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RESUMO

BORGES, M.H.P. Sensibilidade de isolados de Macrophomina phaseolina a
piraclostrobina+fluxapiroxade. Trabalho de conclusao de curso. 2023, 44p.

O fitopatogeno Macrophomina phaseolina ¢ o agente causal da podridao-carvao em diversas
culturas como soja, feijao, milho e algodao. Causa significativas perdas na producao, sendo por
muitos considerada um fitopatdgenos emergente que sua sensibilidade a moléculas ser
influenciada por grupos quimicos direcionados para outros fitopatdégenos. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a fisiologia do crescimento e sensibilidade de isolados de M. phaseolina
oriundos de soja. O experimento constituido por oito isolados representados por IF 195, IF
202, IF 249, IF 203, IF 191, IF 201 (outgroup Colletotrichum truncatum, Passo Fundo, RS), IF
254 e IF 273, oriundos de tigueras de localizadas Silvania (GO) e Vianopolis, foram submetidos
a cinco dosagens (0; 0,1; 1; 10 e 100 ppm ou ug mL!) do fungicida fluxapiroxade [167 g L]
+ piraclostrobina [333 g L!] (Orkestra®). As aliquotas foram adicionadas ao meio batata-
dextrose-agar (BDA) a 50 °C. Cada dosagem apresentou trés repetigdes, totalizando 120
unidades experimentais. Avaliou-se diariamente o didmetro da colonia (mm) durante o periodo
de sete dias, permitindo calcular a taxa de crescimento micelial (TCM, mm dia™"), calculo da
area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM), e por fim, utilizando o
pacote drc do programa R Studio, calculou-se via regressdo o EC50 (ug mL!). Os Isolados 195,
203, 254 e 273 apresentaram um menor EC50, comparando com os isolados 202, 249, 191 e
201. Nao houve diferenca significativa entre os isolados dos 3-7 DAI, AACPCM e TCM,
somente entre as dosagens para as variaveis respostas. Os isolados IF 201 [26,40 ug mL'], IF
191 [24,57 ng mL'] e IF 202 [16,74 pg mL-'] apresentaram as maiores dosagens letais capazes
de inibir o crescimento micelial a 50%, sendo estes isolados da amostra considerados mais
insensiveis a mistura fluxapiroxade + piraclostrobina. Considerando C. truncatum ser um
patogeno da parte aérea, esse tem maior contato com moléculas do que M. phaseolina, um
patdégeno do colo e solo, havendo menor selecdo comparativa de isolados para resisténcia a
fluxapiroxade+piraclostrobina.

Palavras chave: Podridao-carvao; Insensibilidade; Tiguera; Glycine max.
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ABSTRACT

BORGES, M.H.P. Sensitivity of Macrophomina phaseolina isolates to pyraclostrobin +
fluxapyroxad. Finnal work. 2023, 44p.

The plant pathogen Macrophomina phaseolina is the causal agent of charcoal rot in several
crops such as soybeans, beans, corn, and cotton. It causes significant losses in production, being
considered by many as an emerging plant pathogen that its sensitivity to molecules is influenced
by chemical groups directed to other plant pathogen. The objective of this work was to evaluate
the growth physiology and sensitivity of M. phaseolina isolates from soybean. The experiment
consisted of eight isolates represented by IF 195, IF 202, IF 249, IF 203, IF 191, IF 201
(outgroup Colletotrichum truncatum, Passo Fundo, RS), IF 254 and IF 273, from secundary’s
soybeans located in Silvania (GO) ) and Vianopolis, were submitted to five dosages (0; 0.1; 1;
10 and 100 ppm or pg mL!) of the fungicide fluxapyroxad [167 g L] + pyraclostrobin [333 g
L] (Orkestra®). The aliquots were added to the potato-dextrose-agar (PDA) medium at 50 °C.
Each dosage presented three repetitions, totaling 120 experimental units. The colony diameter
(mm) was evaluated daily during the seven-day period, allowing calculation of the mycelial
growth rate (TCM, mm day-1), calculation of the area under the mycelial growth progress curve
(AACPCM), and finally, using the drc package of the R Studio program, the EC50 (ug mL™")
was calculated via regression. Isolates 195, 203, 254 and 273 had a lower EC50 compared to
isolates 202, 249, 191 and 201. There was no significant difference between isolates from 3-7
DAI, AACPCM and TCM, only between dosages for the variables answers. The isolates IF 201
[26.40 ug mL'], IF 191 [24.57 ug mL'] and IF 202 [16.74 pg mL-'] showed the highest lethal
dosages capable of inhibiting growth mycelial at 50 %, and these isolates from the sample were
considered more insensitive to the fluxapyroxad + pyraclostrobin mixture. Considering that C.
truncatum is a pathogen of the aerial part, it has more contact with molecules than M.
phaseolina, a pathogen of the collar and soil, with less comparative selection of isolates for
resistance to fluxapyroxad+pyraclostrobin.

Key-words: Charcoal rot; insensibility; secondary soybeans, Glycine max.
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INTRODUCAO

Com consciéncia ou sem ela, através da escolha de cultivares que apresentem, ou nao,
resisténcia ou suscetibilidade e, em conjunto com as praticas culturais usadas, pode-se aumentar
ou diminuir a incidéncia de doenc¢as em plantas (REIS et al., 2011).

Os problemas relacionados a doengas na soja vém crescendo anualmente no Brasil. E
citado que isso € consequéncia do crescimento da area plantada no pais, principalmente quando
se fala em novos ambientes, uso de cultivares com pouca variacdo genética e ao sistema de
monocultura que ¢ empregado em algumas regides ou até mesmo a sucessao de soja verdo e
milho safrinha, o que ocorre muito nas regides centrais do Brasil e que pode levar a selegao
natural de pragas e doengas (BARROS, 2008).

A importancia de cada patdgeno varia de ano para ano, isso pode ocorrer entre regides
ou até mesmo entre talhdes de uma propriedade, o que pode depender da cultivar utilizada, da
época da semeadura, da tecnologia aplicada e a variacdo climatica de diferentes safras
(BARROS, 2008).

Existe uma enorme diversidade de ambiente no reino fungi: terrestre, marinho,
dulgaquicola e aéreo, se distribuindo por todo o planeta, existindo relatos de existéncia de
organismos em regides polares. Esses microrganismos sdo diversificados em suas formas,
ciclos de vida e do seu modo de sobreviver. Em sua maioria sdo saprébios, parasitas (de plantas,
animais e de outros fungos), simbiontes mutualistas (como liquenes, micorrizas e ainda
associacdes com insetos e outros animais) e predadores de outros microrganismos (AZEVEDO
¢ BARATA, 2018).

Segundo Rhoden et al. (2019) as interagdes existentes entre os microrganismos € as
plantas possuem uma importancia relevante para a compreensao das interagdes organicas que
ocorrem junto ao processo evolutivo, o que permite o processo de infeccdo causada por
microrganismos s plantas, processo que pode ser causado por mecanismos coevolutivos.

Os fungos tem capacidade de adentrar de forma direta na epiderme das plantas através
das aberturas naturais ou causadas de forma mecanica, ou por meio de estruturas como os
apressorios com a utilizagdo de enzimas degradadoras de parede celular. O estomato também
pode ser considerado como uma estrutura que pode servir de porta de entrada para organismos
fitopatogénicos (RHODEN et al., 2019). Danos causados por nematoides também podem levar
a entrada de microrganismo nas plantas.

Pode-se dizer que a adesdo ¢ considerada como pré-requisito durante o inicio da

infec¢ao de fungos (NICHOLSON e EPSTEIN, 1991). As etapas conceituadas como atragao e
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contato entre o patdgeno e o hospedeiro demonstram as fases de reconhecimento da interacao.
Em ordem cronolégica, a primeira etapa consiste na adesao, ou seja, entrada no hospedeiro e
crescimento do tubo germinativo sobre o mesmo, sucessivamente as pontas das hifas se alteram
em opressorios aumentando a pressdo de turgor e alavancando a estrutura de penetragdo
denominada como “peg”. Além disso a ponta da hifa secreta enzimas que degradam a parede
celular que facilita a penetragdo (MENDGEN et al., 1996).

A podriddao negra das raizes causada pela Macrophomina phaseolina ¢ a doenga
radicular mais recorrente em areas cultivadas com soja (TONINN et al., 2013). A M. phaseolina
(Tassi) Goid. ¢ um microrganismo membro da familia Botryosphaeriaceae. Nenhuma
subespécie ou raca com base em suas caracteristicas foram identificadas para esse fungo
(DHIAGRA et al., 1978).

Os fungicidas podem apresentar classificacdes distintas de acordo com a sua
mobilidade dentro da planta. Existem os fungicidas sist€émicos ou moveis que apresentam a
capacidade de se movimentar dentro do sistema vascular da planta, enquanto os fungicidas que
nao apresentam potencial de movimentagao na planta sio denominados de fungicidas topicos
ou iméveis (AMORIN et al., 2011). Existe ainda aqueles demonstram movimentacao limitada
sem envolvimento do sistema vascular, os quais sdo denominados de translaminares que tem
potencial de penetrar o limbo foliar que age na face oposta do local de aplicagdo, e os
mesostémicos que apresentam potencial de redistribuicdo na superficie foliar que apresenta
afinidade com a cera foliar e acdo em profundidade, agindo no mesofilo da folha através da
acao de sua fase de vapor (REIS et al., 2010).

A eficiéncia do controle quimico se da em relacao a facilidade de aplicagao quanto ao
resultado rapido o que leva a grande utilizagdo de fungicidas por produtores nas tltimas década
(REIS et al., 2010).

A utilizacdo de defensivos quimicos ndo pode ser considerado como algo que seja
totalmente prejudicial ao meio ambiente. Esses sao indispensaveis para o manejo integrado de
pragas e doencas e indispensaveis para a producdo de alimentos de qualidade e em grande
escala. A producdo de algumas culturas seria impossivel sem a utilizacdo de fungicidas em

determinadas épocas e locais que apresentam a incidéncia de doencas (AMORIM et al., 2011).
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OBJETIVO GERAL E ESPECIFICOS

O objetivo geral foi avaliar a dosagem letal e sensibilidade de isolados de
Macrophomina phaseolina oriundos de soja.

O objetivo especifico foi identificar as EC50 de cada isolado e assim como classifica-
los em niveis de sensibilidade e/ou resisténcia a mistura fluxapiroxade+piraclostrobina.

O objetivo especifico foi identificar os isolados que possuem maiores € menores

atividades fisiologicas em diferentes concentra¢des a mistura fluxapiroxade+piraclostrobina.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
A Hospedeira — soja:

De acordo com a classificagdo botanica que foi proposta por A. Cronquist, a soja ¢
pertencente a familia Fabaceae, género Glycine, espécie (Glycine max (L.) Merril). Trata-se de
uma planta C3, que durante o processo de fotossintese utiliza apenas o ciclo de Calvin-Benson
para a fixacdo de COa2, sabendo-se que o primeiro produto da fixagdo de CO2 ¢ um composto

de trés carbonos, denominado de 3-fosfoglicerato (ALIYEV, 2010).

A soja ¢ considerada como uma das culturas mais produzidas do mundo, com relatos
de producdo em solos chineses datados de cinco mil anos atras. Existem discussdes em relagdo
ao centro de origem da planta, discutindo-se que ela tenha surgido no leste asiatico, mas
atualmente considera-se que o centro de origem da oleaginosa seja na regido central da China
como nucleo genético secundario (TEJO et al., 2019). A soja € considerada como uma planta
herbacea, anual, apresentando germinag¢do epigena, com crescimento ereto ao prostrado,
possuindo trés tipos de crescimento (determinado, indeterminado e semideterminado), hastes e

vagens na coloracdo cinza ao amarronzado (MATSUO et al., 2015).

Algumas das variedades de soja foram introduzidas na Bahia por um individuo
chamado Gustavo D’utra no ano de 1882, posteriormente foram realizados os registros de
diversos testes da cultura em véarios estados, sendo fundamental para o estabelecimento da soja
no Brasil (BONATO et al., 1987).

O Brasil hoje ¢ o maior produtor e exportador de soja do mundo (MONTEIRO et al.,
2021). Segundo os dados da Companhia Nacional de abastecimento (CONAB) a producao da

tem volume de 124.047,8 mil toneladas em mais de 40 mil hectares que foram plantados na
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safra 21/22. A Companhia cita Goids com um acréscimo de 3,5% na 4rea cultivada, com 17,2
mil hectares que levaram a producdo de 61.332,1 mil toneladas de graos, o que representa um
aumento de 1% na producdo, levando em consideragdo o ano anterior (CONAB, 2022).

A partir da década de 60 a soja entrou para o quadro de importancia econdmica no
Brasil, a oleaginosa foi conquistando mercado até¢ chegar no ponto de uma das maiores
commodities comercializadas pelo Brasil. Por outro lado, a producao leva a altos custos ao
produtor rural e ao pais, principalmente com gastos com insumos. Desde a identificacao da
ferrugem asiatica, os fungicidas representam alto investimento destinado ao controle de fungos
na oleaginosa (ITO, 2013).

Para o éxito na produtividade da soja ¢ necessario se levar em consideragdes dois
pilares, os fatores ambientais e os genéticos. Quando citamos os fatores ambientais € importante
relatar que os mais relevantes sdo a incidéncia solar, temperatura e condi¢cdes do solo. Os
aspectos genéticos podem determinar a adaptagdo da planta ao ambiente, a sua resisténcia a
fatores externos e o seu vigor (SANTOS et al., 2018).

O cenario brasileiro em relagdo a doengas no Brasil vem se alterando anualmente,
apresentando aumento da severidade de algumas doengas, levando em consideracdo, tanto
patogenos que atacam a parte aérea quanto fungos que pertencem ao solo (ITO, 2013).

O controle das doengas, tanto da soja quanto de outras culturas, depende da forma
correta da realizacdo o manejo, necessitando da inclusdo do controle quimico quando
necessario, de forma correta ¢ no momento certo (ITO, 2013).

A planta de soja pode ser exposta a condigdes de clima desfavoraveis em seu
desenvolvimento, pode ocorrer o ataque significativo de patégenos de origem fungica,
bacteriana, virais além de nematoides. As doengas que esses organismos geram, podem afetar
a qualidade e a quantidade dos graos ou das sementes da soja (ATHOW e LAVIOLETTE,
1973).

O fitopatégeno Macrophomina phaseolina ¢é citada, por ITO (2013), como um dos
principais fungos de sementes de soja. Os principais fungos sdo: Alternaria spp., Aspergillus
spp., Cercospora kikuchii, Cercospora sojina, Cladosporium spp., Colletotrichum truncatum,
Corynespora cassiicola, Fusarium spp., F. oxysporum, F. semitectum, Macrophomina
phaseolina, Penicillium spp., Peronospora manshurica, Phialophora gregata, Phompsis spp.,
Rhizoctonia solani, Rhizopus spp., Sclerotinia sclerotiorum e Athelia rolfsii (ITO, 2013).

No geral, quase todas as doengas da cultura da soja podem apresentar capacidade de

serem transmitidas ou importados pelas sementes, esse fator deve ser levado em consideragdo
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ao se manejar as areas. Os patdgenos podem infectar as sementes de soja no momento da sua
formagdo, no proprio campo, na colheita, durante o transporte ¢ até durante o processo de
beneficiamento ¢ armazenamento. A precipitagdo pode influenciar, no periodo da colheita, a
infeccdo das sementes por patdgenos além de garantir sementes e graos de baixa qualidade
vinculado ao carregamento e distribui¢do de patégenos invidveis nas areas de produgdo (ITO,

2013).

O Patégeno — Macrophomina phaseolina:

A denominagdo desse fungo foi caracterizada por Goidanish (1947) apds ter realizado
arevisao da taxonomia do género Macrophomina sp. que € constituido por apenas uma espécie:
Macrophomia phaseolina (Tassi) Goid. Porém algumas diferencas morfologicas foram
descritas por Pearson et al. (1987).

O fitopatégeno M. phaseolina ¢ um fungo amplamente disseminado, polifago, que
pode causar infeccao em diversas espécies de plantas além de ser capaz de produzir estruturas
de resisténcia, que levam a persisténcia dos microrganismos no solo por muito tempo (ITO,
2013).

O fungo se desenvolve com potencial em situagdes de estresse hidrico e temperatura
elevada, de 28 C a 35° C, com severidade observada em solos compactados. Em situagdes de
baixa temperatura nao ¢ observada a manifestacao do fungo (ITO, 2013).

O fitopatégeno M. phaseolina (Tassi) € uma espécie que possui ampla gama de
hospedeiros e possui capacidade de patogenicidade em mais de 500 espécies de plantas e em
mais de 100 familias botanicas, incluindo as principais plantas cultivadas (ALY et al., 2007).

Quando o solo est4d contaminado pelo fungo e ocorre a semeadura de sementes que ndo
apresentam tolerancia ou quando sdo semeadas com o patdgeno em sua estrutura, sintomas
como ‘“damping-off” em pré ou pds emergéncia podem ocorrer reduzindo a quantidade de
plantas na area (WENDLAND et al., 2016). Além de apresentar a possibilidade de transmissao
de M. phaseolina para as plantas através do material infectado, sementes infectadas também
representam uma grande via de transmissao do patégeno em qualquer area (WENDLAND et
al., 2016). Esse topico demonstra a importancia da sanidade das sementes plantadas, evitando
a disseminacdo e a inoculagdo do patdgeno.

Quando se encontra em altas temperaturas (30-35 ° C) e umidade baixa (menores que
60%) o fungo pode causar perdas relevantes de rendimento na soja e em outras culturas
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resultando em perdas a produtividade, que gera perdas aos produtores. Existem relatos de 100%
de perdas em cultivares de amendoim, isso quando a doenga surgiu na pré-emergéncia da
cultura (KAUR et al., 2012).

O agente etioldgico € caracterizado por apresentar hifas hialinas que apresentam
paredes finas, além de serem hifas marrom-claras ou marrom-escuras com septos. As hifas
principais sdo, normalmente, formadas em angulo reto da origem e apresentando constri¢do. Os
microesclerddios apresentam uma massa compacta de micélio fungico, endurecido e detendo
formas arredondadas, esféricas, ovais ou oblongos. Mostrando-se com cor castanho claro na
fase juvenil tornando-se escurecidos nas fases de envelhecimento. Raramente, em condigdes
naturais, sao observadas a presenga de picnidios, mas quando aparecem eles sdo maiores que
os microesclerddios com tonalidade de espectro que pode variar do marrom ao preto, asperos,
globosos ou irregulares, bicudos e estiolado (LAKHRAM et al., 2018).

O agente causal da podridao negra das raizes, o fungo M. phaseolina (Tassi) Goid €
polifago e cosmopolita que apresenta capacidade de infectar as raizes, caules, folhas e vagens
de varias espécies de plantas, afetando culturas que apresentam importdncia econdmica
(SINCLAIR e BACKMAN, 1989). A soja ¢ afetada, e outras culturas como: feijdo, sorgo,
milho, algodao, feijao-caupi, pinus, citrus, café, plantas medicinais e plantas daninhas também
sofrem infeccdo (GUPTA et al., 2012).

O fungo se caracteriza por produzir microesclerddios, que sao estruturas de resisténcia
que sdo formadas através da compactagdo de hifas que apresentam coloragdo escura devido a
presenca de melanina que € bastante abundante nos tecidos radiculares que estdo infectados
conferindo um aspecto encarvoado ou cinza as raizes que foram infectadas. Essas estruturas
permitem a sobrevivéncia do fungo no solo e constituem a principal fonte de inoculagdo
primdria da doenga (BOARETTO et al., 2012).

Com relacdo ao fungo M. phaseolina, sabe-se que o referido patdogeno entra no tecido
do hospedeiro dissolvendo a parede da célula por meio da secre¢ao de toxinas ou enzimas.
Medeiros et al., 2015).

O fungo tem capacidade de se manter vivo nas sementes, nos restos culturais € no solo.
Os micoesclerddios podem sobreviver por muitos anos no solo. Como controle é recomendado
a utiliza¢ao de sementes sadias. Alguns autores citam a rotagao de culturas, porém ela pode nao
ser muito eficiente ja que o fungo tem muitas plantas hospedeiras. As estruturas de resisténcia

que ja foram citadas acima, podem sobreviver no solo por varios anos (ITO, 2013).
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A doenga causada por esse fungo aparece em reboleiras de variados tamanhos. Os
autores Mihail e Alcorn (1987) consideraram que a Macrophomina phaseolina infecta as
plantas e geram reboleiras proximas e isso significa que o indculo € mais concentrado e menos
disperso. Essa caracteristica pode ser interessante ¢ pode ajudar no manejo da doenga, ja que

essa concentragdo pode ser controlada com algum manejo direcionado ao local.

A doenca — podridio carvio ou negra das raizes:

A podridao negra da raiz, também ¢é conhecida como podriddo cinzenta da raiz ou
podriddo de carvao, se trata de uma doenca do sistema radicular que ocorre de forma
generalizada em todos os locais do mundo (ISHIKAWA et al., 2018).

A podridao carvdo que tem agente causal o fungo Macrophomina phaseolina ¢
considerada como uma das principais doengas da soja, podendo ocasionar danos e podriddes
no sistema radicular e no caule da soja, ¢ possivel afirmar que sua ocorréncia vem aumentando
a cada ciclo de safra devido as utilizag¢des intensas da cultura (CRUCIOL e COSTA, 2018).

Quando ocorre a inoculagao, os sintomas sao o apodrecimento radicular, murcha foliar
e fechamento de ramos, isso ocorre principalmente em periodos quentes e secos, os resultados
desse ataque ¢ a maturagao antecipada e a formagao incompleta dos graos, gerando perdas que
podem ser consideraveis (MENGISTU et al., 2015).

A infeccdo ocorre nas raizes ocorre na fase de plantula, onde os apelidos secundarios
manifestam-se nas fases reprodutivas da soja. As plantas infectadas antes do aparecimento do
primeiro trifolio apresentam estatura menor em relacao as normais e demonstram uma perda de
vigor de forma rdpida e anormal. Em estadios mais avancados da doenca, os foliolos ficam
amarelos, murchos, pardos ¢ as vezes retidos nos peciolos (BOARETTO et al., 2012).

O fungo raramente ocorre separado de outros fungos que causam podriddes radiculares
na soja, e isso ¢ citado como a explicacdo para a dificuldade na quantificacdo dos danos que a
infec¢ao pode causar (BOARETTO et al., 2012).

E citada a redugio de rendimento dos grios de 30 a 50% nas lavouras de soja em
estados dos Estados Unidos da América (YANG e NAVI, 2005). Quando as plantas estdo em
fase de maturagdo juntamente com estresse hidrico juntamente com altas temperaturas, levam
a elevagdo dos danos causados pelo microrganismo (BOARETTO et al., 2012).

Os sintomas caracteristicos sd3o as podriddes das hastes acima do solo e das raizes.
Com o desenvolvimento da doenca sao demonstradas a inicializacao das estruturas de formagao
do fungo na haste e nas estruturas de resisténcia. Pode-se dizer que sdo os microesclerodios que
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dao a coloracdo cinza na haste. O sintoma secundério ¢ a formagdo de necrose, que aparece
entre as nervuras das folhas, sintoma que tem nome comum de folha carij6. Em situagdes
criticas, com alta severidade, pode ocorrer a desfolha antecipada além da ma formacao das
vagens ¢ até a decadéncia e perda da planta (ITO, 2013).

O uso de cultivares resistentes seria a principal forma de controle para essa doenga,
porém ndo existe o relato de cultivares resistentes (GUPTA et al., 2012). Existe a observacao
de variabilidade genética entre isolados brasileiros do fungo o que leva a dificuldade da
obtengdo da resisténcia em relagdo a infec¢do nas cultivares brasileiras (ALMEIDA et al.,
2003). Porém existe a ocorréncia de variedades com menor sensibilidade ao patéogeno vem
sendo citada em alguns estudos (MENGISTU et al., 2011; MENGISTU et al., 2013).

O desenvolvimento de materiais com resisténcia a fungos de plantas exige o uso de
técnicas que tenham fundamentacdo para a avaliagdo do patogeno e da selec@o. A maior parte
dos estudos que fazem a avaliagdo do germoplasma da soja para a averiguagdo da resisténcia
ao fungo o fazem ao campo, infestando a planta por inoculagdo artificial ou areas que tem
histérico da doenga. Segundo o autor, os experimentos podem geram resultados com pouca
confianga, ja que a campo as condi¢des podem variar. O autor indica, para evitar essa variacao,
ensaios em condigdes ideais, isso em casas de vegetacdo ou camaras de crescimento com
padronizagao daquilo que de alguma forma, possa variar. As condi¢des técnicas e ambientais
devem ser padronizadas para manter a qualidade do estudo (ISHIKAWA et al., 2018).

Wrather et al. (2008) afirma que existe diferenca de rendimento em relagdo quantidade
de pluviosidade que ocorre no local que havera a infec¢ao. Foi feito um estudo, no qual, foram
avaliados genotipos sensiveis e tolerantes a seca nos anos de 2003 a 2005 e houve a observacao
de genotipos, tolerantes a seca, apresentavam mais resistentes a colonizagdo da M. phaseolina
apesar do mesmo nao ter ocorrido com todos os materiais tolerantes ao estresse hidrico.

A doenca ocorre de forma generalizada em lavouras sobre condi¢des de estresse
hidrico. Dados do ano de 2006 mostram perdas de 2 milhdes de t de graos que sdo atribuidos a
doenga em questdo, esses dados levam em consideracdo a Argentina, Brasil e os EUA,
demonstrando as possiveis perdas geradas pelo patdégeno (HARTMAN, 2015).

O fitopatdégenos Macrophomina sp. (Botryosphaeriaceae) ¢ um fungo fitopatogénicos
de solo que causa apodrecimento de colo, raiz e sementes de mais de 800 espécies de plantas

hospedeiras no mundo.
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Infectando Trianthema portulacastrum e Boerhavia difusa na producdo de meldo e
melancia no Nordeste Brasileiro foi identificado duas espécies uma M. phaseolina ¢ M.
pseudophaseolina.

As hospedeiras economicamente importantes sdo representadas por soja [ Glycine max
(L) Merrill], melao (Cucumis melo L.), melancia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. &
Nakai], feijjoeiro comum (Phaseolus vulgaris L.), feijao caupi (Vigna unguiculata L. Walp),
sorgo (Sorghum bicolor L.) e algoddo (Gossypium herbaceum L.) (SALES JUNIOR et al.,
2020; LODHA; MAWAR, 2020; FARR e ROSSMAN, 2022). Este fitopatogenos pode causar
diferentes doengas: podridao carvao, podriddo cinzenta do caule, podriddo radicular,
tombamento e danos as sementes. A capacidade de sobrevivéncia através dos microesclerdcios
em ambientes tropicais permite uma maior frequéncia, longevidade, e dificuldade de manejo
nos campos produtores (DHINGRA; SINCLAIR, 1978).

Por muito tempo, considerou-se que existia apenas uma espécie de Macrophomina (M.
phaseolina), porém, estudos filogenéticos, realizados na tiltima década, mostraram a existéncia
de alta wvariabilidade genética no género Macrophomina (ZHAO et al., 2019).
Consequentemente, quatro novas espécies de Macrophomina foram recentemente descritas: M.
pseudophaseolina Crous, Sarr e Ndiaye encontradas em cultivos de Abelmoschus esculentus
(L.) Moench., Arachis hypogaea L., Hibiscus sabdariffa L. e Vigna unguiculata (L.) Walp . no
Senegal (SARR et al., 2014), A. hypogaea, Gossypium hirsutum L., Ricinus communis L.,
Jatropha curcas L. MACHADO et al., 2019) e Manihot esculenta C. (BRITO et al., 2019) , e
em plantas daninhas de Boerhavia diffusa L. e Trianthema portulacastrum L. no Brasil
(NEGREIROS et al., 2019); M. euphorbiicola A.R. Machado, D. J. Soares e O.L. Pereira em
R. communis e Jatropha gossypifolia L. no Brasil (MACHADO et al., 2019); M. vaccinii Y.
Zhang ter e L. Zhao em Vaccinium spp. na China (ZHAO et al., 2019); e mais recentemente,
M. tecta Vaghefi, B. Poudel & R.G. Shivas em S. bicolor na Australia (POUDEL et al., 2021).

O estudo dos componentes de adaptabilidade, amplamente utilizados para novas
espécies de fungos, como sensibilidade a salinidade e fungicida, crescimento micelial em
diferentes temperaturas e viruléncia, tem sido muito util para avaliar a variabilidade da
adaptabilidade de isolados em populagdes de fungos fitopatogénicos. Entretanto, como a
adaptabilidade tem carater relativo, ela deve ser estimada por meio da mensuragao de caracteres
que reduzam alguma vantagem adaptativa entre os individuos (CORREIA et al., 2014).

A capacidade competitiva de populagdes de fungos podem ser inferidas indiretamente

por meio desses componentes de adaptabilidade (ZHAN e McDONALD, 2013). Assim, os
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dados de patogenicidade e adaptabilidade dos isolados podem influenciar diretamente nas
medidas de manejo a serem adotadas no campo (MENGISTU et al., 2018).
Até o momento, estudos sobre os componentes de adaptabilidade comparando os

diferentes Macrophomina spp. atualmente no Brasil sdo escassos.

Controle quimico: fluxapiroxade + piraclostrobina:

Existem 19 produtos comerciais veiculando fluxapiroxade, e 36 produtos comerciais
veiculando piraclostrobina, e 10 produtos comerciais incluindo a mistura
fluxapiroxade+piraclostrobina entre outras moléculas (AGROFIT, 2023)

As doengas geradas por fungos de solo sdo consideradas de dificil controle, além disso,
pode-se considerar que a ndo existéncia de materiais comerciais de soja que apresentam
resisténcia aos patdégenos que causam doengas na cultura (ITO, 2013).

A manifestacdo de doencas depende, em grande parte, das condi¢des do clima e da
capacidade de suscetibilidade das cultivares, levando isso em consideragdo os aspectos
fitossanitarios sdo considerados como um fator que limitam a obtenc¢do de altos indices na
produtividade (ALMEIDA, 2001).

Atualmente o controle quimico ¢ o método de controle de doencas de plantas que
apresenta a medida de controle mais eficiente e economicamente vidvel para garantir grandes
producdes alinhado a qualidade do produto (AMORIM et al., 2011).

Os trabalhos de pesquisa demonstram que o controle quimico ¢ uma ferramenta
importante no manejo de doengas, salientando que esse controle deve ser adotado como uma
medida complementar ao manejo das doengas (CAMPOS et al., 2010).

A fungitoxidade de determinado fungicida caracteriza-se pela toxidade de determinada
substancia presente em pequenas quantidades do patogeno. Sua funcdo consiste na redugdo ou
inibicdo do desenvolvimento do patégeno devido a sua capacidade de controle (EDGINGTON
etal., 1971). Varios sao os critérios utilizados para definir a toxidez de uma molécula quimica,
parametros como DE so ou IC 50 (dose efetiva), EC50 (dose letal), CL so (concentracao letal),
CE so0 (concentracao efetiva), ou CMI (concentragdo minima inibitéria), a qual inibe 50% dos
desenvolvimentos dos micélios ou da germinacdo dos esporos (EDGINGTON et al., 1971).

Pode-se afirmar que recentemente foi lancado um ingrediente ativo do grupo das
carboxamidas, o fluxapiroxade, essa molécula ¢ inibidora da Succinate dehydrogenase (SDHIs)
e sua mistura com a Piraclostrobina tem mostrado eficiéncia no controle de algumas doengas

fingicas, como a septoriose em culturas variadas (FASSLER ez al., 2011).
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A classificagdo dos fungicidas ¢ baseada em sua natureza quimica e no modo de agdo
da molécula contra o fitopatdogeno, podendo ser classificados como: protetores ou de contato,
erradicantes e/ou sistémicos (ZAMBOLIM et al., 1995).

Quando se fala das estrobilurinas pode-se dizer que elas foram biossintetizadas através
de um metabolito secundéario produzido por, incrivelmente, um fugo denominado por
Strobilurus tenacellus. A comercializacdo desse grupo comecou 1996 associada a triazois
(RODRIGUES, 2006). O grupo age através da inibicao do transporte de elétrons no complexo
3 mitocondrial, impossibilitando a respiragcdo dos fungos atrapalhando a formacao de ATP dos
fungos. Esse grupo tem um amplo espectro de agdo, agindo sobre os ascomicetos, fungos
anamorficos, alguns basidiomicetos além de alguns oomicetos (AMORIM et al., 2011). O
grupo possui a¢ao preventiva, impossibilitando a germinagdo de esporos, com agao curativa e
erradicante, impossibilitando o desenvolvimento dos microrganismos nos primeiros estadios
logo depois da inoculagdo. O autor afirma que pode existir atividade entiesporulante dos ativos
desse grupo (VENANCIO et al., 1999). O ativo Piraclostrobina ¢ pertencente a esse grupo
quimico.

O grupo quimico das carboxamidas, foi um dos primeiros grupos quimicos de acao
sistémica descoberto. As moléculas pioneiras desse grupo eram seletivas para doengas causadas
por basidiomicetos e seu espectro de toxidez aos fungos incluia os carvdes, céries, ferrugens e
Rhizoctonia solani (AMORIM et al., 2011). Com a descoberta da fluxapiroxade o grupo das
carboxamidas voltou a ser motivo de estudos. A agdo das carboxamidas ¢ parecida com a das
estrobilurinas, elas também atuam na respiragdo mitocondrial dos microrganismos, a diferenca
ocorre no sitio de acdo, ou seja, essas moléculas atuam no complexo 2 da cadeia de transporte
de elétrons, que pode ser chamado de complexo succinato-desidrogenase. Essa inibi¢do resulta
no bloqueio da produgao de ATP e formagdo de moléculas danosas a célula. O grupo tem uma
alta toxidez para fungos, porém apresenta instabilidade consideravel dentro dos
microrganismos, sendo rapidamente oxidada e transformada em sulféxido que ndo ¢ toxico aos
fungos. (TERAMOTO et al., 2012). O ativo fluxapiroxade € pertencente a esse grupo quimico.

De acordo com a fabricante, o Orkestra® SC ¢ um fungicida que apresenta em sua
formulacdo um duplo mecanismo de a¢do, agindo através de dois ingredientes ativos, a
fluxapiroxade, que age inibindo a enzima SDHI e a piraclostrobina, que inibe o transporte de
elétrons mitocondriais do fungo impossibilitando a formag¢do de ATP que ¢ importante nos
processos metabolicos dos organismos. O mesmo, apresenta excelente forma de protecdo das
plantas, ja que atua inibindo a germinacdo dos esporos, do desenvolvimento e na penetracao
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dos tubos germinativos. Segundo a fabricante, de acordo com o fungo, o produto pode

apresentar a¢do curativa e erradicante, ja que um dos ativos € sistémico (Orkestra® SC, 2020).

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado a partir de oito isolados do agente causal da podriddao-carvao-
da-soja. Os isolados foram obtidos a partir do colo de soja de Silvania e Vianopolis. Cada
isolado foi identificado com um codigo (colecdo micoldgica de referéncia) para manutengdo e

armazenamento.

Tabela 1. Listagem de isolados de Macrophomina phaseolina obtidos a partir de soja tiguera,
codigos e cidades coletadas.
Ord. Isolados, hospedeiro, local de coleta

1 1F202, M. phaseolina, Silvania, GO
IF254, M. phaseolina, Silvania, GO
IF191, M. phaseolina, Vianopolis, GO
IF195, M. phaseolina, Silvania, GO
1F249, M. phaseolina, Silvania, GO
IF203, M. phaseolina, Silvania, GO
IF273, M. phaseolina, Silvania, GO

e IS e Y Y N \S)

IF201, Colletotrichum truncatum, soja cultivada, Passo Fundo, RS

O isolamento a partir do tecido doente oriundo de soja tiguera, retirou-se fragmentos
internos localizados na regido do colo de plantas. Os fragmentos internos foram submetidos a
assepsia superficial através do deposito e mergulho em uma solugdo de alcool [50%] por 1°,
hipoclorito de sddio (HCIO) a 1’ e por fim triplice lavagem com 4gua. Em seguida, coletou-se
com pinga previamente flambada os fragmentos do tecido vegetal, e depositou-os sobre papel
autoclavado para secagem dos fragmentos.

Esses fragmentos foram encaminhados para a camara de fluxo para plaqueamento
préoximo a chama do bico Bulsen em placas contendo meio agar dgua (AA). As placas foram
vedadas, identificadas e permaneceram sob incubacdo por 48 horas a 25 °C. Os fragmentos de
micélio que cresceram, foram coletados e depositados em meio de cultura batata-dextrose-agar

(BDA) para produgao de cultura pura (axénica). Em posse de culturas puras os isolados foram
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mantidos em matrizes de mesma idade para uso no experimento sob dosagens de
fluxapiroxade+piraclostrobina dissolvidos no meio BDA.

O ingrediente ativo piraclostrobina + fluxapiroxade, que tem como nome comercial
Orkestra®, e possui a concentragido dos ingredientes ativos de 333+167 g L! ¢ ainda a sigla do
mecanismo de ac¢ao foi Qol e SDHI.

A partir deste fungicida utilizando o meio de cultura BDA foi diluido as concentragdes
de 0,1 ;1;10 e 100 ppm ou pL/mL, além do controle negativo (sem difusdo em BDA do
fungicida). Cada dose do fungicida foi depositado em Erlenmeyers de 250 mL (solugdo estoque)
que permaneceram no congelador. Durante o uso, descongelou-se a temperatura ambiente e
realizou-se a transferéncia de trés mL na solu¢do estoque do fungicida diluido aos 500 mL do
meio de cultivo BDA a temperatura de 50 °C. Foram depositados aproximadamente 20 mL por
placa de Petri do meio BDA misturado as dosagens dos tratamentos.

Foram realizadas trés repeticdes de cada dosagem, considerando os oito isolados
(Tabela 1) e as cinco dosagens testadas, o experimento utilizou 120 placas ou unidades
experimentais. Todo o experimento foi realizado em condigdes assépticas dentro da camara de
fluxo laminar.

A partir de culturas matrizes monosporicas de isolados de M. phaseolina oriundo de
soja (Tab. 2) foi recortado discos de micélio de nove mm de diametro das placas matrizes e
transferidos para o centro de trés placas de Petri contendo os tratamentos ou dosagens. As placas
foram devidamente vedadas com filmes pléasticos de PVC, identificadas e incubadas em camara
de crescimento a condicao de 27 °C.

As avaliagOes foram realizadas com mensuracdo do diametro da colénia (mm) com
régua, em intervalos de 24 horas, durante uma semana. Assim foram obtidos os dados aos 1, 2,
3,4,5,6e7dias apos ainoculacdo do disco (DAI) em diferentes concentracdes dos fungicidas.

Partindo da integralizacao das medidas do diametro de colénia nos dias de avaliacéo, a
variavel independente X foi representada por dias (t, DAI) e Y o diametro da coldnia (X).
Considerando isso, calculou-se area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial
(AACPCM), integralizando a curva de progresso para cada dosagem e/ou isolado (diametro da
colonia x DAI) (SHANNER e FINNEY, 1977).

A partir da soma das medidas temporais dos dias (X) e do diametro de col6nia (Y)
(subtraido do diametro do disco de micélio na placa), foi possivel a ACPCM, agregando

numericamente, a curva para cada isolado através da férmula:
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n—-1 .
AACPCM = Z (Xl + Xi+1)(tt+1 - ti)
2
i

Sendo que, n é o numero de avaliacGes do didmetro da colbnia, Xi € igual ao didmetro
da coldnia no i-ésimo tempo de avaliacdo (ti) (SHANNER e FINNEY 1977).

A taxa de crescimento micelial (TCM) foi calculada através da regresséo linear sendo
os DAI (valor de X) e Y os valores de diametro de coldnia (mm), respectivamente, sendo o
parametro de coeficiente angular obtido no Excel®, (procedimento = inclinacdo(y;x)
correspondente a taxa de crescimento dada em % de crescimento micelial (mm) dia’. Os
isolados foram considerados sensiveis quando apresentaram EC50 entre 0-100 ppm, 100-800
classificados como intermediarios, acima de 800 insensiveis a molécula testada.

A eficiéncia de controle capaz de inibir o crescimento micelial a 50 % (EC50) foi
calculada a partir da regressédo linear do logaritmo das dosagens da mistura do fungicida com
as porcentagens de inibicdo. As trés repeticdes serviram para calculo EC50 (uL L Y)utilizando
procedimento contido em script do R. representado por.

O Freedman teste constitui um teste ndo paramétrico utilizado para comparar trés ou
mais grupos dependentes quando avaliados por meio de uma variavel qualitativa ordinal ou
uma varidvel numérica quantitativa que ndo apresenta distribuicdo normal. O Shapiro teste é
utilizado para avaliar a normalidade, quando as amostras forem menores que 30, que vai mostrar
se os dados tém distribuicdo normal, comparando os dados com uma curva normal de
distribuicéo e se a distribuicdo normal existe. O Bartlet teste compara as variancias, usando a
comparacdo de trés ou mais grupos. O CV é uma medida de dispersdo, usada para medir a
variabilidade de um conjunto de dados, o calculo é feito através da divisdo do desvio-padrédo
pela média gerando um coeficiente de variacdo que representa as amostras. E a equacéo de
Regressdo Linear procura verificar se uma variavel independente pode ter ligacdo ou ndo com
o resultado final. E o teste “F” que € utilizado para a compara¢do de variancia de duas
populagdes.

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

ambos a P~0,05. Dentro do programa, os valores passaram por testes (Shapiro teste; Bartlett
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teste; Freedman teste; teste F; definicdo de Coeficiente de variacdo (CV) e geracdo da equacéo
de regressdo linear). Foi realizada a analise de variancia das interagdes dos fatores, e quando
rejeitou-se a hipdtese de nulidade foi realizado teste de comparacdo de médias para

identificacdo das diferencas das médias utilizando o programa livre “R”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis respostas que se rejeitou ou ndo se rejeitou a hipotese de nulidade foram
o diametro da coldnia aos um, dois, trés quatro, cinco, seis sete, DAI, AACPCM e TCM para
testes paramétricos e diametro da colonia aos dois DAI utilizou teste ndo paramétrico (Tab. 2).

Ao primeiro e segundo dia houve diferenca significativa do crescimento micelial entre
os isolados de M. phaseolina oriundos de soja tiguera. Sendo que aos 3, 4, 5, 6 e 7 DA,
AACPCM e TCM nao houve diferenca significativa entre os isolados (Tab. 2).

No primeiro dia observou-se que os isolados IF 195, IF 249, IF 203, IF 201e IF 273
apresentaram menores crescimentos miceliais na média de todas as dosagens do fungicida
aplicado, diferindo estatisticamente dos demais (Tab. 2).

No segundo dia de avaliacdo notou-se que os isolados IF 254, IF 191 e IF195
apresentaram o maior didametro da colénia nas médias das dosagens de fungicidas aplicadas,
diferindo estatisticamente dos demais (Tab. 2).

A partir do terceiro dia até o final da avaliacdo os isolados ndo apresentaram diferenca
significativa de acordo com a varidvel resposta didmetro da coldnia. Por se tratar de um
fitopatdgenos do solo, a chegada e atuacdo dessa mistura de molécula sitio especifica ndo
permitiu a selecdo e o comportamento diferencial do isolado (Tab. 2).

Ao analisar as médias da AACPCM e TCM que representa um resumo do progresso
do crescimento micelial ndo houve diferenca significativa entre os isolados (Tab. 2).

Os isolados IF 191 e IF 201 apresentaram as maiores EC 50 com medias de 24,57 e
26,41 uL mL™, respectivamente, ou seja, precisaram da maior quantidade de fungicidas para
inibir o crescimento em 50% (Tab. 2).

Barros e Menezes (1986) testaram a eficiéncia de fungicidas no controle da M.
phaseolina em sementes de feijao macassar utilizando concentracdes benomil (Benlste 50 PM),
tiabendazol (Tecto 60 PM), PCNB (Brassic.01 75% PM) e tiofanato metilico (Cycosin 70%

PM®) controlaram completamente as col6nias do fitopatdgenos principalmente para as

31



concentracdes promissoras de 50 a 100 ppm de benomil (MBC) e a concentracdo de 100 ppm
de tiabendazol (DMI) e tiofanato metilico (MBC).

Tabela 2. Médias do didmetro da colonia (mm) nas dosagens de fluxapiroxade+piraclostrobina,
em diferentes dias apds a inoculacdo (DAI), area abaixo da curva de progresso do crescimento
micelial (AACPCM), taxa de crescimento micelial ( TCM, mm dia!) e concentragdo efetiva
capaz de inibir o crescimento micelial 4 50 % (EC50, uL mL!) de diferentes isolados de
Macrophomina phaseolina*.

i oni i i 6s a i i TCM EC 50 (oL
Isolados Diéimero da colonia (mm) em diferentes dias apoés a inoculagio (DAI) AACPCM . _(lmm l(
1 2 3 4 5 6 7 dia”™) mL")
IF 202, M. phaseolina , Silvania, GO 1573a 2887 b 3760a 4300a 4860a 5420a 5973a 20420 a 6,92 a 16,7400
IF 254, M. phaseolina, Silvania, GO 1533 a 3267a 3633a 4073a 4340a 5040a 5567a 19697 a 584 a 5,7159
IF 191, M. phaseolina, Viandpolis, GO 1507a 3133 a 3633a 4207a 4640a 5187a 6127a 20193a 6,78 a 24,5700
IF 195, M. phaseolina , Silvania, GO 1340 b 3020 a 3500a 4027 a 4467a 4907a 5613a 19150 a 6,27 a 4,9500
IF 249, M. phaseolina , Silvania, GO 1273 b 1987d 3453a 4080a 4513a 50,73a 5647a 18270a 727 a 9,8270
IF 203, M. phaseolina , Silvania, GO 1260 b 2973 b 3520a 3927a 4293a 4647 a 5107a 18407 a 533 a 2,3950
IF 201, Colletotrichum truncatum , Passo Fundo, RS 1160b 2773 ¢ 3307a 3993a 4067a 5200a 6000a 18890 a 719 a 26,4060
IF 273, M. phaseolina, Silvinia, GO 1153 b 2760 b 3567a 4300a 4740a 5327a 5973a 19737 a 742 a 8,3169
Teste Shapiro-Wilk (Normalidade) 0,9217** 0,7288** 0,9511** 0,9721* 0,9663** 0,9336™* 0,9200™ 0,9941" 0,9316** nd
Teste Bartlett (Homogeneidade) 20,1290** 85,8830** 25,3460** 22,5590** 16,6670* 54122" 8,5724"™ 16,7170 8,0299** nd
Teste F 438754+ 1,0326™ 0,6483" 03719" 0,9806™ 05793" 0.7968" 0,6552" 09560 nd
Coeficiente de variagio (%) 1699 3395 1029 1237 1327 16,36 19,86 1152 352 nd
Teste Friedman 20,3381 10,1068+ 4,0698* 0,933" 6,4925™ 50776" 4,0150" 55333 4,6667" nd

*M¢édias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem entre si ao teste Skot Knott P~0,05; coeficiente do teste
de hipoteses paramétricos (Teste F) e ndo paramétricos (Teste Friedman em negrito correspondem ao teste
empregado para as diferencas entre as médias.

A maior parte dos isolados foi empregado um teste paramétrico com excec¢ao dos
isolados IF 202 e IF 191, aos quais foram empregados testes paramétricos ndo paramétricos
(Tab. 3).

O isolado IF 202 apresentou a maior e mesma médias do crescimento de colonia nas
dosagens de 0, 0,1 e 1 ppm de fluxapiroxade+piraclostrobina, diferindo estatisticamente das
demais dosagens. Este isolado foi classificado como sensibilidade intermedidria com base na
média de EC 50 (16,74 uL mL!") (Tab. 3).

O isolado IF 254, IF 191, IF 195, IF 249, IF 203, IF 201 (Colleotrichum truncatum) e
IF 273 apresentou a maior médias do crescimento de colonia na dosagem de O ppm de
fluxapiroxade+piraclostrobina, diferindo estatisticamente das demais dosagens (Tab. 3).

As previsdes de sensibilidade dos isolados podem ser obtidas pelas equagdes de

regressdo linear obtidas para coeficientes de determinacdo superiores a 80%.
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Tabela 3. Médias dos diametros das colonias (mm) aos sete dias de avaliagdo e em suas
respectivas concentracdes de fluxapiroxade+ piraclostrobina, concentragdo efetiva capaz de
inibir o crescimento micelial a 50 % (EC50, uL mL"'), equa¢do de regressdo linear e
coeficientes de testes paramétricos e ndo paramétricos, e coeficiente de variagdo (CV) de
diferentes isolados de Macrophomina phaseolina*.

Ord. Isolados Equa.cio.de ECSOE“QL Diametro da colénia (mm) aos 7 DAI Tesfe Teste ov Teste F Teste

Regressao linear mL™) 0 0,1 1 10 100 Shapiro  Bartlett Friedman
1 IF202, M. phaseolina, Soja Tiguera Silvania, GO y=48,31-0,32427x 16,7400 90,00 a 61,67 a 73,33 a 49,67 b 24,00 ¢  0,8531* 117,4500** 21,18 12,3250**  12,000*
2 IF254, M. phaseolina, Soja Tiguera Silvania, GO  y=47,05-0,352x 57159 90,00 a 57,00 ¢ 76,67 b 27,33 d 27,33 d 0,9363"  1,2290™ 5,48 259,3214%* 11,5932*
3 IF191, M. phaseolina, Soja Tiguera Vianopolis, GO y=49,29-0,39x 24,5700 90,00 a 60,67 b 81,67 a 47,67 bc 26,33 ¢ 0,9162"  12,2140* 22,40  10,5300** 10,6667*
4 IF195, M. phaseolina, Soja Tiguera Silvinia, GO y=46,50-0,36x 4,9500 90,00 a 68,33 b 63,33 b 3400 c 2500 ¢ 0,9350" 50141" 10,40 61,7330%* 11,4667*
5 IF249, M. phaseolina, Soja Tiguera Silvania, GO y=42,73-0,25x 9,8270 90,00 a 53,00 b 5867 b 43,00 ¢ 37,67 ¢ 0,9756™  2,3825" 10,45 36,0717** 10,9333*
6 IF203, M. phaseolina, Soja Tiguera Silvania, GO y=50,546-0,436x  2,3950 90,00 a 68,33 b 64,33 b 17,33 ¢ 1533 ¢ 0,9131" 10,7760* 12,20 84,5623** 11,4667*
7 IF201, Colletotrichum truncatum, Passo Fundo RS~ y=45,36-0,338x 26,4060 90,00 a 50,67 b 81,67 a 51,33 b 26,33 ¢ 0,9571"  2,2145™ 827 81,1434** 11,3220*
8 IF273, M. phaseolina, Soja Tiguera Silvinia, GO y=48,56-0,397x 8,3169 90,00 a 76,67 b 76,00 b 36,00 ¢ 20,00 d 0,9417™  2,3864" 8,38 107,9947* 11,5932*

*M¢édias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem entre si ao teste Skot Knott P~0,05; Coeficiente do
teste de hipoteses paramétricos (Teste F) e ndo paramétricos (Teste Friedman em negrito correspondem ao teste
empregado para as diferengas entre as médias.

Rejeitou-se a hipotese de nulidade entre as dosagens de fluxapiroxade+trifloxistrobina
para a variavel resposta AACPCM. Empregou-se para todos os isolados o teste paramétrico F
(Tab. 4).

Para todos os isolados as maiores médias de AACPCM ocorreram no crescimento sem
apresenc¢a de dosagens do fungicida. Os menores crescimentos miceliais ocorreram na dosagem
de 100 ppm, havendo redugdo de aproximadamente quatro trés a vezes para todos os isolados
de Macrophomina phaseolina avaliados (Tab. 4).

Através das equacdes de regressao linear ¢ possivel estimar a AACPCM em diferentes
dosagens (Tab. 4).

Tabela 4. Médias da area abaixo da curva de progresso do crescimento micelial (AACPCM)
aos sete dias apds a inoculagio em suas respectivas concentracdes de
fluxapiroxade-+trifloxistrobina, coeficientes dos testes estatisticos paramétricos e nao
paramétricos, equagao de regressao linear e a concentracao efetiva capaz de inibir o crescimento
micelial & 50 % (EC50, uL. mL")* de diferentes isolados de Macrophomina phaseolina.

Equagio de EC50 Teste Teste
Ord. Isolados s AACPCM aos 7 DAI . cv Teste F Teste
Regressio linear (ed./mL) Shapiro  Bartlett .
0 0,1 1 10 100 Friedman

IF202, M. phaseolina , Soja Tiguera Silvania, GO Y=71,14-1,60x 16,7400 383,67 a 212,33 b 206,17 b 129,50 ¢ 89,33 d 0,9438™ 6,728"™ 7,90 146,734** 12,0000*
IF254, M. phaseolina , Soja Tiguera Silvania, GO Y=57,07-1,80x 57159 418,50 a 186,17 ¢ 222,00 b 88,17 d 70,00 e 0,9437"™ 54443 2,73 1981,6127** 12,0000*
IF191, M. phaseolina , Soja Tiguera Vianopolis, GO Y=60,80-1,96x 245700 419,50 a 172,83 ¢ 246,50 b 110,17 d 60,67 e 0,9176"™ 14,2590** 4,80 624,0385** 12,0000*
IF195, M. phaseolina , Soja Tiguera Silvania, GO Y=58,13-1,85x 4,9500 414,33 a 192,50 b 190,83 b 100,67 ¢ 59,17 d 0,9332" 10,0680* 7,90 241,4737%* 11,46667*
IF249, M. phaseolina , Soja Tiguera Silvania, GO Y=59,34-1,26x 9,8270 369,00 a 158,33 b 173,00 b 120,33 ¢ 92,83 ¢ 0,9418™ 7,5985™ 11,30  82,7895** 12,0000*
IF203, M. phaseolina , Soja Tiguera Silvania, GO Y=53,08-1,91x 2,3950 41550 a 208,00 b 18550 ¢ 61,17 d 50,17 d 0,9419"™ 5,0575" 4,20 1082,4073** 12,0000*
IF201, Colletotrichum truncatum , Passo Fundo RS~ Y=55,69-1,71x 26,4060 415,67 a 147,50 ¢ 200,33 b 115,83 d 65,17 e 0,9443™ 57101™ 4,36 815,1554** 12,0000*
IF273, M. phaseolina , Soja Tiguera Silvania, GO Y=61,90-1,98x 8,3169 406,00 a 21550 b 217,50 b 91,67 ¢ 56,17 d 0,9727"™ 5,1208™ 569 447,9317** 11,4667*

* Médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem entre si ao teste Skott Knott P~0,05; coeficiente do
teste de hipoteses paramétricos (Teste F) e ndo paramétricos (Teste Friedman em negrito correspondem ao teste
empregado para as diferencas entre as médias.
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Rejeitou-se a hipotese de nulidade para as diferengas das médias de TCM entre as
dosagens de fungicidas para todos os isolados, no entanto, foram aplicados testes paramétricos
IF 254, 1F 195, IF 201 (Colletotrichum truncatum ) e IF 273. Foram aplicados testes nao
paramétricos para os isolados IF 202, IF 191, IF 249 e IF 203 (Tab. 5).

Através das equagdes de regressdo linear € possivel estimar a TCM em diferentes
dosagens (Tab. 5).

Esperou-se que a maior média de TCM ocorresse na testemunha devido a inexisténcia
do inibidor de crescimento representado pelo fungicida. No entanto, foi observado para os
isolados IF 254, IF 191, IF 195, IF 249 e IF 203 nas concentragdes de 0,1 e 1 ppm do fungicidas
maiores TCM. Possivelmente esse comportamento indica a presenca de genes de resisténcia
que possibilitem uma atividade fisiolégica maior em substratos contendo a mistura
fluxapiroxade-+trifloxistrobina (Tab. 5).

Santos et al. (2006) mencionaram que as doses de 0.25 e 0.5 foram 1 e 2 vezes maiores
que a dose comercial recomendada de tiofanato metilico representando 490 e 980 ppm do i.a.
para controle de D. bryoniae, sendo reportado o crescimento micelial em todas as concentragdes
testadas.

Tabela 5. Médias de taxa de crescimento micelial (TCM em mm dia’") relacionado a
concentracao dos ativos, a EC50, testes estatisticos paramétricos € a equagdo de regressao
linear*.

Isolados Equa}:ﬁo-de EC50 (odl TCM (mm dia™) Test.e Tete e Teste

regressio linear mL™") 0 0,1 1 10 100  Shepiro  Bartlett Friedman
IF202, M. phaseolina , Soja Tiguera Silvania, GO Y=109,32-0,06x 16,7400 946a 725ab 946a 6,01ab 192b 09228™ 6,0373" 30,60 6,9353* 8,26667*
IF254, M. phaseolina, Soja Tiguera Silvania, GO Y=74,11-0,04x 57159 6,75b 710b 968a 269c 299 c 09397 1,0499™ 11,10 62,068** 10,93333*
IF191, M. phaseolina, Soja Tiguera Vianopolis, GO  Y=93,14-0,05x 245700 654b 724b 1149a 626b 236 c 08709% 11,8310 22,14 14,0829**  9,8667*
IF195, M. phaseolina , Soja Tiguera Silvania, GO Y=102,51-0,05x 49500 740a 925a 807a 454b 210c 0,9465" 6,5744™ 17,60 20,7444** 10,4000*
IF249, M. phaseolina , Soja Tiguera Silvania, GO Y=107,08-0,03x 9,8270 1060a 669b 880a 555c 471d 09027 9,2504™ 20,20 8,0354** 11,4667*
IF203, M. phaseolina , Soja Tiguera Silvania, GO Y=64,80-0,06x 23950 739b 963a 839ab 154c 082c 09479™ 6,4195" 22,90 30,8769** 10,8276*
IF201, Colletotrichum truncatum , Passo Fundo RS Y=94,88-0,05x 26,4060 736b 660b 1202a 735b 263 c 09479 6,5437" 14,40 31,2167**  9,8667*
\F273, M. phaseolina , Soja Tiguera Silvania, GO Y=83,94-0,08x 83169 814b 1163 a 11,04a 469c 158 d 09652" 09,4949* 14,20 49,0677** 11,4666*

* * Médias seguidas de mesma letra na horizontal ndo diferem entre si ao teste Skot Knott P~0,05; coeficiente do
teste de hipoteses paramétricos (Teste F) e ndo paramétricos (Teste Friedman em negrito correspondem ao teste
empregado para as diferencas entre as médias.

O progresso do crescimento micelial, ndo houve variagao nos diferentes dias avaliados
quando obtemos as médias de crescimento em todas as dosagens de
fluxapiroxade+piraclostrobina (Fig. 1). O crescimento de todos os isolados de Macrophomina
phaseolina obedeceu uma crescente linear, sendo que aos sete DAI ndo ocupou toda a area

experimental de 90 mm chegando a amplitude de atividade fisiologica de 50-60 mm (Fig. 1).
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A variabilidade do crescimento fisioldgico representado por curvas de crescimento
micelial de isolados submetidos a dosagens de moléculas quimicas pode ser observada devido
diferencas gritantes de sensibilidade a molécula (OLMERT & KENNETH, 1974).
TODOROVA et al. (1998) detectou diferentes respostas de Beauveria bassiana na presenca de

diferentes moléculas quimicas.
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Figura 1. Médias do diametro da colénia (mm) em diferentes dias apds a inoculagdo (DAI) de3
diferentes isolados de Macrophomina phaseolina avaliados.

A AACPCM representa um resumo da atividade fisiologica dos isolados submetidos
ao estresse de dosagens de fungicidas. Estatisticamente os isolados de Macrophomina

phaseolina avaliados, ndo foram diferenciados estatisticamente (Fig. 2).

35



210,00
205,00

200,00

a
a
a a
195,00
a

190,00 a

185,00 a 2

180,00

175,00

170,00

IF 202, IF 254, IF191, IF 195, IF 249, IF203, [IF201,Passo IF 273,
Silvania, GO Silvania, GO Vianopolis, Silvania GO Silvania, GO Silvania GO FundoRS Silvania GO
GO

AACPCM

Isolados de Macrophomina phaseolina

Figura 2. Médias da Area Abaixo da Curva de Progresso de Crescimento Micelial (AACPCM)
dos isolados de Macrophomina phaseolina submetidos a diferentes dosagens de
fluxapiroxade+piraclostrobina.

A TCM representa uma variavel que explica qual o progresso em mm dia-1 que cada
isolado de M. phaseolina expressou. Foi observado que todos os isolados ndo apresentaram
diferengas significativas do progresso do crescimento micelial apresentando crescimentos
variando de 5,5-7,0 mm dia™'.

Tonin et al. (2013) realizaram tratamentos para testar sensibilidade de isolados de M.
phaseolina, na qual concluiram que eles mostraram insensibilidade aos ingredientes ativos

fluquinconazol, metalaxil, tirame e tolilfluanida.
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A EC50 indica a concentracdo efetiva capaz de inibir o crescimento micelial em 50%,
sendo uma poderosa informacao para classificagdo dos isolados quanto a sua sensibilidade (Fig.
4).

A partir das diferencas do EC 50, os isolados IF 191 e IF 201 foram classificados como
insensiveis apresentando concentragdes de 24,57 e 26,41 uL mL?t , respectivamente
concetracBes capazes de inibir o crescimento a 50%. O isolado IF 202 foi classificado como
intermediario, apresentado EC 50 de 16.74 uL mL. Os demais isolados de M. phaseolina
foram classificados como sensiveis (Fig. 4). Torrez-Calzada et al. (2015) se fosse utilizado seu
critério para isolados de M. phaseolina todos os isolados seriam classificados como sensiveis a

mistura fluxapiroxade+piraclostrobina.
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Figura 4. Médias da concentracao efetiva capaz de inibir o crescimento micelial a 50% (ECso,
uL mL-t) de diferentes isolados de Macrophomina phaseolina avaliados.

Devido alteragdes genéticas, um fungo pode apresentar ou ndo sensibilidade a uma
determinada molécula regulada por um conjunto de alelos. Quando o fungo apresenta
sensibilidade a fungitoxidade ¢ explicada pela inexisténcia de genes de resisténcia ao composto
quimico, logo, quando o fungicida nao apresenta toxidade, ¢ afirmado que o fungo ¢ insensivel
(REIS et al., 2007).

Nem todo fitopatdégeno fungico vai apresentar sensibilidade a fungicidas, com isso,
nem todos os produtos quimicos num processo de selecdo de cepas resistentes podem
apresentam toxidade (SHARVELLE, 1961;TORGESON, 1967, EDGINGTO et al., 1971,
REIS et al., 2010).

CONCLUSOES
A maioria dos isolados testados de M. phaseolina apresentaram sensibilidade a

piraclostrobina + fluxapiroxade com exce¢do dos isolados IF 191 e IF 201.

Os isolados cresceram diferenciadamente nas dosagens de fungicidas aplicadas.
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