao de novos
strains, por reduzirem a populacdo endémica e competicao entre os individuos (SHARP et al.,
2020). Contudo, o uso de menores doses também compromete a eficiéncia de controle e
normalmente, o ganho econémico. Jgrgensen et al. (2017) citam que baixas doses sdo
economicamente melhores em condicdes de baixa e moderada epidemia. Agricultores
normalmente aplicam menores doses, mesmo essas sendo maiores do que o necessario. Os
autores citam que o desafio € melhorar a previsdo de danos, combinado a medidas de controle
integradas, para estimar o numero de aplicacdes e doses necessarias para minimizar 0s custos
econdmicos.

Em cenéarios com penalidade bioldgica de individuos resistentes, o atraso em um dia
no periodo latente e shift de 50%, prolongou o periodo até T50 em uma safra para dose de
200%. No mesmo cenario, 0 atraso de trés dias conferiu acréscimo de cinco, duas e uma safras
até T50 em relacdo ao cenario sem penalidade com uma, duas e trés aplicacdes respectivamente.
No caso de individuos resistentes com penalidade de cinco dias no periodo latente, houve
acréscimo de 13, trés e uma safras até T50, com uma, duas e trés aplicacdes respectivamente.

O atraso no periodo latente reduz o nimero de ciclos de um patdgeno ao longo da

safra. Em condic¢Bes de competicdo, a reducdo no namero de ciclos, sem qualquer compensagao
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na producdo de esporos ou taxa aparente de infeccdo, confere menor competitividade a respeito
de outros individuos que ndo possuem penalidade. Nesse caso, quanto maior a pressdo de
selecdo imposta (aplicagdo de fungicidas) maior foi o impacto da penalidade na selecdo de
resistentes e na manutencao ou perpetuacao dos individuos resistentes a SDHI. Mikaberidze et
al. (2017) através de modelos de simulacédo estudaram o efeito de diferentes niveis de resisténcia
do patégeno e desvantagens bioldgicas, como por exemplo menor taxa de infecgdo. Os autores
concluiram que estes fatores podem ser cruciais para a ocorréncia de uma populacdo resistente
ou ndo.

O presente estudo demonstrou que 0 aumento da dose e nimero de aplicacdes de
fungicidas SDHI reduziram o tempo até T50. Assim, a reducdo do nimero de aplicacdes do
sitio especifico, bem como a identificacdo de individuos que apresentam menor sensibilidade

sdo estratégias que podem reduzir a selecéo de resistentes.
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3.7 CONCLUSOES

A selecdo de individuos resistentes de P. pachyrhizi a fungicidas SDHIs esta
relacionada com a sensibilidade dos individuos resistentes (shift), dose e nimero de aplicaces
do fungicida. A frequéncia inicial de resistentes, 0 momento em que as simulagdes ou medidas
sdo adotadas, determinou o tempo até T50. A velocidade de selecdo de individuos resistentes
varia de acordo como grau de resisténcia e indica que a vida Gtil de ingredientes ativos com
mesmo modo de acdo pode variar. O aumento da dose de fungicidas SDHI reduziu o tempo até
selecao.

A penalidade biol6gica conferiu desvantagem aos individuos resistentes e reduziu a
selecdo de resistentes. A adocdo de medidas anti-resisténcia deve ser planejada antes do
langamento ou introdugdo do ingrediente ativo no mercado. Os modelos podem auxiliar
pesquisadores a entender como aplicacdes podem afetar a selecdo de individuos resistentes aos

principios ativos usados no controle quimico.
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4 ARTIGO B: MISTURA DE FUNGICIDAS SITIO ESPECIFICOS E MULTISSITIOS
NO MANEJO DE RESISTENCIA DE Phakopsora Pachyrhizi A SDHIs

4.1 RESUMO

Entre as estratégias adotadas para atrasar a selecdo resistentes e prolongar a vida util dos
ingredientes ativos, misturas entre sitio-especificos e multissitios, dose, nimero e época de
aplicacdo foram adotadas. Apesar disso, o efeito dessas medidas na sele¢do de individuos
resistentes na populacéo é incerto. Modelos matematicos de simulacdo podem auxiliar a prever
a efetividade de medidas de controle na selecdo de individuos resistentes fornecendo
informacfes para a tomada de decisBes estratégicas no manejo de doencas de plantas. O
objetivo do presente estudo foi desenvolver modelos matematicos para avaliar aplicacdes de
fungicidas do grupo dos inibidores da succinato desidrogenase (SDHI) combinados a inibidores
da demetilase (DMI) e mutlissitios na selecdo de resistentes de P. pachyrhizi. Para isso, cenarios
com numero e dose, nivel de sensibilidade de individuos resistentes e penalidade biologica
foram testados. Modelos SLIR foram adotados. A variavel resposta foi o tempo necessario para
frequéncia de resistentes atingir 50% (T50). Os modelos foram desenvolvidos com auxilio do
software R. Os resultados apresentaram menor T50 para programas com aplicacdo solo de
fungicidas SDHI. A associa¢édo de fungicida DMI e/ou multissitio prolongou T50. O acréscimo
em safras até T50 com associagdo foi inversamente proporcional ao numero de aplicacdes de
fungicidas SDHI. O aumento da dose do fungicida combinado a SDHI, reduziu a selecéo de
individuos resistentes. Cenario com 200% da dose de multissitio prolongou nimero de safras
até T50 em sete, em relacdo a dose de 50%. O mesmo comportamento foi observado para
aumento da dose de fungicida DMI. Houve acréscimo de trés safras com o dobro da dose de
DMI em programa com uma aplicacdo de fungicida SDHI. A presenca de penalidade biologica
prolongou o T50. Nos cenarios simulados, o limiar de shift para selecdo de individuos
resistentes foi de 70%. Os resultados demonstraram que a combinacdo com fungicidas
multissitios reduz a selecdo de resistentes a fungicidas SDHI, sendo a dose do fungicida na
mistura determinante para apresentar efeito no manejo anti-resisténcia. A presenca de fitness
bioldgico somada a adicdo de fungicida multissitio ou DMI atrasou a selecdo de individuos
resistentes. Os modelos podem auxiliar pesquisadores a entender como combinagdes de modos
de acdo e doses podem afetar a selecdo de individuos resistentes.

Palavras-chave: Ferrugem asiatica. Epidemiologia. Software R. Resisténcia. Triazdis.
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ARTICLE B: MIXTURE OF FUNGICIDE SPECIFIC SITE AND MULTI-SITES IN
THE MANEGEMENT OF RESISTANCE OF Phakopsora pachyrhizi SDHIS

4.2 ABSTRACT

Among the strategies adopted to delay the selection of resistance and to prolong the useful life
of the active ingredients, mixtures between specific and multisite sites, dose, number, and
application time were adopted. Despite this, the effect of these measures on the selection of
resistant individuals in the population is uncertain. Mathematical simulation models can help
to predict the effectiveness of control measures in the selection of resistant individuals
providing information for making strategic decisions in the management of plant diseases. The
aim of the present study was to develop mathematical models to evaluate applications of
succinate dehydrogenase inhibitors (SDHI) fungicides combined with demethylase inhibitors
(DMI) and multisite in the selection of Phakopsora pachyrhizi resistance. Scenarios with
number and dose, the sensitivity level of resistant individuals, and biological penalty were
tested. SLIR models were adopted. The response variables were the time required for the
frequency of resistance to reach 50% (T50). The models were developed with the aid of
software R. The results showed a lower T50 for programs with solo application of SDHI. The
association of DMI and/or multisite prolonged T50. The increase in seasons up to T50 with the
association was inversely proportional to the number of applications of SDHI. Increasing the
partner's dose reduced the selection of resistance. Scenario with the 200% dose of Multisite
extended the number of seasons up to T50 in seven in relation to the dose of 50%. The same
was observed for increasing the dose of AMD. There was an addition of three crops with double
the dose of DMI in a program with an application of SDHI. The presence of a biological penalty
prolonged T50. In the simulated scenarios, the shift threshold for selecting resistant individuals
was 70%. The results showed that the combination of multisite reduces the selection of
resistance to SDHI, with the dose of the fungicide in the mixture determining to have an effect
on anti-resistance management. The presence of biological fitness and the addition of a multisite
partner or DMI delayed the selection of resistance. The models can help researchers understand
how combinations of modes of action and doses can affect the selection of resistant individuals.

Palavras-chave: Asian rust. Epidemiology. R software. Resistance, Triazoles.
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4.3 INTRODUCAO

Nas Ameéricas, a ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi
representa uma ameaca a sojicultura nas principais regibes produtoras, onde perdas
significativas séo relatadas na auséncia de medidas de controle (GODOY et al., 2020). De
acordo com o Consércio Anti-Ferrugem, s6 no Brasil, cerca de $ 2 bilhGes de dblares sdo gastos
todo ano com aplicacdes de fungicidas para controle da doenca (CAF, 2020). Falhas de controle
dos principais grupos quimicos de fungicidas registrados para a cultura podem aumentar ainda
mais os gastos em funcdo do aumento do nimero de aplicacGes, dose, por exemplo.

Introduzidos na safra 2013/14, fungicidas inibidores da succinato desidrogenase
(SDHI) apresentaram reducdo de eficiéncia de controle ja nas safras subsequentes ao seu
lancamento, atribuidas a mutacéo na posicao 186F da subunidade C (FRAC, 2017; GODOQY et
al., 2017; SIMOES et al., 2018). Para a manutencao da eficiéncia dos ingredientes ativos SDHI
no controle da FAS, foram adotadas medidas anti-resisténcia como a mistura de fungicidas com
diferentes modos de acédo e fungicidas multissitios. Contudo, no Brasil, essas medidas foram
efetivamente adotadas apds a ocorréncia de falhas de controle, ou seja, ap6s 0 aumento da
frequéncia de individuos resistentes a fungicidas SDHI na populacéo de P. pachyrhizi.

A selecéo de individuos resistentes € influenciada por fatores relacionados ao tempo
de exposicéo do patdgeno ao produto e concentracdo a qual é submetida (VAN DEN BOSCH
et al., 2014). Simulagdes demonstraram que 0 aumento na taxa de selecdo de resistentes e a
reducdo da vida util de ingredientes ativos para o controle de Zymoseptoria tritici em trigo
ocorreu em funcdo do aumento da dose/concentracdo e nimero de aplicacdes do ingrediente
ativo (VAN DEN BERG; PAVELEY; VAN DEN BOSCH, 2016b). Nesse sentido, a associagdo
ou mistura de fungicidas com diferentes modos de acdo tem como objetivo reduzir o processo
de selecdo de individuos resistentes. Entre as estratégias estdo a adicdo de outro fungicida sitio
especifico com modo de acdo diferente e/ou fungicidas multissitios.

A escolha do fungicida parceiro, ocorre em funcdo da eficiéncia de controle do
programa, favorecendo o uso de outro sitio especifico. Contudo, em alguns casos, ha ocorréncia
de resisténcia cruzada entre os fungicidas sitios especificos. Cordero-Limon et al. (2021)
confirmaram a presenca de resisténcia cruzada entre fungicidas sitio-especifico usados no
controle de Venturia inaequalis. O desenvolvimento de estratégias eficazes para garantir o
controle econémico da doenca e mitigar os efeitos da selecdo de individuos resistentes sao
importantes. O impacto dessas estratégias na taxa de selecdo de individuos resistentes e falhas

de controle da doenca podem ser preditos através de modelos de simulagdo. A simulacéo
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permite entender como as caracteristicas relacionadas ao ciclo patdgeno-hospedeiro
influenciam o desenvolvimento da doenca e auxiliam a criacdo e avaliacdo de estratégias de
controle.

O objetivo do presente estudo foi desenvolver modelos matematicos para avaliar
aplicacbes de fungicidas do grupo dos inibidores da succinato desidrogenase (SDHI)
combinados a inibidores da demetilase (DMI) e mutlissitios na selecdo de resistentes de P.
pachyrhizi. Para isso, cenarios com diferentes doses e numero de aplicacdes, nivel de
sensibilidade de individuos resistentes e penalidade bioldgica foram testados.
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4.4 MATERIAL E METODOS

O modelo foi desenvolvido para simular a dindmica da populacéo de P. pachyrhizi em
resposta a aplicacdes de fungicidas SDHI. Os modelos consideraram duas populacgdes: sensiveis
e resistentes a SDHIs. A parametrizacdo das equacgdes de aplicacdo de fungicidas seguiu 0s
modelos desenvolvidos por Hobbelen et al. (2011), Hobbelen; Paveley e VVan den Bosch (2011)
e 0s apresentados no artigo A.

Hospedeiro

O crescimento do hospedeiro é dado pelo indice de area foliar (IAF), que representa a
a area foliar total em 1m? De acordo com os resultados apresentados por Moreira et al. (2015),

0 hospedeiro cresce logisticamente e senesce exponencialmente, e foi representado conforme:

— 0 —
t < tinit
A.
. RRCG + A+ [ 1— (2)
&= : ( Aimax tinit > € < ten
dAi — Ai x gRsenxt—tsen t > teen

Em que dAi é a derivada de Ai em funcéo de dt, A representa o IAF no tempo t, RRCG
é a taxa de crescimento, Amax representa o IAF maximo e Rsen € a taxa de senescéncia. Na
equacao tinit corresponde ao tempo em que o hospedeiro inicia 0 crescimento e tsen representa o

inicio da senescéncia.

Patdgeno

O indculo inicial no sistema apresenta variacao sazonal, ou seja, varia de acordo com
o0 periodo da safra. No presente modelo, assumiu-se que essa variacdo segue curva sigmoidal,
com menor introducdo de uredinidsporos no inicio do desenvolvimento da cultura e pico de
insercdo de indculo proximo ao meio da safra e reducdo no final da safra quando as plantas
entram em senescéncia e ha reducdo da area foliar com producao de urediniésporos. A equacgéo

que descreve o inoculo inicial é descrita como:
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iNocs = iNOpmgy [1 % (t2) * e(*0)]

inoc, = iNomgy [1 % (t2) x e D]

Em que inocs e inoc; representam o numero de uredinidsporos suscetiveis e resistentes
que sdo inseridos no sistema, ino,q, € 0 maximo de uredinidsporos e f diz respeito ao shape
da curva.

O presente estudo ndo considerou diretamente o efeito de temperatura e molhamento
foliar na eficiéncia de infeccdo. Nesse sentido, foi assumido que a taxa aparente de infeccéo
ajustada através da bibliografia incorpora os efeitos de temperatura e molhamento. Assim, para
que os urediniésporos inseridos (disseminados) iniciem a infeccdo € necessario que existam

sitios saudaveis. A &rea foliar sadia ou suscetivel (disponivel para novas infec¢des) é dada por:

Area Saudavel/suscetivel

Ay

i

dt

Aimax

= RRCG * A; * (1 — ( )) — %* (‘Ps * (InfS; + inocs))]

H .
-7 (@, * (InfS, + Lnocr))] — senescence

Em que ¢, e ¢, representam a taxa aparente de infeccdo de individuos suscetiveis e
resistentes, respectivamente, H / 4 representa a correcao de sitios saudaveis disponiveis para

novas infec¢es no tempo t; e InfS, e InfS, s&o os inoculos produzidos por sitios infecciosos
suscetiveis e resistentes, respectivamente, ou seja, ciclo secundario da doenca. A taxa aparente
de infeccdo (¢, e ¢,) é dada pela taxa aparente inicial de cada isolado (resistente ou sensivel)
e efeito da concentragcdo do ingrediente ativo aplicado. De acordo com o ingrediente ativo e
modo de acdo, os fungicidas podem atuar em diferentes fases da cadeia de infeccdo (CAFFI;
ROSSI, 2018). No presente estudo, multissitios atuam apenas na infeccdo, enquanto DMI e
SDHIs atuam no periodo latente e infeccdo, assim como adotados por Hobbelen et al. (2011) e
Elderfielf et al. (2018). Fantin et al. (dados nao publicados) observaram maior periodo latente

em folhas tratadas com DMI. A equacdo que descreve o efeito na taxa de infec¢do é dada como:

Taxa Aparente de Infeccdo
Qs = bi * &

@, = bi x ¢,
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Onde bi é a taxa aparente de infec¢do inicial e ¢ e &, representam o efeito do fungicida
nos individuos sensiveis e resistentes, respectivamente. Nos modelos simulados a taxa aparente
de infeccdo inicial foi similar entre individuos sensiveis e resistentes. De acordo com Mello et
al. (2021) e Simdes et al. (2018) nédo ha evidéncias de penalidade biolégica em individuos que
apresentam a mutacdo 186F. Contudo, os individuos com a mutagdo apresentam diferentes
respostas aos ingredientes ativos do grupo dos SDHIs. No modelo, ndo foi considerado a
variagdo na eficiéncia de controle em fungéo da idade do hospedeiro, assim como observado
por Xavier et al. (2017). O efeito do fungicida na taxa aparente de infecgédo varia em funcéo de
t, dada como:

E(D) = max(p* (1= e MPEDOE) g o (1~ gshaverDose)

£max (i) EPresenta o maximo de reducdo dada pelo fungicida i, shape corresponde ao
valor ajustado da curva de acdo e dose é a quantidade de ingrediente ativo no tempo t ap0s
aplicacdo. Os termos s@o multiplicados quando ha mistura entre ingredientes ativos diferentes.
Ap0s ser aplicado, a dose do ingrediente ativo reduz de acordo com o grupo quimico e equacéo
exponencial:
Dose

Dose(t) = Dy, + €7D

Em que D, € a dose aplicada, v representa a meia-vida do produto aplicado dada por
v = —log (0.5)/dias. Na literatura, diversos estudos apresentam a perda ou “lixiviacao” de
fungicidas néo sistémicos (protetores ou multissitios) apds a precipitacdo. No modelo ndo foram
considerados os efeitos da precipitacdo (chuva) no periodo de acdo dos fungicidas. Novas
simulacdes devem ser realizadas para estudar o efeito da chuva na lixivia¢do desses produtos e
seu efeito na selecao de resistentes.

Os individuos que ndo forem afetados pela aplicacdo de fungicidas, infectardo os sitios
saudaveis transformando-os em latentes. O periodo de laténcia considerado foi de nove dias, de
acordo com estudo de Danelli e Reis (2016). Contudo, Braga et al. (2020) observaram variagédo
de 9 a 12 dias em isolados do Parana e Paraguai. Ndo ha estudos publicados que apresentam
alteracdo do periodo latente de individuos com alteracdes que conferem menor sensibilidade a
SDHls.
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Periodo Latente

dLat, [H _ 1
= |- * (gos * (InfSs + mocs))] — | Latg *
dt A L s*( Emax(i)* (1_ e—shape*Dose))
— Senescence
dLat H 1
L= =« (¢, * (InfS, + inocr))] — | Lat, *
dt A Lps*( Emax(i)* (1_ e—shape*Dose))
— Senescence

Em que Lat, e Lat, representam os sitios latentes por infeccdo de sensiveis e
resistentes, respectivamente, e Lp, e Lp,. representam o periodo latente. Apos o periodo latente
0s sitios tornam-se infecciosos e passam a produzir urediniosporos que serdo disseminados

dentro do sistema (ciclo secundario da doenca).

Periodo Infeccioso

dInfsS; (L . 1 ) (1 S 1)
= * — | — * — | —
It a Lp*e (D) nf. I senescence

Em que InfS e InfR representam os sitios infecciosos de sensiveis e resistentes,
respectivamente, e Ip correponde o periodo infeccioso, ou seja, periodo em que o sitio
permanece produzindo urediniésporos. No final do periodo infeccioso os sitios infecciosos séo

removidos.

Removidos

dRem;
dt

= InfS +—
n *Ip

Ao final de cada safra simulada e frequéncia final de sitios infectados por individuos
resistentes e sensiveis é calculada por in0Csens = INfSseason-1 / (INfSseason-1 + INfSeseason-1). A

frequéncia de individuos resistentes no inicio da safra segundo é dada por in0Cres = 1-iN0Csens.

Ajuste dos parametros
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Os paréametros referentes ao desempenho de fungicidas foram ajustados a partir de
estudos publicados e trabalhos conduzidos a campo. Os estudos apresentaram aplicacdes dos
fungicidas com modos de acdo SDHI, DMI e multissitio, aplicados uma, duas, ou trés vezes e
em doses diferentes de cada ingrediente ativo. O progresso da doenga com e sem aplicacdo dos
ingredientes ativos foi ajustado através do modelo ndo-linear logistico (ANEXO A) com auxilio
do software R.

Os parametros foram ajustados através de estudos que apresentaram aplicacdes de
SDHI com a mistura solatenol + azoxystrobin (30 + 60 g.i.a. ha') e fluxapiroxade +
piraclostrobina (50.1 + 99.9 g.i.a. ha') , DMI com a mistura ciproconazol + difenoconazole
(45 + 75 g.i.a. hal) e multissitio mancozebe (2250 g.i.a. ha*). As concentracdes de ingrediente
ativo recomendadas pelo fabricante foram consideradas como 100%. Para SDHIs assumiu-se
que as resultados dos estudos foram obtidos com aplicacdes em populacdo sem a presenca de
individuos resistentes. A eficiéncia maxima de DMI e multissitios foi considerada a situacéo
atual, ou seja, existem individuos com niveis de resisténcia a DMI na populagéo.

A eficiéncia maxima de cada fungicida foi estimada através da diferenca entre o
tratamento testemunha e o tratamento com aplicacdo. Assumindo a diferenca como fungéo
derivada, a eficiéncia maxima e periodo de acao foram ajustados.

Os parametros ajustados a partir de dados experimentais e assumptions adotados no

presente estudo estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Descricdo de parametros e assumptions adotados nos modelos de simulacédo de
resisténcia de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas SDHI.

Acronym Value Reference
RRCG  Relative rate of growth 0.152
Rate of fit § Morei |
growth Amax Maximum number of sites at time t 3.9 It rom(zocirse)lra L
A0 Initial sites at time t 0.01
Rsen Senescence rate 1.12
1x10-
incoci initial inoculum 5
@, | _nfection rate of resistance strain at Fit from review
@, time t
Rate of Infection rate of resistance strain at 2.5
infection time t
bi Basic infection rate
Lp Latent period 9 days . .
Danelli e Reis (2016);
28 Fantin et al. (2020)
Ip Infection period days
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£ £. Fungicide reduction rate at time t

” -

Fungicide Fungicide reduction rate at time t
fmax (i) Maximum fungicide reduction of
fungicide i
shape Fungicide curve shape
Dose Ingredient active g.ia.ha-1 at time t
Dapl Ingredient active g.ia.ha-1 applied
v half-life of applied product
SDHI 0.316
Decay Y DMI 0.379
Multissitio 0.632
SDHI 0.65
Maximum - mex (D) DMI 0.55
fungicide
reduction .
Multissitio 0.83

*Representacdo grafica esta disponivel em anexo A.

Cenarios e programas de controle

O presente estudo foi composto por programas de aplicagdes de fungicidas compostos
por uma, duas e trés aplicacGes de modo de acao solo (SDHI) e misturas entre SDHI e DMI ou
multissitio. Cada programa foi testado em diferentes cenarios de: (i) nivel de sensibilidade dos
individuos resistentes (shift); (ii) doses de fungicidas DMI e multissitio; e (iii) penalidade
bioldgica dos individuos resistentes aos fungicidas SDHI. O intervalo entre aplicacGes foi de

15 dias e ndo foi assumida a existéncia de taxa de mutacdo da populacdo sensivel (Tabela 3).

Programas de controle

Os programas de controle de P. pachyrhizi foram compostos por uma, duas e trés
aplicacGes de fungicidas. Foi assumido a dose de SDHI de 100% e frequéncia inicial de
resistentes de 0.001. Em cada programa, SDHI foi associado a DMI ou multissitio em doses
de 1 A 200%. Os programas foram simulados em cenarios com shift de 10 a 99% e penalidade
bioldgica de individuos resistentes de 0, 1, 3 e 5 dias. Momento, nimero e combinacfes de

aplicac@es de fungicidas foram simulados conforme apresentado na tabela 4.

Tabela 4. Programas de manejo de Phakopsora pachyrhizi simulados.

Aplicacdes (DAE)




Cadigo Nome 40 55 70 Dose %
1 SDHI + DMI SDHI + DMI - - DMI
2 SDHI + DMI SDHI + DMI SDHI + DMI - DMmI 1a200
3 SDHI + DMI SDHI + DMI SDHI + DMI SDHI + DMI DMI
4 SDHI + Multi SDHI + Multi - - Multi
5 SDHI + Multi SDHI + Multi SDHI + Multi - Multi 12200
6 SDHI + Multi SDHI + Multi SDHI + Multi SDHI + Multi Multi
1 SDHI + DMI SDHI + DMI DMI DMI DMI
2 SDHI + DMI DMI SDHI + DMI DMI DMI
3 SDHI + DMI DMI DMI SDHI + DMI DMI
4 SDHI + DMI SDHI DMI DMI DMI 12200
5 SDHI + DMI SDHI SDHI DMI DMI
6 SDHI + DMI SDHI + DMI SDHI + DMI SDHI + DMI DMI
7 SDHI + DMI SDHI SDHI + DMI SDHI + DMI DMI
8 SDHI + DMI SDHI SDHI SDHI + DMI DMI
1 SDHI + Multissitio SDHI + Multi Multi Multi Multi
2 SDHI + Multissitio Multi SDHI + Multi Multi Multi
3 SDHI + Multissitio Multi Multi SDHI + Multi Multi
4 SDHI + Multissitio SDHI Multi Multi Multi 12200
5 SDHI + Multissitio SDHI SDHI Multi Multi
6 SDHI + Multissitio SDHI + Multi SDHI + Multi SDHI + Multi Multi
7 SDHI + Multissitio SDHI SDHI + Multi SDHI + Multi Multi
8 SDHI + Multissitio SDHI SDHI SDHI + Multi Multi
A-M  SDHI+DMI+Multi SDHI + DMI + Multi DMI + Multi DMI + Multi DMI
B-M  SDHI+DMI+Multi DMI + Multi SDHI + DMI + Multi DMI + Multi DMI
C-M  SDHI+DMI+Multi DMI + Multi DMI + Multi SDHI + DMI + Multi DMI
D-M  SDHI+DMI+Multi SDHI DMI + Multi DMI + Multi DMI 12200
E-M  SDHI+DMI+Multi SDHI SDHI DMI + Multi DMI
F-M  SDHI+DMI+Multi SDHI + DMI + Multi SDHI + DMI + Multi  SDHI + DMI + Multi DMI
G-M  SDHI+DMI+Multi SDHI SDHI + DMI + Multi SDHI + DMI + Multi  DMI
H-M  SDHI+DMI+Multi SDHI SDHI SDHI + DMI + Multi DMI
A-D  SDHI+Multi+DMI SDHI + Multi + DMI Multi + DMI Multi + DMI Multi
B-D  SDHI+Multi+DMI Multi + DMI  SDHI + Multi + DMI Multi + DMI Multi
C-D  SDHI+Multi+DMI Multi + DMI Multi + DMI SDHI + Multi + DMI  Multi
D-D  SDHI+Multi+DMI SDHI Multi + DMI Multi + DMI Muld oo
E-D  SDHI+Multi+DMI SDHI SDHI Multi + DMI Multi
F-D  SDHI+Multi+DMI SDHI + Multi + DMI SDHI + Multi + DMI SDHI + Multi + DMI  Multi
G-D  SDHI+Multi+DMI SDHI SDHI + Multi + DMI SDHI + Multi + DMI Multi
H-D  SDHI+Multi+DMI SDHI SDHI SDHI + Multi + DMI  Multi

74



75

Nos programas “SDHI+DMI+Multi”, cenarios com aplica¢ao de fungicidas com trés
modos de acdo foram simulados. Doses de 1 a 200% de DMI e SDHI (100%) e Multi (50%)
foram simulados. Nos programas “SDHI+Multi+DMI”, doses de 1 a 200% de Multi ¢ SDHI
(100%) e DMI (50%) foram simulados.

Segundo Van den Bosch et al. (2011), no processo de resisténcia ocorrem trés fases,
emergence, selection e adjustment. Na fase de selecdo os individuos (ou strains) resistentes ja
estdo presentes na populacdo. O presente trabalho atua na fase de adjustment, assim como
trabalho de Van den Bosch et al. (2017).

No presente trabalho, os cenarios consideram o efeito da ado¢do de medidas e/ou uso
de modelos de simulacdo em diferentes momentos apds a introdugdo do modo de agdo no
mercado ao considerar a frequéncia inicial de 0.001.

Sensibilidade de individuos resistentes (shift)

Foram simulados diferentes niveis de sensibilidade dos individuos resistentes a SDHI,
ou seja, nivel de acdo de SDHI nos individuos resistentes a SDHI (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 e 99%). De acordo com os trabalhos de Mello et al. (2021) e Simdes et al. (2018) os
individuos resistentes de P. pachyrhizi possuem respostas diferentes a ingredientes ativos
benzovindiflupir e fluxapiroxade. Os diferentes niveis de efeitos do fungicida nos individuos
resistentes foram chamados de “shift”. Os cenarios tém como objetivo simular o efeito do nivel
de sensibilidade de individuos resistentes na sele¢cdo bem como outros ingredientes ativos do

grupo dos fungicidas SDHI, que podem ser inseridos no mercado.

Penalidade Bioldgica

As simulacdes abordaram situacdes em que os individuos resistentes apresentavam
penalidade bioldgica de um, dois e trés dias no periodo latente. O objetivo foi simular o efeito
de programas de controle com fungicidas SDHI em possiveis novos individuos que apresentam
novas mutacdes ou alteracdes que conferem menor sensibilidade a SDHIs. O total de

simulacdes realizadas estdo apresentados na tabela 5.
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Tabela 5. Programas e cenérios simulados para estudar o efeito de aplicacGes de misturas de
modos de acdo na selecdo de individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas

SDHI.
N. Freq. Shift Fitness
Grupo apl. Inicial Dose(%0) (%) (dias) Total
Mistura SDHI + DMI 1 0.001 1a200 9al 0,1,3e5 520
Mistura SDHI + DMI 2 0.001 1a200 9al 0,1,3e5 520
Mistura SDHI + DMI 3 0.001 1a200 9al 0,1,3e5 520
Mistura ~ SDHI + Multissitio 1 0.001 1a200 9al 0,1,3e5 520
Mistura ~ SDHI + Multissitio 2 0.001 1a200 9al 0,1,3e5 520
Mistura ~ SDHI + Multissitio 3 0.001 1a200 9al 0,1,3e5 520
200,100,75 e
Programas SDHI + DMI la3 0.001 50 9al 0,1,3e5 1280
200,100,75 e
Programas SDHI + Multissitio 1a3 0.001 50 0al 0,1,3e5 1280
total 5680

Variavel resposta

Os resultados da simulacdo foram apresentados na forma de T50 e Effective life (E35).

T50 representa o numero de safras antes que a frequéncia de individuos resistentes a fungicidas

SDHI na populacéo de P. pachyrhizi ultrapasse 50%. Effective life (E35) que é o nimero de

safras em que o programa pode ser repetido antes que a eficiéncia de controle calculada atraves

da AACPD entre 48 e 90 dias apds emergéncia (DAE) seja menor que 35% em relacdo a

eficiéncia inicial.
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4.5 RESULTADOS E DISCuUSssAO

Os resultados do artigo A apresentaram nimero de safras até T50 em cenario com shift
de 50%, variando de cinco a duas safras com o aumento do nimero de aplica¢cdes de SDHI de
um para trés. A associa¢do ou combinacédo de ingredientes ativos com modos de acao diferente,
como fungicidas do grupo DMI e multissitios, foi adotada.

Cenarios com associacao de diferentes doses de multissitio

A combinacdo de SDHI+multissitio prolongou T50 em todos os cenarios simulados. Em
geral, em programas com trés aplicacbes de SDHI, a contribuicdo da adi¢cdo de multissitio
apresentou acréscimo no numero de safas (dentro das 20 safras) em relacdo aos cenarios com
uma e duas aplicacbes (Figura 8-A,B,C). A dose de multissitio adotada na combinacdo
influenciou o ganho em ndmero de safras em relacdo aos respectivos cenarios sem adicdo de
multissitio. Para programas com dose de 200% e shift 50%, o nimero de safras foi de 19, 11 e
7 (uma, duas e trés aplicacOes, respectivamente). Quando houve reducdo da dose para 50%,

foram necessarias 12, 7 e 5 safras até T50.
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Figura 8. (1) Selecdo de individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a SDHI em
programas de aplicacdes de fungicidas SDHI + Multissitio aos (a) 40 DAE, (b) 40 e 55 DAE e
(c) 40, 55 e 70 DAE, combinados a - 1 a 200 % doses de multissitio e niveis de sensibilidade
dos resistentes. (2) Selecdo de individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a SDHI com
penalidade biol6gica de 1 dia em programas de aplicacdes de fungicidas SDHI + Multissitio
aos (d) 40 DAE, (e) 40 e 55 DAE e (f) 40, 55 e 70 DAE, combinados a - 1 a 200 % doses de
multissitio e niveis de sensibilidade dos resistentes. (3) Selecdo de individuos resistentes de
Phakopsora pachyrhizi a SDHI com penalidade bioldgica de 3 dias em programas de aplicacdes
de fungicidas SDHI + Multissitio aos (g) 40 DAE, (h) 40 e 55 DAE e (i) 40, 55 e 70 DAE,
combinados a - 1 a 200 % doses de multissitio e niveis de sensibilidade. (4) Selecdo de
individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a SDHI com penalidade bioldgica de 5 dias
em programas de aplicacGes de fungicidas SDHI + Multissitio aos (j) 40 DAE, (k) 40 e 55 DAE
e (1) 40, 55 e 70 DAE, combinados a - 1 a 200 % doses de multissitio e niveis de sensibilidade.
Fonte: O préprio autor.

Os resultados demonstram que a associacdo de multissitio ao SDHI atrasou o tempo
para atingir frequéncia de individuos resistentes de 50%. Em geral, o tempo para resisténcia
foi proporcional ao aumento da dose do parceiro multissitio. O nimero de aplica¢cdes de SDHI
também determinou T50. A relacdo entre T50 e numero de aplicacdes foi inversamente
proporcional. Os resultados corroboram as informac6es do FRAC (2017), que alerta sobre o
aumento do numero de aplicagdes. Segundo Reis et al (2019) o uso de fungicidas multissitios
como clorotalonil, oxicloreto de cobre e mancozebe, € a principal estratégia anti-resisténcia
para fungicidas sitios especificos. Os mesmos autores citam que a adocdo de fungicidas
multissitios junto a sitios especificos deve ocorrer nos primeiros anos de exposicdo do
ingrediente ativo.

O aumento da eficiéncia e controle obtido com a adicdo de fungicidas multissitio a
fungicidas sitio especificos foi demonstrada em diversos trabalhos (REIS et al., 2020; FANTIN

et al., 2015). Resultados de campo sugerem que fungicidas multissitios ndo tém potencial para
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recuperar o controle de fungicidas sitio-especificos que apresentem eficacia inferior a 50%
(REIS et al., 2017).

A penalidade biologica de um dia de periodo latente em individuos resistentes
prolongou o T50 em 20 safras nos cenarios com shift >50% e uma e duas aplica¢des (Figura 8
— D,E,F). Programas com trés aplicacdes, shift 50% e dose 100%, a penalidade de um dia nos
resistentes conferiu acréscimo de nove safras até o T50. Nos cenarios com penalidade de trés
(Figura 8 — G,H,I) e cinco dias (Figura 8 —J,K,L), o nimero de safras foi superior a 20 (Figura
9). Nesses casos, a penalidade bioldgica somada a presenca de ingrediente com modo de agéo
diferente reduziu a capacidade da populagéo resistente de aumentar a sua frequéncia.

Em individuos resistentes a SDHI com penalidade de cinco dias, a adocéo de fungicidas
multissitios prolongou T50 em comparacédo ao cenério equivalente com penalidade de um e trés
dias. Os resultados sugerem que a capacidade de aumentar a frequéncia de resistentes de uma
populacao esta relacionada a pressdo de selecdo exercida pela aplicacdo de fungicidas somado

as vantagens ou desvantagens biolégicas dos individuos resistentes.
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Figura 9. Ganho em safras com associacdo de fungicidas multissitios em relacdo a programas
solo. (1) Selecdo de individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas SDHI em
programas de aplicacOes (a) 40 DAE, (b) 40 e 55 DAE e (c) 40, 55 e 70 DAE, combinados a -
1 a 200 % doses de multissitio e niveis de sensibilidade dos resistentes. (2) Selecdo de
individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas SDHI com penalidade biol6gica
de 1 dia em programas de aplica¢des aos (d) 40 DAE, (e) 40 e 55 DAE e (f) 40, 55 e 70 DAE,
combinados a - 1 a 200 % doses de multissitio e niveis de sensibilidade dos resistentes. (3)
Penalidade bioldgica de 3 dias em programas de aplicacGes (g) 40 DAE, (h) 40 e 55 DAE e (i)
40, 55 e 70 DAE, combinados a - 1 a 200 % doses de multissitio e niveis de sensibilidade. (4)
Penalidade bioldgica de 5 dias em programas de aplicacdes aos (j) 40 DAE, (k) 40 e 55 DAE e
(1) 40, 55 e 70 DAE, combinados a - 1 a 200 % doses de multissitio e niveis de sensibilidade.
Fonte: O proprio autor.

De acordo com Van den Bosch et al. (2014) a aplicagdo de uma mistura de fungicidas
de alto e baixo risco, reduz a sele¢do , uma vez que o parceiro de mistura de baixo risco suprime
as taxas de crescimento de individuos sensiveis e resistentes. Relatos de individuos resistentes
a multissitios como mancozebe ou clorotalonil sdo raros. Em funcdo das rotas de agéo,
individuos resistentes a esses fungicidas possivelmente apresentardo penalidade bioldgicas que
impendem que a frequéncia da populacdo progrida. Apesar disso, problemas com a aplicacéo e
periodo de acdo desses fungicidas séo realidade.

O presente modelo nao considerou a qualidade de aplicacao dos fungicidas. Fungicidas
protetores ou ndo penetrantes ficam na superficie das folhas e precisam ser distribuidos para
proteger as folhas. Segundo Henrique et al. (2021) falhas da tecnologia de aplicacdo séo
responsaveis por reducgdes de 34%. Godoy et al. (2020) citam que ha variacéo na eficiéncia de
controle de multissitios em ensaios em rede conduzidos entre 2013 e 2020 em func¢édo das
condi¢cdes ambientais. Fatores como degradacdo quimica, fisica ou biolégica do ingrediente
ativo (NEELY, 1970; SCHEPERS, 1996) podem influenciar. Além disso, a precipitacdo é
considerada o principal fator negativo no uso de multissitios.

Em relacdo a aplicacdo, questionamentos sobre o volume de produto a ser aplicado em
funcdo do indice de area foliar sdo levantados. Para Cercospora beticola, agente causal da
mancha foliar de cercospora em beterraba, Gonzalez-Dominguez et al. (2020), através do
desenvolvimento de modelos genéricos de simulacdo demonstraram relacdo entre aumento da
area foliar e progresso da doenca, que pode estar relacionado a interceptacdo de esporos e
dispersdo dentro do dossel. Os resultados podem estar ligados a caracteristicas relacionadas a
arquitetura da planta como distancia entre as folhas, e desenvolvimento do hospedeiro como
densidade de folhas, idade, microclima, também influenciaram na epidemia (CALONNEC et
al., 2013). Assim como Moreira et al. (2015), em trabalho com diferentes épocas de semeadura

e ciclos de cultivares.
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O uso de fungicidas penetrantes (sistémicos ou mesosistémicos) pode apresentar
melhor cobertura e protecdo, visto que séo translocados nas folhas. Apesar disso, fungicidas
sitio-especificos, tém apresentado vida efetiva curta, isto €, 0 nimero de safras consecutivas em

que o tratamento com fungicida manteve controle efetivo da doenca.

Cenarios com associagado de diferentes doses de DMI

O retorno econdmico € o principal objetivo da aplicacdo de fungicidas, o que depende
do numero de aplicacOes e da eficiéncia dos fungicidas (REIS et al., 2018). Foram simulados
programas com diferentes doses de fungicida DMI associados a SDHI. A associagdo de DMI a
SDHI prolongou o T50 em duas, uma e uma safras nos programas com uma, duas e trés
aplicacdes (Figura 9).
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Figura 10. (1) Selegdo de individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas SDHI
em programas de aplica¢bes de SDHI + DMI aos (a) 40 DAE, (b) 40 e 55 DAE e (c) 40,55 e
70 DAE, combinados a - 1 a 200 % doses de DMI e niveis de sensibilidade. (2) Selegédo de
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individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas SDHI com penalidade de 1 dia
em programas de aplicacbes de SDHI + DMI aos (d) 40 DAE, (e) 40 e 55 DAE e (f) 40,55 ¢
70 DAE, combinados a - 1 a 200 % doses de DMI e niveis de sensibilidade. (3) Selegdo de
individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas SDHI com penalidade de 3 dias
em programas de aplicacbes de SDHI + DMI aos (g) 40 DAE, (h) 40 e 55 DAE e (i) 40,55 e
70 DAE, combinados a - 1 a 200 % doses de DMI e niveis de sensibilidade. (4) Selegdo de
individuos resistentes de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas SDHI com penalidade de 5 dias
em programas de aplicagdes de SDHI + DMI aos (j) 40 DAE, (k) 40 e 55 DAE e (I) 40,55 e 70
DAE, combinados a - 1 a 200 % doses de DMI e niveis de sensibilidade.

Fonte: O préprio autor.

Nos programas simulados, o aumento da dose de DMI para 200% prologou 0 T50 em
quatro safras. Apesar do resultado, o aumento da dose de DMI pode favorecer a selecdo de
individuos resistentes a fungicidas DMI. No caso de haver penalidade bioldgica de um dia no
periodo latente de individuos resistentes a SDHI, os resultados demonstram um ganho de quatro
safras nos programas com uma aplicacao (Figura 10). Os resultados apresentados corroboram
as estratégias para o manejo de resisténcia de patdgenos aos fungicidas apresentada por
(MILGROOM,; FRY, 1988; VAN DEN BOSCH et al., 2014a).
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Figura 11. Ganho em safras com associa¢do de fungicida DMI em relacdo a programas solo.
Programas de aplicacdes de fungicida SDHI + DMI aos (a) 40 DAE, (b) 40 e 55 DAE e (c) 40,
55 e 70 DAE, combinados a - 1 a 200 % doses de DMI e niveis de sensibilidade. (2) Penalidade
de 1 dia em programas de aplica¢Ges de fungicidas SDHI + DMI aos (d) 40 DAE, (e) 40 e 55
DAE e (f) 40, 55 e 70 (3) Penalidade de 3 dias em programas de aplica¢Oes de fungicida SDHI
+ DMI aos (g) 40 DAE, (h) 40 e 55 DAE e (i) 40, 55 e 70 DAE, e (4) Penalidade de 5 dias em
programas de aplicacdes de fungicida SDHI + DMI aos (j) 40 DAE, (k) 40 e 55 DAE e (1) 40,
55 e 70 DAE.

Fonte: O proprio autor.

A mistura de fungicidas com diferentes modos de a¢&o pode reduzir a taxa de selecéo
de individuos resistentes. No trabalho de Hobbelen et al. (2013) o uso de misturas de fungicidas
reduziu/atrasou o desenvolvimento de resisténcia. Em outro trabalho, Hobbelen et al. (2011)
estudaram o efeito da aplicacdo de um fungicida sitio-especifico aplicado sozinho ou em
mistura com multissitios. A vida atil do produto (tempo entre o langamento no mercado e
ocorréncia de resisténcia) de ac¢éo sitio especifico foi maior quando aplicado em mistura com o
fungicida multissitios, mesmo utilizando o multissitios em baixas doses. A vida util do sitio-
especifico quando utilizado em mistura com multissitios foi prevista em 12 anos, e 3 a 4 anos
para 0 mesmo cenario com sitio especifico aplicado sem mistura. Os resultados apresentados
no presente trabalho corroboram os trabalhos supracitados, em que a associagdo de multissitios
conferiu maior tempo (safras) em relacdo a DMI. Nesse sentido, o intervalo entre as aplicagdes
também pode influenciar pois a exposicdo da populacdo sensivel ao fungicida favorece a
selecdo de resistentes (VAN DEN BERG; PAVELEY; VAN DEN BOSCH., 2016a). Dooley et
al. (2016b) observaram maior selecdo de individuos resistentes na segunda aplicacdo de DMI.

Na revisdo de Van den Bosch et al. (2014b), a selecdo de resistentes apresenta maior
reducdo com menores doses do fungicida alvo (SDHI por exemplo) do que com o aumento da
dose do fungicida parceiro. Na revisdo, os autores ndo abordam a ocorréncia de resisténcia
cruzada. Diversos estudos indicam resisténcia cruzada entre SDHIs para os fungos Fusarium
asiaticum (CHEN et al.,, 2021), Podosphaera xanthii (MIYAMOTO et al., 2020) e
Mycosphaerella graminicola (SCALLIET et al., 2012). O presente estudo ndo considerou a
presenca de resisténcia cruzada entre fungicidas SDHI e DMI. Apesar de ainda ndo ser
conhecida ou publicada a emergéncia e selecdo de individuos com menor sensibilidade aos
fungicidas dos dois modos de acdo em P. pachyrhizi, sdo possiveis. Individuos resistentes a
DMIs apresentam diferentes niveis de sensibilidade e mecanismos complexos, que podem estar
associados a mutacbes nos genes CYP51, e assim superexpressao de genes e metabolizacéo do
fungicida no caso de P. pachyrhizi (SCHMITZ et al., 2014).
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Casos de reducgdo de eficiéncia de controle usando combinagdes de fungicidas com
diferentes modos de acéo foram relatados no Brasil. Scherm et al. (2009), avaliando a eficiéncia
média de fungicidas utilizados em soja em ensaios em rede de 2003/04 a 2006/2007, concluiram
que a combinacdo de triazois e estrobilurinas resultaram em menor severidade de ferrugem. Ja
em 2015, Dalla Lana et al. (2015) trabalhando com dados da mesma rede de ensaios entre as
safras de 2004/05 a 2012/13, observaram que as misturas de triazdis e estrobilurinas
apresentaram reducdes lineares de eficiéncia. Mavroeidtit e Shaw (2006) observaram redugéo
da selecdo de individuos resistentes do fungo Mycosphaerella graminicola em combinacgdes de
fluguinconazol e azoxistrobina em altas doses.

Em programas com diferentes combinacdes e momentos de aplicagdo de fungicidas, 0s
resultados mostram que o nimero de aplicacdes de SDHIs na safra aumentou a selecéo de
individuos resistentes. Nos programas com adicdo de multissitios, programas com trés
aplicacdes de SDHI apresentaram menor T50 (Figura 11). Os programas com uma aplicacéo de
SDHI no inicio da doenca (40 DAE) apresentou menor selecdo de individuos resistentes em
relacdo a aplicagdo aos 55 DAE (Figura 11 — A,B). Curiosamente, a aplicacdo de SDHI aos 70
DAE, apresentou numero de safras até T50 igual ou superior a 20.

75 100
Dose MULT

50 3 100 200 7 100
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Figura 12. Programas de controle compostos por combinacdes de fungicidas SDHI e
multissitios na sele¢do de individuos de Phakopsora pachyrhizi resistentes a SDHI. Descricdo
dos programas em tabela 4.

Fonte: O proprio autor.

O resultado pode ser explicado pela acdo do fungicida multissitios reduzindo os
individuos sensiveis e resistentes nas aplicacGes aos 40 e 55 DAE. Em outro contexto, a
frequéncia inicial de resistentes ou fase da resisténcia (emergéncia, selecdo) podem influenciar
as estratégias anti-resisténcia em relacdo ao momento de aplicacdo, combinacgdes e alternancia
de ingredientes ativos. Van den Bosch et al. (2014a) avaliaram o efeito da aplicacdo de um
fungicida sitio-especifico com multissitios aplicados em mistura ou separados na fase de
emergéncia da resisténcia. Os resultados indicaram que a utilizagcdo de misturas aumentou a
vida util do produto sitio especifico, quando comparado com a aplicacao separada (quando cada
campo recebe um dnico fungicida alternadamente).

No caso de misturas de fungicidas de sitio-especifico e multissitios, o tempo para
ocorréncia de resisténcia foi maior quando utilizadas altas doses dos fungicidas multissitios
combinadas a menores doses dos fungicidas sitio-especificos (HOBBELEN et al., 2011;
MIKABERIDZE; MCDONALD; BONHOEFFER, 2014; VAN DEN BOSCH et al., 2011).
Mikaberidze; Mcdonald e Bonhoeffer (2014) citam que se ndo houve custo bioldgico da
mutacdo (“Fitness penalty”), 0 uso de fungicidas sitio especifico (“alto risco”) em misturas é
justificado apenas pelo ganho em eficiéncia de controle.

Combinacbes e momentos de aplicacdo, mostraram que 0 numero de aplicaces de
fungicidas SDHIs na safra aumentou a selecdo de individuos resistentes. Nos programas com
adicdo de fungicida DMI, programas com trés aplicac6es de SDHI apresentaram menor T50
(Figura 12). Nos programas com uma aplicacdo de SDHI no inicio da doenca (40 DAE)
apresentou menor selecao de resistentes em relacdo a aplicacdo em 55 DAE (Figura 11 — A,B).
Em geral, os programas com DMI apresentaram resposta semelhantes aos programas

equivalentes com adicao de multissitio.
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Figura 13. Programas de controle com a combinacgdo de fungicida SDHI e DMI na selecéo de
individuos de Phakopsora pachyrhizi resistentes a SDHI. Descri¢do dos programas em tabela
4.

Fonte: O préprio autor.

Os cenarios simulados foram desenvolvidos com informacgdes de uma pequena gama
de DMiIs. Novos estudos e simulagfes com outros DMIs sdo necessarias para estudar o efeito
de outros grupos como triazolinonas. O efeito do fungicida nos individuos resistentes e
sensiveis estd relacionado a caracteristicas intrinsecas do ingrediente ativo e as alteracdes
geneticas nos resistentes. Em funcéo da variacdo na resposta de Z. tritici a diferentes DMIs
Dooley et al. (2016) testaram dois ingredientes ativos diferentes mas com o mesmo modo de
acdo aplicados em diferentes configuracGes. A aplicacdo de apenas um ingrediente ativo
resultou em menor selecdo em comparacdo a mistura e reforcam a recomendacdo de
combinacdo de diferentes modos de acdo. Skylakakis (1981) enfatizam que as misturas reduzem
a selecdo, exceto em casos em que o periodo latente do patdgeno é curto. Os autores também
mostraram que quanto maior a eficiéncia do fungicida e o grau de resisténcia, mais rapido é a
selecdo de resistentes. Dessa forma, os modelos e premissas/regras variam de acordo com o
patdgeno e situacgao.

O uso de misturas de fungicidas com modos de acdo diferentes demonstrou menor
selecdo de individuos resistentes nos cenarios simulados. O uso de multissitio apresentou maior

periodo até T50 em relacdo a DMIs. O uso de fungicidas e misturas pode ser uma estratégia
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para prolongar a durabilidade de cultivares (CAROLAN, et al., 2017). Da mesma forma, a

adocéo de cultivares tolerantes e selecéo de resistente dever ser estudada.
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4.7 CONCLUSOES

Os resultados demonstram que a combinacdo de fungicidas multissitio ou DMI com
SDHI reduzem a sele¢do de individuos resistentes aos SDHI, sendo a dose do fungicida parceiro
determinante para 0 manejo anti-resisténcia. O acréscimo em safras foi superior com uso de
multissitio como parceiro, sendo o ganho influenciado pelo shift.

A presenca de fitness bioldgico somada a adicdo de parceiro multissitio ou DMI
atrasou a selecdo de resistentes. Os modelos podem auxiliar pesquisadores a entender como
programas de manejo podem afetar a selecdo de individuos, bem como elaborar estratégias para

insercdo de novos ingredientes ativos e recomendagoes.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os modelos desenvolvidos/adaptados mostraram ser capazes de simular o tempo até que
a frequéncia de individuos resistentes de uma populacéo atinja 50%. O uso de apenas um modo
de acdo no controle da doenca, em nenhum dos cenérios simulados, mostrou-se sustentavel.
Os resultados apresentados e cenarios simulados podem ser utilizados para outros ingredientes
ativos do mesmo grupo, como bixafen, inpyrfluxam e fluindapyr, recentemente introduzidos
no mercado, visto que os cenarios contemplam diversas situacdes. Nesse caso, individuos que
apresentam alteracdes que conferem menor sensibilidade podem estar sendo selecionados,
embora ndo tenham frequéncia suficiente para determinar reducdes de eficiéncia de controle.

Nesses casos, 0 shift ou sensibilidade dos resistentes testados no presente trabalho
podem fornecer informacoes de que uma populacéo de resistentes, mesmo com a pressdo de
selecdo exercida pelos fungicidas, pode ndo ser selecionada (aumentar a frequéncia).

Os resultados monstraram que a reducéo do namero de aplicacdes foi a principal medida
para reducdo da selecdo. Somada a reducéo das aplicacdes, a combinagdo de multissitios foi a
medida mais eficaz para prolongar T50. Nesse sentido, € importante destacar o efeito da dose
do fungicida parceiro no manejo anti-resisténcia. Cada vez mais o uso de medidas integradas
de manejo como época de semeadura, vazio sanitario, uso de cultivares tolerantes, rotacdo de
modos de acdo e outros tornam-se mais importantes.

A penalidade bioldgica de individuos resistentes demonstrou ser limitante na selecéo de
individuos. Novos trabalhos devem ser realizados para estudar a ocorréncia de penalidades
bioldgicas em individuos resistentes, assim como o efeito do intervalo entre aplicagdes,
descontinuidade e retorno de programas de manejo e ingredientes ativos, bem como, a presenca
de individuos com niveis de sensibilidade aos fungicidas parceiros adotados. Ainda, cenarios
com penalidades bioldgicas relacionadas a agressividade e viruléncia (através de alteracdes na
taxa aparente de infeccdo, por exemplo) dos individuos resistentes devem ser desenvolvidos.

Os resultados apresentados podem auxiliar pesquisadores a entender como programas
de manejo e a adocdo de estratégias anti-resisténcia devem ser planejadas antes mesmo do

lancamento do produto no mercado.
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APENDICE A - Ajuste das curvas de acordo com dados de campo (SDHI).
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APENDICE B - Ajuste das curvas de acordo com dados de campo (multissitios).
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APENDICE C - Dados preditos e observados.
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Figura 1. Severidade da doenca (tridngulos e pontos) e curva estimada pelo modelo (linha
grossa). A direta severidade estimada (triangulos e pontos), curvas ajustadas individualmente
(linhas finas) e curva estimada pelo modelo (linha grossa). O eixo Y € a proporcdo da area

infectada e o eixo x é o tempo (dias).
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Figure 2. Severidade da doenca (triangulos e pontos) e curva estimada pelo modelo (linha
grossa). A direta severidade estimada (tridangulos e pontos), curvas ajustadas individualmente
(linhas finas) e curva estimada pelo modelo (linha grossa). O eixo Y € a proporcdo da area

infectada e 0 eixo x é o tempo (dias).
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Figura 3. Severidade da doenca (tridngulos e pontos) e curva estimada pelo modelo (linha
grossa). A direta severidade estimada (tridngulos e pontos), curvas ajustadas individualmente
(linhas finas) e curva estimada pelo modelo (linha grossa). O eixo Y € a propor¢do da area
infectada e o eixo x é o tempo (dias). Taxa aparente de infeccdo obtida através da mediana.
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APENDICE D - Eficiéncia de controle de programas com aplicacdo aos 40DAE em
relacdo a eficiéncia sem a presenca de resistentes

Eficiéncia de controle de programas com aplicagfes de SDHI aos 40 DAE em diferentes

doses (200,100 e 50).
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ia de controle de programas com aplicacoes de SDHI aos 40, 55 e 70 DAE em

iciénc

Ef

diferentes doses (200,100 e 50)
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