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RESUMO
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A sensibilidade in vitro e in vivo de dez isolados de Colletotrichum lindemuthianum a
fungicidas sistémicos foi avaliada in vitro e in vivo, em delineamento experimental
inteiramente casualizado com trés repeticdes. No estudo in vitro foi avaliada a porcentagem
de germinacdo de conidios do fungo quando submetidos aos fungicidas benzimidazéis:
carbendazin e tiofanato metilico e estrobilurinas: azoxistrobina e piraclostrobina. Foi utilizada
a metodologia do fungicida incorporado ao agar nas concentracdes finais de 0; 0,1; 1,0; 10 e
100 ppm. Com os dados de germinacéo foi calculada a DLs, (dose efetiva capaz de inibir 50%
da germinacdo de esporos) para cada fungicida, sendo observadas diferencas nha
sensibilidade dos isolados de Colletotrichum lindemuthianum com relacdo aos fungicidas
testados. Considerando o fungicida carbendazin, a raca 65 apresentou baixa sensibilidade
enguanto as racas 08, 81, 321 foram moderadamente sensiveis a este fungicida. No caso das
estrobilurinas, todos os isolados mostraram-se altamente sensiveis aos fungicidas
azoxistrobina e piraclostrobina, comprovando o efeito esporocida desse grupo quimico. Na
avaliacdo in vivo, foi avaliada a a DLsy considerando as lesdes de C. lindemuthianum
formadas a partir da inoculacdo de uma concentracdo conhecida de esporos em folhas
destacadas de feijdo submetidas a concentraces finais de 0; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 e 50,0 ppm
de tebuconazole e epoxiconazole. Nao houve diferenca quanto a classificacdo de
sensibilidade proposta na escala adaptada de Edgington et al. (1971), embora tenha sido
verificada grande amplitude de valores de DEs, entre os isolados. A raca 321 apresentou
moderada sensibilidade a epoxiconazole, ficando as racas 08 e 65 com valores de DEsg
relativamente maiores. O mesmo ocorreu com a raca 81 com relacdo ao epoxiconazole. A
alteracdo na sensibilidade de isolados de C.lindemuthianum quando submetidos ao grupo dos
benzimidazdis estd relacionada a origem, frequéncia e pressdo de selecdo imposta pela
aplicacao repetida desses fungicidas em determinados locais onde predominam determinados
grupos de racas

fisiolégicas. Com relacdo aos triazois ndo houve diferencas na classificacdo de sensibilidade
entre os isolados, mostrando que a utilizacdo desses fungicidas no controle da antracnose
nao produziu um efeito seletivo similar ao observado com os fungicidas tebuconazole e
epoxiconazole, considerando a mesma populagéo do patogeno.

Palavras-chave: antracnose do feijdo, resisténcia de fungos a fungicidas, estrobilurinas,
triazois, benzimidazoéis, DLsg
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The sensitivity of ten isolated of Colletotrichum lindemuthianum the systemic fungicides was
evaluated in vitro and in vivo, in experimental design was completely random with three
replications. In the study in vitro, it was evaluated the percentage of germination of spores of
the fungus when submitted to the benzimidazol fungicides: carbendazin and methyl
tiophanate and the estrobilurins: azoxystrobin and pyraclostrobina. The methodology
consisted in incorporate the fungicide to the agar at the final concentrations of 0; 0,1; 1,0; 10
and 100 ppm. With the germination data the DLs, (rate capable to inhibit 50% of the
germination of spores) was calculated. For each fungicide was calculated the DLsy, being
observed differences in the sensitivity of isolated of C. lindemuthianum. Considering the
fungicide carbendazin, race 65 presented low sensitivity while races 08, 81, 321 had been
moderately sensible to this fungicide. In the case of the estrobilurins, all the isolated ones
had revealed highly sensible to the fungicides azoxystrobin and pyraclostrobin, proving the
effect of this chemical group on the germination of spores. In the in vivo evaluation, it was
evaluated the DLso having considered the injuries of C. lindemuthianum formed from the
inoculation of a known concentration of spores in detached bean leaves submitted to the final
concentrations of 0; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 and 50,0 ppm of tebuconazol and epoxiconazol. It was
not observed difference among isolates, considering the classification of sensitivity proposed
by Edgington al. (1971). However, it was verified great amplitude of values of DEsg, between
the isolated ones. Race 321 presented moderate sensitivity to the epoxiconazol, races 08
and 65 with relatively bigger values of DEs,. The same occurred with race 81 with regard to
epoxiconazol. The alteration in the sensitivity on C. lindemuthianum isolates, when submitted
to the group of the benzimidazoles, was related to the frequency and pressure of selection
imposed by repeated fungicides application. Regarding the triazoles, it was not observed
differences in the classification of sensitivity between the isolates, showing that the use of
these fungicides in the control of anthracnhose did not produce a similar selective effect as
observed with the fungicides tebuconazol and epoxyconazol.

Keywords: anthracnose in bean, fungal fungicide resistance, estrobilurins, triazoles,
benzimidazoles, DEsg
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1 INTRODUCAO

O feijdo é cultivado em diversas regibes do pais revestindo-se de grande
importancia social e econdmica. Tem sido cultivado geralmente tanto em sistemas
agricolas altamente tecnificados como em pequenas propriedades com limitada
utilizagao de tecnologia Por ser cultivado durante 2 safras por ano e apresentar-se
sensivel a mais de 240 patdégenos, a cultura se depara com uma infinidade de
fatores fitossanitarios limitantes a sua producdo. As doencas, particularmente, sédo
responsaveis por significativos danos na cultura, principalmente quando néo sao
tomadas medidas apropriadas de controle (EMBRAPA, 2003).

O feijao € hospedeiro de doencas de origem bacteriana, virética ou fangicas.
Dentre as principais doencas destacam-se a ferrugem (Uromyces appendicullatus),
mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum), crestamento bacteriano (Xanthomonas
axonopodis pv. phaseoli ), mosaico comum (Bean Common Mosaic Virus), mancha
angular (Phaeoisariopsis griseola) e antracnose (Colletotrichum lindemuthianum). O
controle destas doencas é obtido através do tratamento de sementes, rotagcdo com
culturas ndo hospedeiras, enterrio de restos culturais, época de semeadura,
resisténcia varietal e controle quimico (RAVA et al., 1994).

A utilizacdo do controle quimico € em muitas situacbes, a Unica forma
eficiente de controle para diversos problemas fitossanitarios. No tocante aos
fungicidas, resultados imediatos bem como a facilidade de sua aplicacdo, tornam
sua utilizacdo amplamente difundida (GHINI; KIMATI, 2000). No caso da antracnose,
por ser uma doenca transmitida pela semente e de taxa de progresso elevada, é
facilmente introduzida e disseminada na lavoura. Sob circunstancias favoraveis, o
uso de fungicidas torna-se a Unica alternativa viavel.

Por outro lado, a intensa utlizacdo de fungicidas, principalmente, se
pertencentes ao mesmo grupo quimico, desencadeia um dos principais problemas
ligados ao controle quimico dentro das premissas da agricultura moderna, a
resisténcia de fungos a fungicidas. Modernamente, alguns pesquisadores tem se
referido ao fenbmeno da resisténcia como uma perda de sensibilidade dos fungos
aos produtos, resultando em uma diminuicdo da eficiéncia destes sob condi¢cdes de
campo (GHINI; KIMATI, 2000).
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De maneira geral, pode-se dizer que o fendmeno da resisténcia teve inicio
com o surgimento dos fungicidas sistémicos, tendo em vista seu mecanismo de agéo
ser definido como “sitio — especifico”, ou seja, o fungicida agindo em apenas
determinadas rotas metabdlicas dos fungos.

O que se tem hoje com relacdo a este tema € um grande numero de trabalhos
gue apenas relatam a ocorréncia de resisténcia de diversos fungos a alguns
fungicidas (CASA et al, 2002; RODRIGUES et al, 2007), e também diversos
trabalhos que avaliam a sensibilidade in vitro de fungos a fungicidas utilizados a
campo para o controle das doencas (BALARDIN; RODRIGUES, 1995; FERREIRA et
al, 2006; STOLTE, 2006). Entretanto, é possivel observar que nem sempre estes
trabalhos séo realizados com uma metodologia adequada para detectar alelos
mutantes em populac¢des de patdgenos.

Conhecimento detalhado sobre o modo de acdo dos fungicidas aliado a um
correto monitoramento das populacfes de patdégenos, especialmente aquelas com
ampla mutabilidade, caso de Colletotrichum lindemuthianum é de fundamental
importancia visando longevidade da eficacia dos fungicidas utilizados no controle de
doencas.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a sensibilidade de isolados e racas
fisiologicas de Colletotrichum lindemuthianum a fungicidas sistémicos utilizados no
controle da antracnose do feijao, bem como identificar a existéncia de alelos

mutantes (mut) tolerantes aos fungicidas utilizados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANTRACNOSE DO FEIJAO

A antracnose € certamente uma das doencgas que causa maior impacto sobre
a produtividade do feijao (Phaseolus vulgaris L.), causada pelo fungo Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Bri. & Cav., é responsavel por prejuizos de ate 76%
(BALARDIN?, informacéio pessoal), especialmente quando sob condicdes favoraveis
para um rapido progresso da doenca.

As condicbes favoraveis para o desenvolvimento da epidemia sédo
temperatura entre 18 e 22°C, umidade relativa acima de 91 % (ZAUMAYER,
THOMAS, 1957; SCHWARTZ; GALVEZ, 1980, BALARDIN, 1997); periodo de
molhamento foliar entre 18 e 24 horas (PRIA et al.,, 2003), chuvas e ventos
constantes (SCHWARTZ; GALVEZ, 1980).

Em estudos realizados para verificar a influéncia das variaveis ambientais no
aumento da severidade da antracnose, Garcia et al. (2007) observaram que a
temperatura possui efeito limitante na curva de progresso da doenca, e que quando
acima dos 27°C, proporciona ambiente desfavoravel a sua evolucdo. Esta
constatacdo ja havia sido feita por Rahe; Kuae (1970), onde relataram uma
diminuicdo do numero e tamanho de lesbes da antracnose com o aumento da
temperatura de incubacao, numa faixa de 28 a 32°C.

Os danos causados pelo patogeno vao desde a plantula, onde o fungo ataca
cotilédones e hipocdtilos, até a planta adulta, onde causa danos no peciolo, limbo
foliar e mais tarde nas vagens, comprometendo, desta forma a producdo de
sementes (POMPEU et al., 1992; RAVA et al., 1994; BALARDIN,1997). A semente
infectada, de variedades suscetiveis € importante fonte de in6culo primario da
doenca, fato que torna dificil o seu controle e facilita enormemente a sua
disseminacéo a longas distancias. A sintomatologia da doenca é bem caracteristica
nos cotilédones, onde sdo observadas lesées deprimidas de coloracdo marrom e
bordos escuros. Na parte aérea da planta aparecem manchas necroticas de
coloracdo marrom com bordos avermelhados e principalmente lesdes escurecidas
nas nervuras da parte inferior, que sdo caracteristicas desta doenca (ZAUMAYER,;
THOMAS, 1957; BALARDIN, 1997). A maior problematica com a antracnose do
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feijoeiro se da nos cultivos quando a semeadura e as fases fenoldgicas iniciais da

cultura coincidem com baixas temperaturas e alta umidade.

2.1.1 Manejo integrado da doenca

Para um eficiente controle da antracnose, sdo recomendadas medidas
integradas, destacando-se a utilizacdo de sementes livres do patégeno e tratadas
com fungicidas, rotacdo de culturas com plantas nao hospedeiras por um periodo de
2 a 3 anos, resisténcia varietal e o controle quimico (RAVA et al., 1994). Dentre os
produtos quimicos registrados para o controle da antracnose do feijdo pode-se citar
do grupo das estrubilurinas: azoxistrobina, trifloxistrobina, e piraclostrobina; do grupo
dos triazdis, propiconazol,epoxiconazol, tebuconazol e difenoconazol. Do grupo dos
benzimidazadis: tiofanato metilico, carbendazin; além de outros produtos de outros
grupos quimicos como o chlorothalonil (isoftalonitrila), (AGROFIT, 2009).

A resisténcia varietal € considerada a forma mais viavel economicamente
para o controle da antracnose, entretanto a ampla variabilidade genética de
Colletotrichum lindemuthianum, freqiientemente proporciona a quebra de resisténcia
das cultivares recomendadas ainda nos primeiros cultivos (ANDRUS; WADE, 1942;
BALARDIN et al., 1990). Barrus (1911) observou que a estabilidade e longevidade
da resisténcia dependem da variacdo genética de C. lindemuthianum, representada
pela sua especializacéo fisiologica e pela habilidade dos isolados apresentarem
patogenicidade diferenciada para cada variedade de feijao.

Diante das dificuldades relacionadas a estabilidade enfrentadas pelos
programas de melhoramento, o uso de fungicidas torna-se inevitavel, sendo uma
das medidas mais utilizadas para o controle da doenca (COMISSAO, 2003), e que
de certa forma, € uma medida que diminui a pressao de selecdo do patdégeno,

contribuindo para a durabilidade da resisténcia de uma cultivar.

2.1.2 Variabilidade genética em Colletotrichum lindemuthianum

A variabilidade genética presente na populacdo deste patdgeno, vem sendo

estudada desde 1911, quando foram identificadas as ragas alfa e beta (BARRUS,
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1911). A partir desta data diversos relatos quanto a identificacdo de novas ragas
foram feitos em todo o mundo (BALARDIN; KELLY, 1997). Em um dos maiores
levantamentos ja realizados, quarenta e um patoétipos foram caracterizados a partir
de 138 isolados coletados na Argentina, Brasil, Republica Dominicana, Honduras,
México e Estados Unidos (BALARDIN; KELLY, 1998). Estes foram designados de
acordo com o “pool” génico de origem do hospedeiro, e nominados como patotipos
Andinos e Mesoamericanos.

Somente os patétipos 7, 65, e 73 mostraram ampla distribuicdo, sendo
encontrados na América do Norte, Sul e Central. Os patétipos 7, 64, 65, e 73
também foram identificados nos Estados Unidos (ANDRUS; WADE, 1942). No
México, trinta e cinco novos patétipos foram identificados, além de onze patétipos,
oriundos de uma colecdo de variedades selvagens de Phaseolus vulgaris
(GONZALEZ et al., 1998). Em levantamento realizado em oito regides produtoras de
feijdo do Rio Grande do Sul, Somavilla; Prestes (1999), relataram a ocorréncia de
onze patétipos do patégeno (5, 23, 64, 65, 67, 73, 81, 83, 87, 89 e 321), sendo a
primeira vez relatada a raca 321 nas condi¢Oes deste Estado.

Balardin et al. (1997) observaram que a antracnose tem se mostrado
endémica e severa em percentuais maiores na América central e América do sul,
locais onde o patdgeno tem apresentado maior variabilidade genética. No Brasil,
foram realizados inumeros trabalhos na tentativa de elucidar a variabilidade
existente na populacdo deste patdogeno, (ALZATE MARIN; SARTORATO, 2004;
SILVA, 2004; TALAMINI, 2004). Silva (2004), utilizando cultivares diferenciadoras e
marcadores RAPD, estudou a variabilidade patogénica de isolados de diferentes
regides, observando uma maior variabilidade intra-raca quando o DNA analisado foi
0 gendbmico e de isolados da raca 65 coletados no estado de Minas Gerais. Neste
mesmo levantamento, a raca 65, seguida das racas 81 e 73 foram as mais
frequentes.

Talamini et al. (2004) identificaram 11 racas a partir de 43 isolados
provenientes de lavouras das principais regides produtoras de feijdo do Brasil. Neste
trabalho, foram encontradas por ordem decrescente de freqiiéncia, as racas: 65, 81,
337, 87, 73, 64, 0, 593, 83, 89 e 8, sendo observada maior frequéncia de racas
pertencentes ao grupo alfa (55, 81 e 337). Os autores concluiram que racas

pertencentes a este grupo predominaram nas lavouras avaliadas.
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Mahuku; Riascos (2004) realizaram levantamento em Varios paises,
identificando 90 ragas entre os 200 isolados amostrados. Foram identificadas as
racas 3481, 3545, 3977 e 3993. Neste levantamento todas as cultivares
diferenciadoras, inclusive a G2333, foram suscetiveis aos isolados de C.
lindemuthianum. A utilizagdo do conjunto diferenciador composto das 12 cultivares
definido por Pastor-Corrales (1989) ja ndo é suficientemente discriminatério para a
populacdo deste patégeno (SILVA, 2004).

Balardin (1997) ao estudar isolados provenientes das Américas do Norte,
Central e Sul, observou que a frequéncia de isolados cosmopolitas foi muito
reduzida em relacdo aos isolados clonais, onde a pressédo de selecdo devido ao
lancamento de variedades novas exerceu uma pressao local e suficiente para que a
frequéncia destes isolados fosse significativa.

Sabe-se que no caso da resisténcia de fungos a fungicidas, mutacao
associada a selecéo constitui os dois principais mecanismos geneéticos responsaveis
por alteracdes no perfil da populacdo de um fungo, e que podem acarretar o
surgimento de mutantes tolerantes (mut'). Teoricamente, pode ser observada uma
proporcdo de 1 em 10* até 1 em 10° na taxa de mutabilidade de um patégeno
(BURDON; JAROSZ, 1991).

E possivel que a incorporacdo de novos alelos possa afetar o fitness
(adaptabilidade) da populacdo do patdogeno devido a remocdo de caracteres
guantitativos relacionados a sua sobrevivéncia, crescimento ou reproducdo. Deste
modo, mutantes tolerantes (mut), para predominarem na populacdo, devem
apresentar um fitness superior ao observado na populacdo selvagem (BURDON;
JAROSZ, 1991; BURDON; THOMPSON, 1995).

A adaptabilidade de um alelo mutante depende, fundamentalmente, do gene
ou genes que sofreram mutacdo para resisténcia. Ocorre que o0 nivel de
adaptabilidade dos mutantes ndo implica variacdo na probabilidade de resisténcia
dos organismos aos fungicidas, observado no campo. O surgimento de problemas
de resisténcia depende, em grande parte, da pressdo de selecdo exercida pela
inadequada aplicacdo de fungicidas. Reducdes de dose, utilizacdo continuada de
poucos ingredientes ativos em areas extensas, ou inadequada cobertura do dossel
das plantas, sé@o possiveis causas do surgimento de isolados mutante. O
conhecimento do comportamento de cada grupo quimico é fundamental para o

estabelecimento de estratégias anti-resisténcia, uma vez que cada um deles
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caracteriza-se por um modelo tipico de desenvolvimento de resisténcia. (FORCELINI
et al., 2001). Assim posto, € importante o monitoramento da populacdo de
patdgenos, para que se possa determinar o nivel de risco das racas com maior
freqiéncia de ocorréncia apresentar uma variacao significativa na sensibilidade de

aos fungicidas.

2.1.3 Resisténcia de fungos a fungicidas

A resisténcia a fungicidas é definida como uma alteracdo herdavel e estavel
em um fungo em resposta a aplicacdo continuada de um fungicida, resultando numa
reducéo da sensibilidade ao produto (EUROPEAN, 1988; BRENT, 1995). Resulta de
uma ou mais alteracbes na constituicdo genética da populacdo de um patdgeno,
existindo evidéncias relevantes de que alelos mutantes sejam constitutivos, embora
em frequéncia irrelevante. Outro conceito utilizado é a tolerancia a fungicidas, que
segundo European (1988), apesar de muitas vezes ser usado como Sinénimo,
possui significado ambiguo ja que nem sempre envolve alteracbes genéticas e,
segundo ele ndo deve ser usado no caso de resisténcia a fungicidas.

Neste sentido, a perda de sensibilidade na populacédo de alguns fungos nada
mais é do que um acréscimo na frequéncia dos isolados tolerantes devido a
necessidade de aumento de fitness. Conforme Ghini; Kimati (2000), mutacdo e
selecdo sao as forcas genéticas que melhor explicam o surgimento de isolados com
sensibilidade alterada.

O aumento da frequéncia de uso de um mesmo fungicida ou fungicidas de um
mesmo grupo quimico e particularmente significativo no caso de patégenos que
produzem uma grande quantidade de esporos, e apresentam um curto periodo entre
geracOes. Para Brent (1995), esta teoria representa a forma mais simples de
resisténcia, e pode ser denominada de teoria do “gene maior” sendo este o padréo
caracteristico de fungicidas benzimidazéis, fenilamidas e dicarboximidas.

O risco de resisténcia esta intimamente relacionado com o grupo quimico a
gue pertence o fungicida, mais especificamente ao seu mecanismo de acéo, sendo
gue cada um deles, possui um modelo tipico de desenvolvimento de resisténcia.

Com o advento dos fungicidas sistémicos, ocorreram grandes mudancas nos

programas de controle quimico das doencas, sendo que 0s primeiros langados no
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mercado foram os Benzimidazobis e carboxamidas na década de 1960. Esses
fungicidas s&o obrigatoriamente seletivos, atuando em um Ou pPoucos Processos
metabdlicos do fungo, ndo podendo ser fitotoxicos as culturas submetidas aos
produtos, pois sado absorvidos nos tecidos, agindo preventiva e/ou curativamente.
Segundo Sierostki; Gisi (2000), os fungicidas sistémicos apresentam como
caracteristicas: fungitoxicidade direta; baixa solubilidade; penetracdo nos tecidos
aéreos e raizes passando para o xilema; movimento ascendente pela corrente
transpiratoria, acumulando-se nas margens das folhas; incapacidade de chegar aos
orgdos que ndo transpiram; pequena translocacdo descendente via floema e um
variado espectro de acao. Foi a partir da utilizacdo intensa dos fungicidas sistémicos
para o controle de doencas, que se iniciaram o0s problemas de resisténcia de fungos
aos fungicidas. De acordo com KIMATI (1987), a seletividade, que possibilita um
fungicida atuar sistemicamente, aumentando sua eficiéncia, € também a causa
principal da sua vulnerabilidade. O principal motivo para o elevado risco de
resisténcia destes fungicidas se da devido a toxicidade para um unico sitio de acao
do fungo, sendo que, uma Unica alteracdo neste, pode resultar em resisténcia ao
fungicida (EDGINGTON et al., 1980; BRENT, 1995).

Os fungicidas pertencentes a um mesmo grupo quimico apresentam a
chamada resisténcia cruzada, caracterizada como, populacdes de patdégenos que
desenvolvem resisténcia a um fungicida, simultaneamente desenvolvem resisténcia
a outros fungicidas que sofrem mutacdo génica semelhante, possivelmente por
possuirem 0 mesmo mecanismo de resisténcia. Por exemplo, entre o0s
benzimidazois, carbendazin e tiofanato metilico, sdo comuns a ocorréncia de
resisténcia cruzada. Para as estrobilurinas, isto pode ocorrer para azoxistrobina,
trifloxistrobina e piraclostrobina (SIEROSTKI; GISI, 2000).

Sabe-se que o conhecimento do mecanismo de acdo dos fungicidas pode
oferecer varias informacdes sobre o risco de desenvolvimento de resisténcia, pois
desta forma, € possivel relacionar a sua acdo nos diversos processos metabdlicos
dos fungos com os mecanismos de resisténcia ja conhecidos até o momento. Nas
Ultimas décadas, diversos estudos foram realizados com o objetivo de elucidar estes
mecanismos. Até o momento existe uma boa compreensdo dos mecanismos mais
importantes de resisténcia aos fungicidas benzimidazois, difenilamidas,
carboxanilidas e fosforotiolatos. Entretanto, BRENT (1995), alerta para a dificuldade

de entendimento e de informacGes sobre os fungicidas DMI (Inibidores da
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demetilacdo), alertando para a existéncia de evidéncias de que a mutagédo de genes
distintos pode ativar um numero diferente de mecanismos de resisténcia, ndo
relacionados entre si, e que podem agir simultaneamente e ainda de modo sinérgico.

Os fungicidas DMlIs, que se caracterizam por inibir a biossintese de
ergosterol, importante componente da membrana celular dos fungos sensiveis, sdo
caracterizados por atuar primariamente na demetilacdo do C-14. Os triaz6is sdo 0s
principais fungicidas representantes deste grupo. No caso dos fungicidas
benzimidazois, por exemplo, afetam especificamente a divisdo celular, pois
apresentam atividade seletiva para a molécula protéica tubulina dos fungos,
impedindo que ocorra a polimerizagdo dos microtubulos formadores do fuso mitotico
e consequentemente, a mitose (KENDALL et al., 1994; WHEELER et al., 1995). Os
fungicidas do grupo das estrubilurinas também agem de maneira especifica,
apresentando por isso alto risco de resisténcia, estes fungicidas interferem na
respiracdo mitocondrial, pois bloqueiam a transferéncia de elétrons pelo complexo
citocromo bcl (SIEROSTKI; GISI, 2000).

Sabe-se que no caso da resisténcia se tornar um problema pratico,
caracterizando-se pela perda de eficiéncia do fungicida no campo, € provavel que
mutacbes provoquem alteracdo no local de acdo onde o fungicida atuava na
populacdo sensivel do fungo. Devido a esta alteracao, a ligacdo do fungicida a este
sitio torna-se menos efetiva, ou ndo ocorre. Para Hollomon (2008) estas alteracdes
ocorrem em genes nucleares, e também, nos genes codificados na mitocondria,
sendo este Ultimo o principal mecanismo de resisténcia das estrobilurinas. O mesmo
autor relata que, quando a alteracdo se da no gene principal, a recombinacéo
genética entre individuos resistentes e ndo mutantes ira gerar duas classes distintas
de individuos na progénie, ou seja, uma totalmente resistente e outra, totalmente
sensivel, ndo ocorrendo nenhuma com sensibilidade intermediaria. E devido a isso
gue, quando a selecdo para resisténcia se da no gene principal, geralmente o
resultado é um rapido decréscimo da eficiéncia do produto.

Até o momento, sdo conhecidas somente as alteracbes nos aminoacidos das
proteinas alvo que causam resisténcia, no caso dos fungicidas benzimidazais,
triazois e estrobilurinas. Sierotski et al. (2000) relatam altos niveis de resisténcia a
estrobilurinas e fungicidas similares (QOls - anteriormente grupo STAR) em diversos
fungos sendo que na analise da sequéncia de fragmentos parciais do gene alvo

citocromo bc-1 codificado mitocondrialmente mostra que a mutagdo ocorreu no
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ponto G143A. Nesse caso, ocorre uma substituicdo da base Glicina por uma Alanina
ligeiramente maior na regido da proteina envolvida na ligacdo dos fungicidas QOlI, e
préxima ao centro Qo, entretanto, ainda ndo existem evidéncias bioguimicas que
confirmem que esta mutacéo altera a ligagéo do fungicida.

Existem outros mecanismos, diferentes de alteracdes no sitio alvo que podem
ocasionar problemas de resisténcia a fungicidas. A desintoxicacdo metabdlica de
fungicidas ¢é dificilmente encontrada, possivelmente pelo fato dos fungos néo
possuirem mecanismos de excrecado e capazes de gerar metabdlitos possiveis de
serem expelidos por vias aquosas. Por outro lado, os fungos possuem um sistema
de transporte através de proteinas que tem a funcdo tanto de absorcdo de
nutrientes, como no efluxo de moléculas indesejaveis (HOLLOMON, 2008). Contudo,
a utilizagéo deste sistema ocasiona um gasto de energia pelo fungo, principalmente
guando fungicidas soltuveis em lipidios, sdo expelidos por uma membrana também
de lipidio, e ainda, contra o gradiente de concentracdo. O principal problema
ocasionado por este mecanismo de efluxo é o fato de ndo ser seletivo, podendo
gerar resisténcia cruzada em fungicidas com diferentes mecanismos de acao.

Dessa forma, tendo em vista a importancia dos fungicidas em garantir altas
produtividades das culturas, dos grandes investimentos feitos por parte do setor
privado, agricola e também da pesquisa, com relacdo ao problema de resisténcia de
fungos a fungicidas, ressalta-se a importancia pratica desse trabalho. E devido a
esse fato, o monitoramento de populacdes de importantes patdégenos se faz
necessario para que possamos compreender as causas das frustracées no controle
guimico de determinadas doencas a campo, e também tomar conhecimento de

guais fatores podem ser manejados no sentido de evitar esse tipo de problema.
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Ambos os experimentos foram conduzidos no laboratério de fitopatologia e na

casa de Vegetacdo da Divisdao de Pesquisa do Instituto Phytus, localizado no

municipio de Itaara/RS.

3.1 METODOLOGIA GERAL

3.1.1 Origem dos isolados

Os isolados do fungo Colletotrichum lindemuthianum foram obtidos de

colecdes do Instituto agronémico de Campinas (IAC), Laboratoério de Resisténcia de

Plantas a Doencas da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Centro Nacional de

Pesquisa de Arroz e Feijao (EMBRAPA-CNPAF),

Empresa de Pesquisa

Agropecuaria e Extensdo Rural do Estado de Santa Catarina (EPAGRI) e Instituto

Phytus (Tabela 1).

TABELA 1 Identificacdo e origem dos isolados utilizados. Santa Maria, 2009.

Isolado Origem Instituicéo

CL 837 Buritis/MG CNPAF/EMBRAPA

CL 1135 Vitéria/ES CNPAF/EMBRAPA

W 25 Ponte Serrada/SC EPAGRI/SC

W 183 Ponte Serrada/SC EPAGRI/SC

B 01 Itaara/RS Instituto Phytus

Raca 65 (9253) Séo Paulo Centro de Fitossanidade / IAC
Raca 08 (LV 14) Lavras/ MG Universidade Federal de Lavras
Raca 81 (LV 95) Lavras/ MG Universidade Federal de Lavras
Raca 321 (LV 67) Lavras/ MG Universidade Federal de Lavras
Raca 337 (LV 88) Lavras/ MG Universidade Federal de Lavras

3.1.2 Cultivo dos isolados

Apbs o recebimento dos isolados, os mesmos foram repicados para placas de

Petri contendo meio de cultura BDA (20% batata, 2% dextrose, 1,5% agar) e
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mantidos em sala de incubag&o sob temperatura de 21 + 2 °C, regime de escuro
total e durante um periodo de aproximadamente 7 a 10 dias. Com a esporulacédo das
colonias de cada isolado, foi realizada repicagem para placas de Petri com meio de
Mathur (Mathur, 1950). Esta repicagem teve por objetivo a producéo de esporos de
cada isolado para o teste de sensibilidade e foi encerrada aos 10 dias ou quando foi
possivel visualizar abundante producao de acérvulos.

A producdo de esporos para a realizacdo dos testes foi feita repicando-se
todos os isolados em meio de cultura de mathur (MATHUR, 1950), sendo
posteriormente mantidos em camara de crescimento sob escuro continuo por
aproximadamente 15 dias, periodo em que foi possivel observar abundante

producéo de esporos do fungo.

3.1.3 Confirmacéo da reacéao fisioldgica dos isolados

Adotou-se como critério, inocular as racas 8, 65, 81, 89, 321 e 337 na série
diferenciadora (CIAT, 1990) para confrmacdo das racas de Colletotrichum
lindemuthianum. Os isolados W 25, W 183, CL 1135, CL 844 e B 01 foram
inoculados em plantas de feijao (cultivar FT- Nobre) com o objetivo de restabelecer a
viruléncia destes isolados. Toda essa etapa foi realizada em casa de vegetacdo com
condicbes de temperatura e umidade parcialmente controladas (temperatura em
torno de 20°C e umidade relativa acima de 90 %), sendo realizada a inoculacdo de
um isolado por vez, evitando assim, possiveis contaminacdes entre 0S mesmos.
Apés o aparecimento de sintomas, as plantas eram coletadas e levadas ao

laboratorio para posterior reizolamento.

3.1.4 Manutencéo de isolados originais

Os isolados originais foram mantidos em geladeira sob temperatura de 4 +

1°C, sendo utilizados como matrizes para a realizacdo dos experimentos.
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3.1.5 Avaliagéo in vitro

3.1.5.1 Porcentagem de germinacao

Foi determinada a partir da contagem de 50 esporos em cada placa de Petri
em uma regiao onde a distribuicdo dos esporos fosse normal e néo influenciada por
fatores alheios aos objetivos do experimento. A contagem foi realizada em

microscopio Optico marca Quimis em aumento de 40 X.

O critério para considerar o esporo germinado obedeceu a descri¢cao de Ulloa;
Hanlin (2000), que descreve o tubo germinativo como uma hifa curta que cresce a
partir do poro germinativo durante a germinacdo e que tem desenvolvimento
continuo sob condigbes favoraveis, formando uma hifa de maior comprimento
(micélio), sendo também considerada como uma nova fase assimilativa do fungo. Do
ponto de vista deste experimento, foi considerado o tubo germinativo completo

guando seu comprimento foi superior a maior largura do esporo.

3.1.6 Avaliacéao in vivo

Os isolados inoculados foram previamente cultivados em meio de cultura
mathur por aproximadamente 14 dias com o objetivo de produzir esporos do fungo.
As placas foram incubadas em sala termo - climatizada com temperatura de 21+ °C,
em escuro completo até abundante esporulacdo. Para o preparo das suspenséao do
inéculo, eram adicionadas as placas uma quantidade aproximada de 20 mL de agua
destilada. Apés era realizada uma raspagem com auxilio de uma alca de drigalski
com objetivo de liberar os esporos do meio de cultura. A concentracdo de esporos
foi ajustada para 1 x 10° esporos /mL com o auxilio da cAmara de Neubauer.

Anteriormente a realizacdo do teste os isolados foram inoculados na cultivar
de feijdo FT-Nobre para que todos estivessem em um mesmo patamar de viruléncia.

O inicio das avaliacbes ocorreu entre 7 e 8 dias apO6s a inoculacdo e
realizadas de 3 em 3 dias apds o aparecimento dos primeiros sintomas através da

contagem de lesdes em todas as folhas.
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Os dados de contagem de lesdes foram utilizados para determinar a dose
letal capaz de diminuir em 50% o numero de lesBes com relacdo a testemunha sem
fungicida. A partir da analise destes dados, foi possivel calcular a DEs, com o auxilio
do software R e Tim R, e com os valores obtidos, classificar cada isolado com
relacdo a sensibilidade frente aos fungicidas testados, utilizando a escala adaptada
de Edgington et al. (1971).

A unidade experimental foi representada por um recipiente plastico contendo uma
planta de feijdo em estadio V. (primeiro par de folhas expandidas), com trés

repeticdes em delineamento inteiramente casualizado.

3.1.7 Estatistica: delineamento e anélise

A parcela experimental foi constituida por uma placa de Petri e o
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés
repeticoes.

Os dados obtidos (porcentagem de germinacdo e numero de lesdes) foram
utilizados para o calculo da DLsg para cada fungicida. As médias de cada tratamento
foram submetidas a analise no software R e Tim R, obtendo-se os valores de DLsg —
dosagem necessaria para inibir 50% da germinacédo de conidios ou ainda 50% do
aparecimento de lesdes. Apds o calculo da DLsp, 0os fungicidas foram classificados
em quatro categorias, de acordo com a escala adaptada de Edgington et al. (1971),
onde: insensiveis se a DLsy >50 ppm; moderadamente sensiveis se a DEs estiver

entre 1e 10 ppm; altamente sensiveis se a DEsp < 1 ppm.

3.2 METODOLOGIA ESPECIFICA

3.2.1 EXPERIMENTO 1: Sensibilidade in vitro de isolados de Colletotrichum

lindemuthianum a fungicidas

a) Fungicidas: no experimento 1 foram utilizados produtos pertencentes ao grupo
dos benzimidazois (carbendazin e tiofanato metilico) e ao grupo das

estrubilurinas (azoxistrobina e piraclostrobina).
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d)
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Preparo de solucdes: os fungicidas foram inicialmente diluidos em &gua
destilada estéril para obtencdo de uma solucdo com concentracdo inicial de
1000 ppm (solucdo base). Solucdes estoques de 100, 10 e 1 ppm foram
preparadas a partir da solucdo base, das quais foram geradas as solucoes
experimentais (0, 0,1, 1,0, 10 e 100 ppm). A concentracao experimental final foi
calculada considerando uma quantidade final de 10 mL de meio acrescido de
volume necessario do fungicida para que a concentracdo experimental

correspondente fosse atingida.

Aplicacdo dos fungicidas: a solucdo fungicida foi adicionada ao meio de
cultura Agar — agua (1,5% agar) com auxilio de uma pipeta automatica, sendo
homogeneizada e vertida em placas de Petri (3,5 cm de diametro). A
temperatura do meio de cultura por ocasiao da adicdo da solucdo experimental
de cada fungicida foi de 45+5 °C.

Suspenséo de esporos: foram preparadas com 10 ml de agua destilada estéril
vertida na placa de Petri contendo os esporos. A concentracdo de 10000
esporos/mL foi obtida a partir de diluicbes sucessivas e contagens em camara

de Newbauer.

Inoculacdo: em cada placa foi depositada uma quantidade de 50 pL desta
suspensao correspondendo a uma concentracao final de 500 esporos/mL. A
suspensao de esporos foi espalhada com o auxilio de alca de Drigalski.

As placas de Petri (3,5 cm de diametro) foram mantidas em sala de

incubacdo, a uma temperatura de aproximadamente 21 + 2 °C em escuro completo

por 36 horas. Este periodo foi determinado a partir de testes preliminares que

apontaram para um tempo ideal de 36 horas para que 0s esporos apresentassem

germinacao ideal. Ao final deste periodo foi determinada a germinacédo dos esporos

(item 2.1.5) e os dados analisados (item 2.1.7).
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3.2.2 EXPERIMENTO 2: Sensibilidade in vivo de isolados de Colletotrichum

b)

d)

lindemuthianum

Fungicidas: foi avaliada a sensibilidade dos diferentes isolados aos fungicidas

do grupo dos triazodis (tebuconazole e epoxiconazole).

Preparo de solucdes: foram utilizadas cinco concentracdes de ingrediente
ativo. Os fungicidas foram inicialmente diluidos em agua destilada estéril para
obtencao de uma solugdo com concentracéo inicial de 1000 ppm (solucéo base).
Solucgbes estoques de 100, 10 e 1 ppm foram preparadas a partir da solucao
base, das quais foram geradas as solucdes experimentais (0; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0
e 50,0 ppm) (Tabela 2).

Aplicacdo dos fungicidas: os tratamentos foram aplicados pelo método de
imersdo das folhas na solucéo fungicida por aproximadamente cinco segundos,
sendo que anteriormente estas folhas foram submersas em uma solucdo do
espalhante adesivo Tween 80 (solucdo a 10%), com o objetivo de facilitar a
posterior adesdo da calda fungicida, e também da suspensdo de esporos do

fungo as folhas.

Suspenséo de esporos: apds 24 horas da aplicacdo dos fungicidas nas folhas,
os isolados foram inoculados. Suspensdes de esporos de cada isolado foram
preparadas a partir de placas com abundante esporulacdo do patdgeno e
previamente cultivadas em meio de Mathur (MATHUR, 1950). Foi utilizada uma
concentracdo padrdo de esporos (1,2 x 10* esporos.mL™?) em todas as

inoculacgdes.

Inoculacdo: foram utilizadas folhas de feijdo (cultivar Uirapuru suscetivel a
antracnose) em estadio V, obtidas de plantas produzidas em céamara de
crescimento com temperatura de 28°C e fotoperiodo de 16h/12h (luz/escuro), e
em condicdes totalmente livres de indculo. As plantas de feijado foram produzidas
em bandejas plasticas de polipropileno (30 x 18 cm) contendo substrato estéril

Plantmax®.
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As plantas de feijdo foram cortadas a 10 cm abaixo da altura dos cotilédones e
imediatamente colocadas em germ-box de polietiieno transparente (14 x 11 cm),
sobre uma espuma fendlica para dar sustentacdo a folha evitando o contato direto
desta com a agua, ficando submersa somente a por¢cdo do caule visando o
enraizamento.

Foi utilizado um microaspersor da marca Air-brush, acoplado a uma bomba de
vacuo invertida para a inoculacao. Depois de inoculados, os germ-box com as folhas
com os fungicidas e inoculadas com os diferentes isolados, foram mantidas em
escuro completo por 24 horas, e apés, colocadas em camara de incubagdo com

temperatura 21+1 °C e fotoperiodo de 12h/12h (luz/escuro).



4 EXPERIMENTO 1: Sensibilidade

in vitro de
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isolados de

Colletotrichum lindemuthianum a fungicidas

4.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferencas na sensibilidade dos isolados de Colletotrichum

lindemuthianum com relagéo aos fungicidas testados.

Os dados referentes a porcentagem média de germinacéo de conidios de C.

lindemuthianum em diferentes concentragcdes dos fungicidas carbendazin, tiofanato

metilico, azoxistrobina e piraclostrobina séo apresentados a seguir:

TABELA 2 Fungicidas dose efetiva capaz de inibir 50% da germinacao de conidios
de Colletotrichum lindemuthianum, e classificagdo do isolado CL 837.

Santa Maria, 2009.

Grupo quimico  Ingrediente ativo DL 5 Erro Classificacao
benzimidazol carbendazin 0,6521 0,2919 AS?
benzimidazol tiofanato metilico 0,4035 0,1375 AS
estrobilurina azoxistrobina 0,0049 0,0065 AS
estrobilurina piraclostrobina 0,0167 0,0092 AS

! AS- alta sensibilidade; MS- moderada sensibilidade; BS- baixa sensibilidade; I-insensivel

TABELA 3 Fungicidas, dose efetiva capaz de inibir 50% da germinacéo de conidios
de Colletotrichum lindemuthianum, e classificacdo do isolado CL 1135.

Santa Maria, 2009.

Grupo quimico  Ingrediente ativo DL 5 Erro Classificacao
benzimidazol carbendazin 0,1121 0,0191 AS?
benzimidazol tiofanato metilico 0,3415 0,0399 AS
estrobilurina azoxistrobina 0,0177 0,0043 AS
estrobilurina piraclostrobina 0,0191 0,0062 AS

! AS- alta sensibilidade; MS- moderada sensibilidade; BS- baixa sensibilidade; I-insensivel
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TABELA 4 Fungicidas, dose efetiva capaz de inibir 50% da germinacdo de conidios
de Colletotrichum lindemuthianum, e classificagdo da raga 08. Santa

Maria, 20009.

Grupo quimico  Ingrediente ativo DL 5 Erro Classificacéo
benzimidazol carbendazin 5,7657 1,7233 Ms*
benzimidazol tiofanato metilico 6,1756 1,1744 MS
estrobilurina azoxistrobina 0,0458 0,0059 AS
estrobilurina piraclostrobina 0,0004 0,0045 AS

! AS- alta sensibilidade; MS- moderada sensibilidade; BS- baixa sensibilidade; |- insensivel

TABELA 5 Fungicidas, dose efetiva capaz de inibir 50% da germinacdo de conidios
de Colletotrichum lindemuthianum, e classificagdo da raga 65. Santa

Maria, 20009.

Grupo quimico  Ingrediente ativo DL 5 Erro Classificacéo
benzimidazol carbendazin 5,6693 0,7660 MS
benzimidazol tiofanato metilico 0,2999 0,0473 AS
estrobilurina azoxistrobina 0,0189 0,0023 AS
estrobilurina piraclostrobina 0,4070 0,0612 AS

! AS- alta sensibilidade; MS- moderada sensibilidade; BS- baixa sensibilidade; I-insensivel.

TABELA 6 Fungicidas, dose efetiva capaz de inibir 50% da germinacéo de conidios
de Colletotrichum lindemuthianum, e classificacdo da raca 81. Santa

Maria, 20009.

Grupo quimico  Ingrediente ativo DL 5 Erro Classificacao
benzimidazol carbendazin 14,0970 5,8980 BS
benzimidazol tiofanato metilico 0,8204 0,1805 AS
estrobilurina azoxistrobina 0,0131 0,0082 AS
estrobilurina piraclostrobina 0,0350 0,0145 AS

! AS- alta sensibilidade; MS- moderada sensibilidade; BS- baixa sensibilidade; I-insensivel.

TABELA 7 Fungicidas, dose efetiva capaz de inibir 50% da germinacédo de conidios
de Colletotrichum lindemuthianum, e classificacdo da raca 321. Santa

Maria, 20009.

Grupo quimico  Ingrediente ativo DL 5 Erro Classificacao
benzimidazol carbendazin 1,1598 0,1912 MS
benzimidazol tiofanato metilico 0,4035 0,1375 AS
estrobilurina azoxistrobina 0,0038 0,0047 AS
estrobilurina piraclostrobina 0,0485 0,0133 AS

! AS- alta sensibilidade; MS- moderada sensibilidade; BS- baixa sensibilidade; | insensivel
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TABELA 8 Fungicidas, dose efetiva capaz de inibir 50% da germinacdo de conidios
de Colletotrichum lindemuthianum, e classificagdo da raga 337. Santa

Maria, 20009.

Grupo quimico  Ingrediente ativo DL 5 Erro Classificacéo
benzimidazol carbendazin 0,8377 0,3775 AS
benzimidazol tiofanato metilico 3,0810 0,5185 MS
estrobilurina azoxistrobina 0,0290 0,0093 AS
estrobilurina piraclostrobina 0,1579 0,0416 AS

! AS- alta sensibilidade; MS- moderada sensibilidade; BS- baixa sensibilidade; I-insensivel

TABELA 9 Fungicidas, dose efetiva capaz de inibir 50% da germinacdo de conidios
de Colletotrichum lindemuthianum, e classificagcdo do isolado W 25. Santa

Maria, 20009.

Grupo quimico  Ingrediente ativo DL 5 Erro Classificacéo
benzimidazol carbendazin 0,0615 0,0310 AS!
benzimidazol tiofanato metilico 0,8496 0,1644 AS
estrobilurina azoxistrobina 0,0349 0,0071 AS
estrobilurina piraclostrobina 0,0617 0,0116 AS

! AS- alta sensibilidade; MS- moderada sensibilidade; BS- baixa sensibilidade; l-insensivel

TABELA 10 Fungicidas, dose efetiva capaz de inibir 50% da germinacdo de
conidios de Colletotrichum lindemuthianum, e classificacdo do isolado W
183. Santa Maria, 2009.

Grupo quimico  Ingrediente ativo DL 5 Erro Classificacéo
benzimidazol carbendazin 0,0725 0,0179 AS?
benzimidazol tiofanato metilico 0,3653 0,0317 AS
estrobilurina azoxistrobina 0,0262 0,0061 AS
estrobilurina piraclostrobina 0,0248 0,0059 AS

! AS- alta sensibilidade; MS- moderada sensibilidade; BS- baixa sensibilidade; I-insensivel

TABELA 11 Fungicidas, dose efetiva capaz de inibir 50% da germinacdo de
conidios de Colletotrichum lindemuthianum, e classificacdo do isolado B
01. Santa Maria, 2009.

Grupo quimico  Ingrediente ativo DL 5 Erro Classificacao
benzimidazol carbendazin 0,0928 0,0261 AS?
benzimidazol tiofanato metilico 0,0237 0,0103 AS
estrobilurina azoxistrobina 0,0011 0,0009 AS
estrobilurina piraclostrobina 0,0010 0,0008 AS

! AS- alta sensibilidade; MS- moderada sensibilidade; BS- baixa sensibilidade; I-insensivel

De acordo com os resultados obtidos, € possivel observar que dos 10
isolados testados, entre CL 837 (figura 6), CL 1135 (figura 7), W 25 (figura 8), W 183
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(figura 9) e B 01 (figura 10), ndo houve variagéo de sensibilidade frente aos quatro

fungicidas utilizados, apesar destes, terem apresentado valores bem distintos de

DEso, sendo encontrados valores entre 0, 0010 ppm (tabela 11) para o isolado B 01,

até 0,8496 ppm (tabela 9) para o isolado W 25., entretanto, este grupo de isolados

foi classificado de acordo com a escala adaptada de Edgington et al. (1971) como

altamente sensiveis.
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Figura 1 Porcentagem de germinagdo de conidios do isolado CL 837 de Colletotrichum

lindemuthianum,
azoxistrobina e piraclostrobina.

sob quatro concentragbes dos fungicidas carbendazin, tiofanato metilico,
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Figura 2 Porcentagem de germinacdo de conidios do isolado CL 1135 de Colletotrichum
lindemuthianum, sob quatro concentragbes dos fungicidas carbendazin, tiofanato metilico,

azoxistrobina e piraclostrobina.
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Figura 3 Porcentagem de germinacdo de conidios do isolado W 25 de Colletotrichum

lindemuthianum,
azoxistrobina e piraclostrobina.

sob quatro concentragbes dos fungicidas carbendazin, tiofanato metilico,
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Figura 4 Porcentagem de germinacdo de conidios do isolado W 183 de Colletotrichum
lindemuthianum, sob quatro concentragbes dos fungicidas carbendazin, tiofanato metilico,
azoxistrobina e piraclostrobina.
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Figura 5 Porcentagem de germinacéo de conidios do isolado B 01 de Colletotrichum lindemuthianum,
sob quatro concentracdes dos fungicidas carbendazin, tiofanato metilico, azoxistrobina e
piraclostrobina.

De acordo com Sharvelle (1961) a DLsp corresponde a dose letal capaz de
inibir 50 % dos esporos viaveis de um fungo, e juntamente com a DEgs, € usado para
descrever a poténcia de um fungicida. Para Hassal (1990) a DLsp € um indice mais
sensivel de toxicidade que outro tipo de dose, sendo usualmente adotada como um

padrédo de comparacao da toxicidade de uma substancia.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Tu; Jarvis (1979) testando
fungicidas do grupo dos benzimidazois sobre a germinagdo de esporos de alguns
isolados da raga Delta de Colletotrichum lindemuthianum, onde constataram redugao
da germinacao e sobrevivéncia de esporos do fungo. Entretanto, cabe ressaltar que
no final da década de setenta, aproximadamente dez anos apds o surgimento dos
fungicidas sistémicos benzimidazois, possivelmente as populacbes de C.
lindemuthianum mostravam-se mais sensiveis a estes fungicidas, se comparadas
com a situacao atual. Balardin; Rodrigues (1995) avaliaram o crescimento micelial in
vitro de racas de Colletotrichum lindemuthianum, utilizando os fungicidas tiofanato
metilico + chlorothalonil, chlorothalonil, trifenil hidroxido de estanho, tiofanato metilico
e benomyl, e observaram que o maior efeito inibidor foi causado por benomyl.

Com relagdo as estrobilurinas, da mesma forma, ndo houve variagdo de
sensibilidade, sendo os cinco isolados classificados de acordo com os valores de
DLsp como altamente sensiveis. Os fungicidas desse grupo agem na respiracao
mitocondrial dos fungos, e por isso sdo conhecidos pelo seu eficiente efeito
preventivo, uma vez que , afetam diretamente a germinacdo de esporos, impedindo
0 inicio da infeccdo pelo patdogeno. De acordo com Anesiadis et al. (2003), as
estrobilurinas agem na superficie da folha,inibindo os primeiros estadios do processo
de infeccdo, como a germinacdo de esporos, penetracdo e estabelecimento inicial
do patdégeno. E devido ao seu mecanismo de acido e caracteristicas que a
metodologia mais adequada para avaliar a sensibilidade de fungos a esses
fungicidas, é o teste de germinacdo de esporos em agar incorporado ao fungicida.

A classificacdo de sensibilidade encontrada no presente trabalho para os
cinco isolados citados acima, quando submetidos as estrobilurinas mostram variacéo
acentuada com relacéo aos valores de DLsp , mas ndo com relacdo a classificacéo
entre 0s grupos quimicos e fungicidas, concordando com os resultados obtidos por
Sartorato (2006), onde o principio ativo piraclostrobina apresentou controle completo
do crescimento micelial de todos os isolados de C. lindemuthianum .J& no caso do
fungo Botrytis cinerea, agente causal de doencas em varios hospedeiros, Kimura et
al. (2001) avaliou a sensibilidade desse patdgeno a diversos fungicidas , sendo
observada baixa sensibilidade ao fungicida azoxistrobina.tanto para crescimento
micelial quanto para germinacéo de conidios.

E necessario salientar que diferentes mecanismos bioldgicos estdo

envolvidos, com relacdo as respostas em testes de sensibilidade a fungicidas.
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Aqueles que avaliam efeito fungistatico dos produtos (crescimento de colénia) agem
no desenvolvimento do haustério e micélio, e no caso daqueles que avaliam efeito
esporocida (germinacdo de esporos) a interferéncia ocorrera durante a formacédo do
tubo germinativo e do apressorio. Devido a estas diferencas, muitas vezes ocorrem
variacdes de sensibilidade, mesmo quando considerados isolados de um mesmo
local, mesmos fungicidas, mas que foram testados utilizando diferentes
metodologias. Pode-se citar como exemplo um trabalho realizado por Reuveni;
Sheglov (2002), onde mesmo dentro do grupo das estrobilurinas, o efeito sobre a
germinacdo de conidios e crescimento miscelial de Alternaria alternata variou |,
apresentando pouca sensibilidade a azoxistrobina, mas alta sensibilidade a
trifloxistrobina.

Em trabalho realizado por Stolte (2006), onde foi avaliada a sensibilidade
micelial de Drechslera tritici repentis a fungicidas triazéis e estrobilurinas, foi
observado um valor de DEsg inferior a 1,0 ppm (altamente sensivel) para o fungicida
azoxistrobina para ao isolado 1, semelhante aos resultados encontrados no presente
trabalho. Nesse mesmo trabalho, DLsp acima de 50 ppm (insensivel) foi encontrada
para o isolado considerado suspeito, demonstrando que a pressdo de selecao
exercida pelo continuo uso do fungicida azoxistrobina, ou outro do grupo quimico
das estrobilurinas, no controle de doencas na cultura do trigo pode ter levado a uma
alteracdo na sensibilidade dessa populacdo do fungo a esse grupo de fungicidas.
Rodrigues et al. (2007) discute que no caso das estrobilurinas, pode ocorrer
resisténcia cruzada para azoxistrobina, trifloxistrobina e piraclostrobina, sendo essa
uma importante informacdo no manejo integrado de doencas que contemple
estratégias anti — resisténcia aos fungicidas.

O fato desse primeiro grupo de isolados ter apresentado alta sensibilidade
aos quatro fungicidas testados, pode sugerir que ndo houve uma pressao suficiente
causada pelo uso intensivo desses fungicidas ao longo dos anos, possivelmente
pelo fato desses isolados apresentarem uma reduzida frequéncia com relacdo aos
demais testados. Balardin; Rodrigues (1995), em trabalho semelhante, constataram
a formacdo de grupos de sensibilidade frente aos principios ativos testados,
concordando com o verificado no presente trabalho. O grupo 3 formado pelas racas
lambda e zeta, apresentou crescimento micelial nulo, jA na concentracdo de 12,5
ppm, sendo considerado pelos autores como o grupo mais sensivel, pelo fato de

apresentarem distribuicdo mais localizada e serem patogénicas a poucas variedades
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de feijdo. Os autores concluiram que a probabilidade de aparecimento de isolados
adaptados vai depender da frequéncia das racas fisiolégicas, bem como dos
fungicidas utilizados.

Mesmo desconhecendo quais ragas caracterizam o grupo de isolados em
questdo, € possivel relacionar esta alta sensibilidade encontrada, com a frequéncia
desses isolados nas regides de cultivo do feijdo de onde procederam aos mesmos.

Com relacéo as racas 321, 337, 08, 65 e 81, foram observadas variacdes de
sensibilidade entre fungicidas e os grupos quimicos. Nesse caso, para o fungicida
carbendazin foram encontradas as seguintes classificacdes de sensibilidade: BS
(tabela 6), MS (tabelas 4, 5, 7) e AS (tabelas 5, 6, 7 e 8). Ja para tiofanato metilico
foi obtido MS (tabelas 4 e 8) e AS (tabelas 5, 6 e 7). Mesmo nao havendo diferenca
de classificagdo quanto a sensibilidade para as estrobilurinas, observaram-se
acentuadas diferengas de DEsp entre as 5 racas.

A baixa sensibilidade da raca 65 ao fungicida carbendazin, moderada
sensibilidade das racas 08, 81 e 321 também a carbendazin e a moderada
sensibilidade da raca 337 ao tiofanato metilico, pode estar relacionada a sua
ocorréncia e alta frequéncia nas principais regides produtoras de feijao, que pode
ser comprovado através dos levantamentos realizados (BALARDIN; KELLY, 1997;
SOMAVILLA; PRESTES, 1999; TALAMINI, 2004) e principalmente nas regides
produtoras dos estados de Minas Gerais e Sado Paulo, de onde foi proveniente esse

grupo de isolados.
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Figura 6 Porcentagem de germinacao de conidios da raca 08 de Colletotrichum lindemuthianum, sob
quatro concentracBes dos fungicidas carbendazin, tiofanato metilico, azoxistrobina e piraclostrobina.
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Figura 7 Porcentagem de germinacao de conidios da raca 65 de Colletotrichum lindemuthianum, sob
quatro concentracBes dos fungicidas carbendazin, tiofanato metilico, azoxistrobina e piraclostrobina.
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Figura 8 Porcentagem de germinacao de conidios da raca 81 de Colletotrichum lindemuthianum, sob
quatro concentra¢des dos fungicidas carbendazin, tiofanato metilico, azoxistrobina e piraclostrobina.
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Figura 9 Porcentagem de germinacdo de conidios da raca 321 de Colletotrichum lindemuthianum,

sob quatro concentragbes dos fungicidas carbendazin,

piraclostrobina.
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Figura 10 Porcentagem de germinacéo de conidios da raca 337 de Colletotrichum lindemuthianum,

sob quatro concentragbes dos fungicidas carbendazin,
piraclostrobina.

tiofanato metilico,

azoxistrobina e

A baixa sensibilidade de C. lindemuthianum a benzimidazoéis ja havia sido

identificada por Tu; Mcnhaughton (1979), que identificaram 13 bi6tipos da raca Delta

resistentes a benomyl.

Mais

recentemente,

Sartorato (2006) avaliando a

sensibilidade in vitro de oito isolados de C. lindemuthianum a fungicidas, constatou

gque apenas os isolados CL 900 (Paranapanema-SP) e CL 1015 (Castro-PR),

apresentaram alta sensibilidade ao fungicida tiofanato metilico. Porém, os outros
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seis isolados apresentaram crescimento de coldnia significativamente maior para o
fungicida tiofanato metilico em todas as doses, 0 que pbde ser reiterado no presente
trabalho diante da “moderada sensibilidade” da raga 337 ao mesmo fungicida.
Picinini (1994) explica que os fungicidas com base na tiuréia, dependem de sua
conversao a um anel benzimidazol (metil benzimidazol carbamato - MBC) para
atuarem como fungicidas. Maringoni; Barros (2002) observaram baixa sensibilidade
aos fungicidas benomyl, carbendazin e tiofanato metilico entre isolados coletados no
estado de S&o Paulo, fato que confirma a existéncia de resisténcia cruzada para o
grupo dos benzimidazois. Essa baixa e moderada sensibilidade conidial a
carbendazin encontrada no presente estudo também pode ser atribuida ao seu
mecanismo de ac¢do, que é baseado na sua ligacao a B-tubulina, que interfere na
divisdo durante a metafase da mitose. A resisténcia ao carbendazin € causada pela
mutacdo em um unico gene, resultando em ligeiras altera¢des na tubulina que levam
a reducéao na afinidade entre ambos (DAVIDSE; FLACH, 1977; REIS et al., 2001).

Devido a forma como a populacdo de C. lindemuthianum encontra-se
estruturada, como € possivel perceber diante do exposto, é reforcada a hipétese de
gue as populacdes em questao provavelmente sofreram alta pressao de selecdo em
funcao da aplicacdo intensa e sucessiva dos mesmos fungicidas ou de produtos com
0 mesmo mecanismo de acdo. Levantamentos realizados por Carbonell et al. (1999),
identificaram nove racas de C. lindemuthianum no estado de Sao Paulo, sendo
predominantes as racas 65, 81 e 89, que segundo os autores, sdo de ocorréncia
freqiente em todo o pais. Silva (2004) realizou levantamento de racas do patégeno
em varios estados brasileiros, especialmente nas principais regides produtoras de
feijdo como Minas Gerais e Parana. Ele encontrou no estado de Minas Gerais, por
ordem decrescente de frequéncia as racas 65, 81, 73, 337, 87, 08.

A presséao de selecdo exercida pela aplicacdo de fungicidas € o principal fator
responsavel pela perda de sensibilidade das popula¢des de fungos, e por isso deve
ganhar atencdo especial (GHINI; KIMATI, 2000). Essa pressdo é diretamente
proporcional as doses de fungicidas aplicadas, sendo um grave erro cometido pelos
produtores, a utilizacdo de subdoses dos produtos, onde sempre uma pequena parte
da populacéo do patégeno nao é eliminada.

Sendo C. lindemuthianum um patégeno com alta taxa de multiplicacdo e
producado de esporos, maiores sao as chances de aumentar essa porgao “insensivel”

da populacéo do patégeno no proximo ciclo da doencga. As aplicacdes posteriores de
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fungicidas irdo selecionar as células resistentes, eliminando as sensiveis, e fazendo
com que o fungicida se torne cada vez menos eficaz.

De acordo com Staub; Sozzi (1984), os dois principais fatores de risco para o
desenvolvimento de resisténcia sdo a biologia do fungo e a quimica do fungicida,
sendo parametros indispensaveis para a estimativa do risco de resisténcia para
determinadas relagbes fungo/fungicida. Esses dois fatores relacionam-se
diretamente ao modo bioquimico de acdo, a adaptacdo da raca resistente, taxa de
reproducdo do fungo alvo, disseminacdo dos esporos e a duracdo da alta pressao
de selecao em virtude de condi¢des climéaticas.

Com relacdo ao manejo do fungicida em si, deve-se atentar para fatores
como: numero de geraces do patdégeno que foram expostas ao tratamento, uso
continuo dos mesmos fungicidas, utilizacdo de misturas eficazes de produtos,
resisténcia do hospedeiro e tamanho da populacdo do fungo. Os autores salientam
gue com relacdo ao risco devido ao manejo de fungicidas, € possivel minimiza-los
com a utilizacdo de cultivares resistentes ou praticas culturais que reduzam pressao
de doenca, quando ndo podemos controlar os outros dois fatores.

A frequéncia de aplicacdo, ao grau de cobertura do dossel, a persisténcia na
cultura ou no solo e ao tamanho da area tratada também devem ser considerados.

Com relacao ao grupo das estrobilurinas, ao contrario dos benzimidazéis, nao
houve diferenca quanto a classificacdo de sensibilidade, sendo todos considerados
como altamente sensiveis aos fungicidas azoxistrobina e piraclostrobina, de acordo
com a escala adaptada de Edgington et al. (1971).Sabe-se que a germinacédo de
esporos € um processo que envolve grande gasto de energia, bem como alta taxa
respiratéria, GISI et al. (2000). Por essa caracteristica, o efeito esporocida desse
grupo de fungicidas ja foi estudado para outros patdgenos (YPEMA; GOLD, 1999;
KARADIMOS et al., 2005), sendo confirmado no caso desses isolados de C.
lindemuthianum.

Apesar de ndo terem sido encontradas diferenca de sensibilidade com relacao
as estrobilurinas, DLsy de 0,0004 ppm foi encontrada para a raca 08 e de 0,4070
ppm para a raga 65, ambas com relacdo ao fungicida piraclostrobina, evidenciando
uma grande variacdo quanto a sensibilidade entre racas, dentro do mesmo

fungicida.
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5 EXPERIMENTO 2: Avaliacao in vivo da sensibilidade de isolados
de Colletotrichum lindemuthianum a fungicidas

triazois

5.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferencas de DLs, (dose letal capaz de inibir 50 % das
leses do patdégeno) entre os isolados com relacdo aos dois fungicidas testados,
entretanto essas diferencas nao foram suficientes para discriminar os isolados com
relacdo a escala adaptada de Edgington et al. (1971), com excecao da raca 321, que
apresentou moderada sensibilidade ao fungicida epoxiconazole. Os dados
referentes ao numero de lesdes de Colletotrichum lindemuthianum quando
submetido a cinco concentracdes dos fungicidas tebuconazole e epoxiconazole séo

mostrados na tabela 12.

TABELA 12 Fungicidas, dose efetiva capaz de inibir 50% do aparecimento de
lesdes, e classificacdo dos isolados. Santa Maria, RS. 20009.

Isolado Ingrediente ativo DLso Erro Classificacao !

tebuconazole 0,461 0,1750 AS
CL 837 .

epoxiconazole 0,221 0,0557 AS

tebuconazole 0,104 0,0498 AS
CL 1135 .

epoxiconazole 0,301 0,0162 AS

tebuconazole 0,701 0,0441 AS
raca 08 .

epoxiconazole 0,461 0,1750 AS

tebuconazole 0,726 0,1867 AS
raca 65 .

epoxiconazole 0,158 0,0597 AS

tebuconazole 0,304 0,1210 AS
raca 81 .

epoxiconazole 0,916 0,1058 AS

tebuconazole 0,153 0,0603 AS
raca 321 .

epoxiconazole 1,034 0,0535 MS

tebuconazole 0,265 0,0828 AS
raca 337 .

epoxiconazole 0,181 0,0337 AS
W 25 tebuconazole 0,457 0,2179 AS

epoxiconazole 0,409 0,1205 AS
W 183 tebuconazole 0,324 0,0337 AS

epoxiconazole 0,328 0,0851 AS
5 01 tebuconazole 0,233 0,0151 AS

epoxiconazole 0,496 0,0068 AS

! AS- alta sensibilidade; MS- moderada sensibilidade; BS- baixa sensibilidade; l-insensivel
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A alta sensibilidade dos isolados de C. lindemuthianum aos fungicidas
testados pode ser resultante da ndo utilizacdo de fungicidas do grupo dos triazois
isoladamente para o controle da antracnose do feijao, isso porque normalmente
estes fungicidas sdo combinados com estrobilurinas, ou ainda com benzimidazéis.

A mistura de fungicidas com diferentes mecanismos de agéo é tida como uma
estratégia anti-resisténcia (DEKKER, 1995), sendo que o mais recomendado seria a
utilizagdo de um fungicida protetor ou outro com baixo risco de resisténcia para a
mistura com triazéis. Os fungicidas triazéis sdo conhecidos por atuarem na formacéao
do ergosterol, que é um importante lipidio para a formagcdo da membrana das células
dos fungos. O colapso dessa célula fungica leva a interrupcdo do crescimento
micelial (GHINI; KIMATI, 2000).

O fato dos fungicidas triaz0is serem um grupo quimico relativamente novo,
visto que foram introduzidos no mercado na década de 1970, também pode explicar
a alta sensibilidade dos isolados de C. lindemuthianum a esses fungicidas. Nesse
periodo estavam ocorrendo os primeiros problemas com outros sistémicos devido a
resisténcia, devido a isso, testes de avaliacdo de risco em laboratério foram
realizados demonstrando uma menor probabilidade de falha no controle do que os
demais produtos. Entretanto, mais tarde foram feitos diversos relatos de resisténcia
para importantes doencas (HOLLOMON, 1993).

Entre as caracteristicas que tornam os fungicidas triazéis dos mais
importantes encontra-se a elevada acéo inibitoria sobre a formacdo de componentes
da membrana celular, rapida absorcdo e translocacdo na planta, eficiéncia em
pequenas doses, acdo curativa, efeito residual prolongado, amplo espectro de acéo,
flexibilidade para uso em tratamento de sementes e parte aérea com moderado risco
de resisténcia (FORCELINI, 1994).

Mesmo nao havendo diferencas com relacdo a classificacdo proposta por
Edgington et al. (1971), foi possivel observar grande amplitude de DLsy entre o0s
isolados e também entre os dois fungicidas, demonstrando que o monitoramento da
sensibilidade de diferentes populacdes desse patdégeno ao longo dos anos é
importante para o realizar o acompanhamento dessa variacdo de DLsy com relacao
aos triazois. De Waard (1994) explica que a avaliacdo da resisténcia aos fungicidas

inibidores de esterdis € dificil, visto que o nivel de resisténcia é freqientemente
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baixo e 0 seu desenvolvimento sO serd detectado a partir de estudos preliminares
gue oferecam valores de referéncia.

No caso da antracnose, existem trabalhos que avaliam a eficiéncia de
fungicidas triazbis isolados ou em mistura com fungicidas de outros grupos
quimicos, mas ndo os que avaliam a DLsg de triazdis in vivo. De acordo com Zadoks
& Schein (1979) argumentos estatisticos comprovam que a DLsp € mais precisa para
comparar a eficacia de compostos fungicidas em termos de concentracdo. Hassal
(1990) explica que a DLsg € um indice mais sensivel de toxicidade que outra dose
qualquer e é usualmente adotada como um padrdo de comparacdo da relativa
toxicidade de uma substancia, expressa por mg/kg (ou pg/g) ou parte por milhdo
(ppm).

Os trabalhos disponiveis sobre avaliagdo da sensibilidade a triazois, mesmo
em outros patossistemas, utilizam a metodologia in vitro, que ndo parece adequada
no caso desse grupo de fungicidas. Esse fato foi reforcado no trabalho realizado por
Stolte (2006), onde foi confirmado que a germinacdo dos esporos normalmente néo
€ inibida por fungicidas triazéis. O fato de testes de sensibilidade a triazéis
apresentarem melhores resultados quando realizados in vivo, pode estar relacionado
ao fato do esporo possuir reserva de ergosterol para a emissdo inicial do tubo
germinativo (PONTZEN; SCHEINPFLUG, 1989), podendo esta ser consumida até
gue o esporo consiga nova fonte de energia para continuar seu ciclo.

A utilizacdo dos fungicidas tebuconazole e poxiconazole para o controle da
antracnose do feijdo ja foi comprovada em varios trabalhos. Rava (2002) testou
varios produtos para o controle da antracnose: carbendazin + epoxiconazole,
tiofanato metilico + epoxiconazole, piraclostrobina, piraclostrobina + epoxiconazole e
tebuconazole, comprovando a eficiéncia dos triazéis e misturas de triaz6is com
benzimidazadis e estrobilurinas no controle da doenca.

Da totalidade de isolados avaliados no presente trabalho, destacam-se além
da raca 321 (figura 11), que apresentou moderada sensibilidade ao fungicida
epoxiconazol, as racas 08 (figura 12) e 65 (figura 13), que apresentaram valores de
DLso relativamente altos para o tebuconazole considerando os demais isolados. O
mesmo ocorreu com a raca 81 (figura 14), quando submetida ao fungicida
epoxiconazole. Os demais isolados apresentaram resultados dentro de uma faixa

uniforme de DLsg.
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Figura 11 Numero de lesdes por trifélio de Colletotrichum lindemuthianum, raga 321, submetidos a
cinco concentracfes dos fungicidas tebuconazole e epoxiconazole. Santa Maria, RS. 2009.
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Figura 12 Numero de lesdes por trifélio de Colletotrichum lindemuthianum, raca 08, submetido a
cinco concentra¢des dos fungicidas tebuconazole e epoxiconazole. Santa Maria, RS. 2009.
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Figura 13 Numero de lesdes por trifélio de Colletotrichum lindemuthianum, raga 65, submetidos a
cinco concentracfes dos fungicidas tebuconazole e epoxiconazole. Santa Maria, RS. 2009.
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Figura 14 Numero de lesdes por trifélio de Colletotrichum lindemuthianum, raca 81, submetido a
cinco concentragdes dos fungicidas tebuconazole e epoxiconazole. Santa Maria, RS. 2009.

O efeito sobre a inibicdo do aparecimento e crescimento de lesbes dos
fungicidas epoxiconazole e tebuconazole também foi comprovado no caso de

Cylindrocladium candelabrum em eucalipto, onde Ferreira et al. (2006) concluiram
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gue epoxiconazole, epoxiconazole+pyraclostrobin, pyraclostrobin e tebuconazole
reduziram a severidade da doenca, independentemente da concentracao utilizada.

Ito et al. (1999) avaliaram a eficiéncia do fungicida tebuconazole associado a
outros produtos, observando que o melhor controle da antracnose foi proporcionado
por tebuconazole + trifenil hidréxido de estanho e tebuconazole, concordando com
os resultados encontrados para esse fungicida, e mostrando que mesmo sendo
utilizado isoladamente para o controle da doenga, ainda nao foram relatados casos
de resisténcia de C. lindemuthianum a esse fungicida, e dentre os isolados avaliados
nenhum apresentou baixa sensibilidade ou insensibilidade aos principios ativos
testados.

Dessa forma, € necessario salientar que para o tipo de resisténcia poligénica,
trabalhos de avaliacdo de sensibilidade sdo de grande importancia na indicacdo de
risco, pois de acordo com Ghini; Kimati (2000) nesse caso a resisténcia surge pela
mudanca gradual da sensibilidade. Os passos iniciais desse processo podem ser
detectados por testes de sensibilidade, pois segundo esses autores, poucas
amostras séo necessarias.

Sendo a antracnose do feijoeiro uma doenca com grande capacidade
destrutiva e que, dependendo das condicdes ambientais e do inoculo inicial, pode
ser endémica, a exemplo de doencas como a requeima da batata (Phytophthora
infestans) e a ferrugem da soja (Phakopsora pachyrhizi), onde sao feitos
monitoramentos constantes da sensibilidade desses patdogenos diante dos
fungicidas, € de grande importancia que esse tipo de avaliacdo seja repetido a cada
safra, para que se possa acompanhar a variacdo na sensibilidade desse patdgeno
frente aos fungicidas utilizados na cultura do feijao.

Dessa forma, Dekker (1995) explica que mudancas graduais de sensibilidade
podem ocorrer nas populacfes de fungos dependendo do uso dos fungicidas, sendo
assim, o monitoramento tem o papel de verificar se as estratégias anti resisténcia

estdo sendo efetivas.
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Figura 15 Namero de les@es por trifdlio de Colletotrichum lindemuthianum, isolado CL 837, submetido
a cinco concentracdes dos fungicidas tebuconazole e epoxiconazole. Santa Maria, RS. 2009.
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Figura 16 Numero de lesdes por trifdlio de Colletotrichum lindemuthianum, isolado CL 1135,
submetido a cinco concentracdes dos fungicidas tebuconazole e epoxiconazole. Santa Maria, RS.

20009.
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Figura 17 Numero de lesGes por trifdlio de Colletotrichum lindemuthianum, raga 337, submetido a
cinco concentracfes dos fungicidas tebuconazole e epoxiconazole. Santa Maria, RS. 2009.
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Figura 18 Numero de lesdes por trifélio de Colletotrichum lindemuthianum, isolado W 25, submetido a
cinco concentra¢des dos fungicidas tebuconazole e epoxiconazole. Santa Maria, RS. 2009.
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Figura 19 Numero de lesbes por trifolio de Colletotrichum lindemuthianum, isolado W 183,
submetidos a cinco concentracdes dos fungicidas tebuconazole e epoxiconazole. Santa Maria, RS.
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Figura 20 Numero de lesdes por trifélio de Colletotrichum lindemuthianum, isolado B 01, submetidos
a cinco concentracgdes dos fungicidas tebuconazole e epoxiconazole.Santa Maria, RS. 2009.
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6 CONCLUSOES

— A perda de sensibilidade de isolados de Colletotrichum lindemuthianum esta
relacionada a distribuicdo e ocorréncia das racgas fisiolégicas nas principais
regides produtoras de feijao;

— Racas com maior frequéncia podem sofrer maior pressao de selecdo por
parte dos fungicidas quando utilizados intensivamente no controle da
antracnose, especialmente no caso dos fungicidas benzimidazéis, onde
alguns isolados apresentaram moderada a baixa sensibilidade;

— Mesmo no caso de estrobilurinas e triazéis, onde nao foi detectada perda de
sensibilidade, o monitoramento das populacbes de C. lindemuthianum deve
ser realizado periodicamente permitindo acompanhamento de possiveis
alteracoes na sensibilidade aos fungicidas permitindo avaliar a efetividade das

estratégias anti-resisténcia.
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