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RESUMO

MANCOZEBE INFLUENCIA A PERSISTENCIA DE FUNGICIDAS INIBIDORES
DA DESMETILACAO E INIBIDORES DA QUINONA OXIDASE EM CULTIVARES
DE SOJA

AUTOR: MARLON TAGLIAPIETRA STEFANELLO
ORIENTADOR: RICARDO SILVEIRO BALARDIN

A reacdo de cultivares de soja ao agente causal da ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd.) e
responsividade de mistura de fungicidas Inibidores da DesMetilagcdo (IDM) e Inibidores da Quinona oxidase
(1Qo) sdo importantes fatores a serem determinados para 0 manejo do patdgeno. A atividade desses fungicidas
pulverizados na folha depende da quantidade que atinge o local de a¢do bioquimico e da eficécia do composto.
Assim, a proporcao do deposito foliar que entra na folha, a taxa de entrada e sua dissipacdo no tecido foliar s&o
determinantes para a atividade e residual no controle das doengas apds a ocorréncia de uma lavagem. O capitulo
I teve como objetivo avaliar a reacdo de quinze cultivares de soja ao agente causal da ferrugem asiatica e
responsividade da mistura dos ingredientes ativos (IA) epoxiconazol (EPOX) + piraclostrobina (PIR) e
protioconazol (PROT) + trifloxistrobina (TRIFL). Os pardmetros avaliados foram o periodo de laténcia, residual
de controle, progresso e a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). No capitulo 11, a persisténcia
de EPOX e PIR associadas com mancozebe (Mz) em duas cultivares comerciais de soja foi determinada em
condicOes de casa de vegetagdo. Lavagens artificiais foram utilizadas para determinar a concentracdo dos IA
remanescentes nos tecidos foliares apds a pulverizacdo. Para isso, as folhas foram lavadas com &gua 0,17, 1, 2, 4,
48, 96, 192 h apds a pulverizacdo do fungicida e imediatamente coletadas. As concentracdes de EPOX e PIR
também foram determinadas em folhas aos 12, 16 e 20 dias apds a pulverizacdo. Através da analise
cromatografica liquida de alta eficiéncia e do desenho experimental foi possivel mensurar as concentracfes de
EPOX e PIR penetradas e dissipadas em folhas de planta inteira, associadas ou ndo a mancozebe. A influéncia da
interacdo de idade de trifdlios e cultivares sobre as concentragbes de EPOX e PIR ap6s a pulverizagdo também
foi avaliada. Devido & escassez de estudos detalhados sobre o desempenho dos fungicidas sitio-especificos
associados aos fungicidas multissitios, no capitulo Il foi investigado a severidade de ferrugem asiatica e o
residual de controle da mistura de EPOX e PIR associada ao mancozebe. No capitulo | foi verificado que a
responsividade de misturas de IDM e 1Qo a P. pachyrhizi € distinta entre as cultivares. O maior residual de
controle do patégeno nas diferentes cultivares foi através da pulverizagcdo de PROT + TRIFL. No capitulo 11 foi
verificado que mancozebe influencia a persisténcia de fungicidas IDM e 1Qo em cultivares de soja. A taxa de
penetragdo de EPOX nas cultivares foi mais rapida sem a associagdo de mancozebe ao fungicida (IDM + 1Qo). A
associacdo de mancozebe ao fungicida (IDM + 1Qo) reduziu a taxa de penetracdo de PIR na cultivar DM 6563
RSF IPRO. A concentragdo de PIR em folhas das duas cultivares as 48 h ap0s a pulverizagdo foi semelhante pela
associacdo ou ndo do fungicida com mancozebe. As cultivares apresentaram diferentes taxas de penetragdo dos
IA em folhas. Observou-se uma redugdo das concentragdes dos IA nos tecidos foliares apds 48 h da
pulverizagdo, evidenciando um processo de dissipagdo dos IA, apds esse tempo. A associagdo de mancozebe ao
fungicida (IDM + 1Qo) somente influenciou a persisténcia de PIR aos 16 dias apds a pulverizacdo na cultivar
DM 6563 RSF IPRO. A taxa de dissipacéo de PIR em folhas é diferente entre as cultivares. A penetracdo dos IA
¢ maior em folhas mais novas do que em folhas velhas. As concentracfes de PIR em folhas de soja foram
superiores que EPOX nos diferentes tempos de coletas, apds a pulverizagdo do fungicida. No capitulo 111 foi
verificado que mancozebe associado com EPOX + PIR em calda de pulverizagdo aumenta o residual de controle
de P. pachyrhizi e reduz a severidade da doenca.

Palavras-chave: Epoxiconazol. Piraclostrobina. Protioconazol. Trifloxistrobina. Multissitio. Glycine max L..
Phakopsora pachyrhizi. Ferrugem asiatica. Ingrediente ativo. Chuva simulada.



ABSTRACT

MANCOZEB INFLUENCES THE PERSISTENCE OF DEMETHYLATION
INHIBITORS FUNGICIDES AND QUINONE OUTSIDE INHIBITOR IN SOYBEAN
CULTIVARS

AUTHOR: MARLON TAGLIAPIETRA STEFANELLO
ADVISOR: RICARDO SILVEIRO BALARDIN

The soybean cultivars reaction to the causal agent of asian rust (Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd.) and
mixing responsiveness of DeMethylation Inhibitor (DMI) and Quinone outsite Inhibitor (Qol) fungicides are
important factors to be determined for the management of the pathogen. The activity of these fungicides sprayed
on the leaves depends on the amount that it reaches the biochemical action site and the compound efficacy. Thus,
the proportion of leaf deposit that it enters the leaf, the rate of entry and dissipation in the leaf tissue are
determinant for the activity and diseases residual control after the occurrence of a wash. The chapter | objective
was to evaluate the reaction of fifteen soybean cultivars to the causal agent of soybean rust and the
responsiveness mixing Active Ingredients (Al) epoxiconazole (EPOX) + pyraclostrobin (PYR) and
prothioconazole (PROT) + trifloxystrobin (TRIFL). The parameters evaluated were the latency period, residual
control, progression and the Area Under the Disease Progress Curve (AUDPC). In the Chapter Il, the EPOX and
PYR persistence associated with mancozeb (Mz) was determined under greenhouse conditions in two
commercial soybean cultivars. Artificial washes were used to determine the concentration of the remaining Al
on the foliar tissues after the spraying. For this purpose, the leaves were washed with water at 0.17, 1, 2, 4, 48,
96, 192 h after the fungicide spraying and immediately collected. The EPOX and PYR concentrations were also
determined on leaves at 12, 16 and 20 days after spraying. Through the high performance liquid
chromatographic analysis and the experimental design, it was possible to measure the EPOX and PYR
concentrations penetrated and it dissipated in whole-plant leaves, associated or not to mancozeb. The influence
of the interaction between leaflets age and cultivars in the EPOX and PYR concentration on leaves after the
spraying was also evaluated. Due to the scarcity of detailed studies on the performance of site-specific fungicides
associated with multisite fungicides, in the Chapter Il was investigated the asian rust severity and the residual
control of the EPOX and PYR mixture associated mancozeb. In the chapter I, it was verified that the
responsiveness of DMI and Qol mixtures to P. pachyrhizi is different among the cultivars. The greatest residual
control of the pathogen in the different cultivars was through of the PROT + TRIFL spraying. In the chapter II, it
was verified that mancozeb influences the persistence of DMI and Qol fungicides in soybean cultivars. The
EPOX penetration rate in the cultivars was faster without the association of mancozeb to the fungicide (DMI +
Qol). The association of mancozeb to the fungicide (DMI + Qol) reduced the penetration rate of PYR in DM
6563 RSF IPRO cultivar. The PYR concentration in leaves of the two cultivars at 48 h after spraying was similar
by the association or not of the fungicide with mancozeb. The cultivars showed different Al penetration rates in
leaves. It was observed a reduction of the Al concentrations in the foliar tissues after 48 h of the spraying,
evidencing a dissipation process of the Al, after this time. The association of mancozeb to the fungicide (DMI +
Qol) only influenced the persistence of PYR at 16 days after spraying in DM 6563 RSF IPRO cultivar. The
dissipation rate of PYR is different between the leaves cultivars. The penetration of the Al is greater in younger
leaves than in older leaves. The concentrations of PYR in soybean leaves were higher than EPOX at different
sampling times, after the fungicide spraying. In the chapter Ill, it was verified that mancozeb associated with
EPOX + PYR in spray solution increases the residual control of P. pachyrhizi and it reduces the disease severity.

Key words: Epoxiconazole. Pyraclostrobin. Prothioconazole. Trifloxystrobin. Multi-site. Glycine max L..
Phakopsora pachyrhizi. Asian rust. Active ingredient. Simulated rain.
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1 INTRODUCAO

A Ferrugem Asidtica da Soja (FAS), causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Syd.
& P. Syd. é a doenca mais difundida e prejudicial na cultura da soja [Glycine max (L.)
Merrill]. Este patdégeno é um dos principais fatores que limitam a produtividade da cultura,
pois causa rapido amarelecimento e queda prematura das folhas, prejudicando a plena
formacéo de gréos (SOARES et al., 2004).

Medidas de manejo para o controle da doenca sdo necessarias para que as plantas
expressem seu potencial produtivo. Praticas culturais tais como semeadura antecipada,
eliminacdo de hospedeiros secundarios, escolha de cultivares, tém sido aplicada para reducéo
da severidade da doenca (KAWUKI et al., 2003; HU; WIATRAK et al., 2012). A escolha de
cultivares tolerantes ao patégeno contribui no controle de P. pachyrhizi, pois diminui o
inbculo secundario e consequentemente o desenvolvimento da doenca. Com isso, a
verificacdo do nivel de tolerancia das cultivares através da combinacdo dos componentes que
a condicionam, como Periodo de Laténcia (PL) mais longo, reducdo na frequéncia de
infeccdo, menor comprimento de lesdes, menor taxa de progresso da doenca e menor periodo
infeccioso (OHM; SHANER, 1976; WAHL et al., 1980) sdo importantes para auxiliar no
controle quimico.

A limitada disponibilidade de cultivares resistentes faz com que o manejo da doenca
ocorra por meio de pulverizagdo com fungicidas. Em particular, os Inibidores da
DesMetilacdo (IDM) e Inibidores da Quinona oxidase (1Qo) tém fornecido os melhores e mais
consistentes resultados (IVANCOVICH, 2005) para controle de P. pachyrhizi. No entanto,
este patdgeno vem apresentando adaptacdes a IDM e 1Qo, o que tem reduzido a eficiéncia
destas classes de compostos quimicos (SCHMITZ et al., 2014; KLOSOWSKI et al., 2016).

Uma maneira de aumentar a eficacia do controle quimico de P. pachyrhizi em soja € a
associacao de fungicidas multissitios, como o mancozebe, a fungicidas sitio-especificos (IDM
e 1Qo). Mancozebe possui uma série de atributos que tém contribuido globalmente no manejo
de doencas a base de quimicos (GULLINO et al., 2010). Ele apresenta-se como um produto
para ser utilizado como estratégia antirresisténcia de fungos a fungicidas (GENET et al.,
2006; GULLINO et al., 2010), podendo ser combinado a mistura de IDM e 1Qo e contribuir
na protecdo contra a FAS (SILVA et al., 2015).

A interacdo dos fungicidas pulverizados na superficie da planta, ainda continua sendo
um dos maiores desafios para melhoria dos tratamentos fitossanitarios, pois contribui para

determinar a magnitude do residual de controle dos patdgenos. Neste sentido, é importante
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verificar a interagdo produto-planta através da persisténcia dos fungicidas em tecidos foliares.
A persisténcia dependerd da penetracdo do fungicida através dos tecidos foliares seguido da
dissipacdo desses, apds atingirem o equilibrio com as concentracfes externas da solugédo
aplicada.

Informacdes sobre a taxa de penetracédo e dissipagédo de IDM e 1Qo s&o importantes,
especialmente nas associagdes com mancozebe em aplicacdo de planta inteira e sob condigéo
de lavagem ap0s a pulverizacdo. Essas informacBes contribuem para determinar a atividade
residual do controle das doencas, embora sejam raramente disponiveis (LEGIND et al., 2011,
FANTKE et al., 2013).

PrecipitacOes pluviais, apds a aplicacdo do fungicida, podem também comprometer o
desempenho do controle das doengas. O conhecimento da persisténcia dos produtos, apos a
ocorréncia de chuvas, € essencial para otimizar a utilizacdo dos mesmos (SCHEPERS, 1996).
Tal fato permite estimar mais precisamente sua atividade residual (NEELY, 1971; KUDSK et
al., 1991), auxiliando no estabelecimento de parametros que definem a necessidade de
reaplicacdo ap6s a ocorréncia de chuvas (MCDOWELL et al., 1987; CABRAS et al., 2001).
Além disso, estas informacdes sdo importantes para desenvolver modelos matematicos que
visam prever o transporte de agrotoxicos através dos efluentes de agua (SMITH et al., 1981),
solo e absorcao pelas plantas (MCDOWELL et al., 1987; WAUCHORPE et al., 2004).

O presente trabalho teve como objetivos:

(i) avaliar a reacdo de cultivares de soja ao agente causal da Ferrugem Asiatica da Soja

(FAS) e responsividade de misturas de fungicidas IDM e 1Qo;

(i) investigar a penetracéo e dissipacdo de epoxiconazol (EPOX) e piraclostrobina (PIR)
associados com mancozebe (Mz) em cultivares de soja ap6s lavagem;

(iii)  investigar a dissipagdo de EPOX e PIR associados com Mz em cultivares de soja ap0s
periodos prolongados da pulverizagéo;

(iv) avaliar a influéncia da interacdo de idade de trifolios e cultivares sobre as
concentracdes de EPOX e PIR ap0s a pulverizacao;

(v) investigar a severidade de FAS e o residual de controle da mistura de EPOX e PIR

associada ao mancozebe.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mancozebe, um fungicida protetor com agdo multissitio

Nas Ultimas décadas, o uso de fungicidas na agricultura tornou-se um fator crucial
para o controle efetivo de doencas em plantas, uma vez que infeccdes fungicas causam
reducdes de produtividade em todo o mundo. Uns dos fungicidas mais utilizados no mundo
sdo os Etilenobisditiocarbamatos (EBDCs). Sua importancia esta associada a baixa toxicidade
aguda, amplo espectro de atividade, baixo custo de producdo e curta persisténcia no meio
ambiente (HANADA et al., 2002; GARCINUNO et al., 2004a). Mancozebe, produto da
coordenacdo de etilenobisditiocarbamato de manganés e ion zinco, € um importante membro
dos fungicidas EBDCs.

Mancozebe € classificado como fungicida protetor, devido ser aplicado antes do inicio
da patogénese. Esse fungicida é considerado tdpico, pois apds a aplicacdo na planta, o
composto permanece na superficie da folha e ndo penetra através da cuticula para onde a
redistribuicédo sistémica poderia ocorrer (KAARS SIJPESTEIIN, 1982) (Figura 1).

Cada particula de mancozebe consiste em um complexo rico em zinco em torno de um
nucleo central de EBDC. Esta estrutura complexada € estavel e apresenta baixa solubilidade
(GULLINO et al., 2010), facilitando a sua comercializacdo. No entanto, quando o produto é
misturado em agua e exposto ao ambiente apresenta instabilidade resultando em degradac&o.
Essa degradacdo pela taxa de quebra de mancozebe em sulfeto de etileno bisisotiocianato
(EBIS) e etileno bisisotiocianato (EBI) pode diretamente afetar a atividade residual do
composto na folhagem da planta (GULLINO et al., 2010).

Mancozebe tambem é conhecido como residual, pois quando aplicado aos Orgaos
aéreos das plantas forma uma camada protetora toxica na superficie da folha. O termo residual
ndo diz respeito a permanéncia do produto no tecido foliar controlando a doenga, mas de estar
ligado ao deposito do produto sobre o tecido vegetal, visto que ndo penetra, nem se
movimenta. Deste modo, quando o esporo é depositado nos tecidos suscetiveis e germina, o
tubo germinativo entra em contato com o toxico, absorvendo-o, determinando a morte do
patdégeno. A chamada agdo residual tem por objetivo evitar a penetragdo do patdgeno nos
tecidos foliares, prevenindo as infeccbes que poderdo ocorrer no futuro (MUELLER;
BRADLEY, 2008).
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Mancozebe, em si, ndo é um fungicida eficaz, podendo ser considerado um pro-
fungicida que, quando exposto a agua, se decompde para liberar EBIS, que é entdo convertido
através da acdo da luz UV em EBI (GULLINO et al., 2010). Acredita-se que ambos, EBIS e
EBI sdo os ativos fungicidas, que podem interferir sobre enzimas que contém grupos
sulfidrilos. A interrupcdo nos processos enzimaticos é postulada como inibitéria ou
interferente em, pelo menos, seis processos bioquimicos diferentes dentro do citoplasma da
célula fangica e mitocdndrias (KAARS SIJPESTEIJN, 1984; LUDWIG; THORN, 1960).
Desse modo, mancozebe apresenta modo de a¢do multissitio, segundo a classificacdo proposta
por FRAC (2016). Essa classificacdo é devido ao fungicida apresentar atividade em dois ou
mais sitios. A atividade biolégica do mancozebe tem efeito direto nos processos bioquimicos
do ndcleo do fungo, resultando na inibicdo da germinacdo de esporos (SZKOLNIK, 1981;
WICKS; LEE, 1982; WONG; WILCOX, 2001).

Figura 1 — llustracdo onde mostra que mancozebe forma uma camada protetora toxica aos
fungos em tecidos suscetiveis do hospedeiro, prevenindo a interacdo do
patégeno-hospedeiro (A); trifolio de soja apés 1 h da pulverizagdo de
epoxiconazol + piraclostrobina com mancozebe (B); trifélio apés 1 h da
pulverizacdo de epoxiconazol + piraclostrobina sem mancozebe (C).

2.2 Penetracao de agrotdxicos em tecidos foliares

A penetracdo de substancias em folhas é um processo passivo impulsionado por
gradientes de concentragdo (Figura 2). Os agrotdxicos sistémicos penetram em plantas através

de um processo denominado difusdo passiva, 0 que significa que o agrotdxico move-se de
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uma regido de maior concentracdo (deposito do fungicida pulverizado) para uma regido de
menor concentracdo (interior da planta) (WHITFORD et al., 2014).

A concentracdo de uma determinada solucdo no interior da folha depende da natureza
do composto em estudo e de fatores fisiologicos das plantas, tais como a mobilidade e a taxa
de penetracdo na epiderme e células do meséfilo (GRIGNON et al., 1999; EWERT et al.,
2000). Em comparagdo com as concentracOes externas das substancias de aplicagéo foliar, em
especial para as concentracfes das goticulas pulverizadas ou os seus residuos depois de ter
alcancado o equilibrio com a atmosfera, as concentracdes internas abaixo da gota sdo
supostamente muito menores, especialmente no inicio de um tratamento foliar. Portanto,
pode-se dizer que as taxas de difusdo para o interior da folha sdo governadas principalmente
pela concentracdo externa dos solutos (WHITFORD et al., 2014).

A difusdo foliar dos compostos pulverizados é determinada por muitas caracteristicas
inerentes aos ingredientes ativos, assim como, a interacdo planta-ambiente. Assim, fatores
como morfologia, estrutura e posicdo da folha, exposicdo ao sol e taxa de processos
fisiolégicos na planta poderdo ser determinantes na difusdo dos produtos. A superficie
primaria aérea, que um produto quimico ird encontrar em plantas vasculares, é uma fina
pelicula superficial, a cuticula, que é composta de lipidios soltveis e poliméricos (JEFFREE,
1996). A funcdo mais importante da cuticula é a protecdo dos tecidos vivos das plantas contra
a perda de agua (SCHONHERR, 1982), mas constitui-se também em uma barreira para a
penetracdo de produtos quimicos aplicados via foliar.

O movimento de agrotdxicos através das cuticulas vegetais tem sido extensivamente
modelado e revisado (BRIGGS; BROMILOW, 1994; WANG,; LIU, 2007; SATCHIVI et al.,
2006), sendo consideravelmente mais complexo do que o previsto por leis simples de
transferéncia por massa (RIEDERER; FRIEDMANN, 2006). Os adjuvantes, tipo de
formulacéo, relagOes de ingrediente ativo (IA) para adjuvante, e a concentracdo do IA na
pulverizacdo de goticulas estdo entre os parametros de aplicacdo que influenciam a penetracao
foliar (ZABKIEWICZ, 2007; STOCK, 1996; FORSTER et al., 2006; STOCK et al., 1993).

A particdo octanol-4gua (logKow) estd entre as propriedades fisicas dos IA que
influenciam a penetracdo foliar. Este pardmetro é frequentemente considerado fundamental
para a penetracdo através da cuticula e a redistribuicdo na planta (WANG; LIU, 2007,
KIRKWOOD, 1999). De fato, Bromilow e Chamberlain (1989) afirmaram que a
sistematicidade de compostos pode ser prevista pela lipofilicidade e que compostos com
valores de LogKow maiores que 3, deixam de ser moveis em plantas. O volume molar (VM)

também tem sido considerado um preditor-chave do movimento de compostos atraves de uma
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membrana cuticular (SATCHIVI et al., 2006; SCHONHERR; BAUR, 1994). Briggs e
Bromilow (1994) consideram o ponto de fuséo (PF) ser uma propriedade chave para controlar
a solubilizacdo de um composto na superficie da folha, sendo o primeiro passo na penetracdo
e redistribuicao foliar. Sauter (2007) também propds que PF € um parametro importante, que
um baixo PF impulsiona uma forte atividade translaminar de piraclostrobina, e que PF pode
afetar positivamente o espectro de atividade de piraclostrobina, a seguranca das culturas, e

melhorias de rendimento.

Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4
gota com ingrediente ativo formacgao da cobertura formagao do deposito, ingrediente ativo atinge
ingrediente ativo comeca o equilibrio
a atravessar amembrana celular
0 o
0%00®
0.2% 2%
0% ©
°6’5000% ® 00 6 ¢ 0 ©000000000000000
TN AT KRR AR A NN AT 'n‘n‘n,‘/w'A'n‘n‘ TR ATV A AR TGN T |2
UG DL UL UG ULV \<‘u‘|/'<|,u.u,n‘l‘ VA SO ULV LU |2
e = |5
k. 1 - @
® -

Figura 2 — Penetracdo de fungicidas em tecidos foliares através da difusdo passiva. Adaptado
de Whitford et al. (2014).

2.3 Dissipagéo de agrotoxicos

Os agrotoxicos tém, por definicdo, propriedades toxicas e podem se distribuir dentro
de vérios meios, tais como ar, solo e agua, seguidos por penetracdo nos tecidos de plantas e
seres humanos, onde eles podem estar sujeitos a bioacumulagdo e levar a efeitos negativos
(BASSIL et al., 2007; STENERSEN, 2004). As concentracdes residuais de agrotoxicos nas
culturas séo altamente sensiveis as informacdes sobre os processos de dissipacdo especificos
(JACOBSEN et al., 2015).

Fantke e Juraske (2013) revisaram 811 fontes da literatura cientifica fornecendo dados

de 4513 fontes de dissipacdo por meia-vida de 346 agrotoxicos, mensurados em 183 espécies
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de plantas. Tentativas tém sido realizadas para prever a dissipacdo de agrotoxicos em plantas
com base em meia-vida no solo, utilizando fatores de extrapolagdo genéricos entre
agrotoxicos (FANTKE, et al., 2014). Quando sdo estimados em plantas, os resultados sdo
provenientes de ingredientes ativos (IA) dissipados em superficie de folhas, raizes e frutos
(FANTKE, et al., 2014; JURASKE et al., 2008), e ndo no interior de tecidos foliares. Apesar
da magnitude das informacdes, desconhecem-se dados sobre a persisténcia de fungicidas
sitio-especificos associados com o fungicida multissitio mancozebe. Essas informacoes
contribuem para a elaboracdo dos modelos mecanicistas de penetracdo de fungicidas, além de
estimar a dissipacdo e consequentemente os residuos de agrotoxicos em folhas. Isso
contribuird para estabelecer o residual de controle dos patdgenos e reduzir os impactos de
aplicacdes ao meio ambiente e seres humanos.

As interacBes da planta com o ambiente influenciam diretamente na penetracdo de
agrotoxicos pulverizados na superficie da folha e sua dissipacdo na planta e/ou ambiente
(Figura 3). Os processos-chave para a perda de produtos quimicos pelas plantas sdo a
degradacdo fotolitica na superficie das plantas, a volatilizacdo para o ar e a diluicdo do
composto pelo crescimento da planta (COLLINS et al., 2006). O crescimento das plantas leva
a um processo de dissipacdo que ndo reduz a massa dos compostos, mas leva a concentragoes
mais baixas por diluicdo. A perda através da diluicdo pelo crescimento pode ser responsavel
por 60-80% do depobsito do agrotdxico inicial (HOPKINS et al., 1952). Miles et al. (1964)
estimaram que a diluicdo de crescimento é de igual importancia para a dissipacdo, como a
degradacdo e volatilizacdo. Jacobsen et al. (2015) relataram que o crescimento de plantas
anuais segue uma curva logistica e que o crescimento pode, portanto, ser muito eficiente no
processo de dissipacdo quando os agrotdxicos sdo aplicados durante a fase de crescimento
exponencial.

A degradacdo tem sido relatada como sendo um dos processos de dissipagdo
predominante em plantas (LEGIND et al., 2011; FANTKE et al., 2013), mas valores medidos
raramente estdo disponiveis. Komossa et al. (1995) compilaram valores para o metabolismo
de agrotoxicos em culturas de suspensdo de células de soja e trigo. Nesses testes, 0s autores
relatam que a rapida degradagdo é muitas vezes vista dentro de curtos periodos de tempo. Por
exemplo, mais de 90% do herbicida 2,4-D foi degradado em metabdlitos principalmente
polares dentro de 48 h por células de trigo (KOMOSSA et al., 1995).

Através das alteracbes morfofisioldgicas e bioquimicas causadas pelo uso de
fungicidas, as plantas precisam remover e/ou metabolizar esses compostos potencialmente

toxicos para se proteger, dissipando-os no tecido foliar. Sandermann (1992) descreveu as
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plantas como "figados verdes", que podem atuar como um dissipador global de poluentes
ambientais desta natureza. A biotransformacdo de agrotdxicos pode ocorrer atraves de
multiplos processos conhecidos como metabolismo. Transformacdo enzimatica, que é
principalmente o resultado de processos bioticos mediados por plantas e microrganismos, é a
principal via de desintoxicagdo e/ou metabolismo de agrotoxicos na vegetacdo (VAN EERD
et al., 2003). Tais transformacGes bioldgicas, que envolvem enzimas como catalisadores,
frequentemente trazem grandes modificacfes na estrutura e propriedades toxicologicas dos
poluentes. Plantas geralmente metabolizam o0s agrotoxicos para compostos conjugado
sollveis em agua e residuos ligados que sdo menos ou nao tdxicos, que podem ficar na planta
(HATZIOS, 1991).
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Figura 3 — Representacdo esquematica das interacdes planta-ambiente com processos que
contribuem diretamente na penetracdo ou transporte de agrotoxicos (setas azuis)
e processos que contribuem diretamente para a dissipacdo de agrotoxicos (setas
verdes). Adaptado de Fantke e Juraske (2013).
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2.4 Efeito da chuva na aplicacéo de fungicidas

A chuva é um fator climético que também requer atencdo no momento das aplicagoes.
Dentre todos 0s processos que podem ocorrer no meio ambiente, a chuva exerce grande efeito
na persisténcia e consequentemente na eficacia de produtos aplicados via foliar
(MCDOWELL et al., 1987; SCHEPERS, 1996), considerando que a mesma venha logo apds
as aplicacoes.

A ocorréncia de chuva pode afetar a estrutura e atividade do agrotoxico pela sua
diluicdo, redistribuicdo, remocédo fisica ou ainda pela remogdo dos tecidos (THACKER,;
YOUNG, 1999). Neste caso, recomenda-se bastante cuidado na observacdo do intervalo
minimo de tempo entre a aplicacdo e a ocorréncia da chuva, visando permitir o tempo minimo
para a acdo dos produtos.

A precipitacdo pode reduzir a eficicia de agrotoxicos, lavando o composto ativo
depositado na folha, para fora da planta, aumentando a disponibilidade do mesmo para o
escoamento ao ambiente (REDDY et al., 1994). Uma vez que a perda de IA pode causar uma
perda na eficacia (REDDY et al., 1994; REDDY; LOCKE, 1996), € importante conhecer a
persisténcia de agrotoxicos em tecidos foliares, submetidos a lavagem das folhas,
especialmente quando essa ocorre pouco ap6s o tratamento. O tempo decorrido entre a
aplicacdo dos tratamentos e a precipitacdo afeta profundamente o residual do agrotdxico,
embora dependa das suas caracteristicas fisico-quimicas (PICK et al., 1984; SMITH et al.,
1981; WILLIS et al., 1992). A resisténcia a lavagem pode ser definida como a quantidade de
IA que é exposto, mas ndo é removido pela chuva (HUNSCHE, 2006). Com isso, o IA
penetrado nas folhas, antes da lavagem, ndo estd mais exposto a fatores externos,
determinando o residual de controle e a eficacia do agrotoxico.

O conhecimento da persisténcia dos agrotdxicos apds a ocorréncia de chuvas é
essencial para otimizar a utilizacdo dos mesmos (SCHEPERS, 1996). Tal fato permite estimar
mais precisamente sua atividade residual (NEELY, 1971; KUDSK et al., 1991) e ajuda a
estabelecer pardmetros para definir a necessidade de reaplicacdo apds a ocorréncia de chuvas
(MCDOWELL et al., 1987; CABRAS et al., 2001). Além disso, estas informacfes s&o
importantes para desenvolver modelos matematicos que visam prever o transporte de
agrotoxicos atraves dos efluentes de agua (SMITH et al., 1981), solo e absorcédo pelas plantas
(MCDOWELL et al., 1987; WAUCHORPE et al., 2004).
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3 CAPITULO | - REACAO DE CULTIVARES DE SOJA AO AGENTE CAUSAL DA
FERRUGEM ASIATICA E RESPONSIVIDADE DAS MISTURAS DE FUNGICIDAS
INIBIDORES DA DESMETILACAO E INIBIDORES DA QUINONA OXIDASE

3.1 Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a reacdo de cultivares de soja ao agente causal da
ferrugem asiatica (Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd.) e responsividade de misturas de
fungicidas Inibidores da DesMetilacdo (IDM) e Inibidores da Quinona oxidase (1Qo). O
experimento foi realizado em casa de vegetacdo no ano 2014/15. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial (15x3), totalizando 45
tratamentos com trés repeticdes. O fator A foi composto por 14 cultivares de soja registradas
em diferentes anos no Registro Nacional de Cultivares (RNC) e uma linhagem, representadas
pelos diferentes niveis de suscetibilidade a P. pachyrhizi. O fator B foi composto por duas
misturas de fungicidas com epoxiconazol (EPOX) + piraclostrobina (PIR) e protioconazol
(PROT) + trifloxistrobina (TRIFL), além de um tratamento controle (sem pulverizacdo). Os
parametros avaliados foram o periodo de laténcia, residual de controle, taxa de progresso € a
Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD). Foi verificado que as cultivares de
soja respondem diferentemente ao agente causal da ferrugem asiatica. A responsividade de
misturas de IDM e 1Qo a P. pachyrhizi é distinta entre as cultivares. O maior residual de
controle do patdgeno nas diferentes cultivares foi através da pulverizacdo de PROT + TRIFL.
O uso de cultivares com menores valores de AACPD e misturas de fungicidas IDM + 1Qo
eficazes séo ferramentas importantes para 0 manejo de P. pachyrhizi.

Palavras-chave: Phakopsora pachyrhizi. Residual de controle. Protioconazol.
Trifloxistrobina. Epoxiconazol. Piraclostrobina.
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CHAPTER | - REACTION OF SOYBEAN CULTIVARS TO THE CAUSAL AGENT
OF ASIAN SOYBEAN RUST AND RESPONSIVENESS OF THE MIXTURE OF
DEMETHYLATION INHIBITOR AND QUINONE OUTSIDE INHIBITOR
FUNGICIDES

3.2 Abstract

The objective of this study was to evaluate the reaction of soybean cultivars to the causal
agent of soybean rust (Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd.) and the responsiveness mixing
fungicides DeMethylation Inhibitor (DMI) and Quinone outside Inhibitor (Qol). The
experiment was performed in a greenhouse in the year 2014/15. The experimental design was
completely randomized, in a factorial arrangement (15x3), totaling 45 treatments with three
replicates. The factor A was composed of 14 soybean cultivars registered in different years in
the Cultivars National Register (CNR), and a genotype, represented by different levels of
susceptibility to P. pachyrhizi. The factor B was composed of two fungicide mixtures with
epoxiconazole (EPOX) + pyraclostrobin (PYR) and prothioconazole (PROTH) +
trifloxystrobin (TRIFL), in addition to a control treatment (without spraying). The parameters
assessed were the latency period, residual control, progress and the Area Under the Disease
Progress Curve (AUDPC). The results indicate that the soybean cultivars respond differently
to the causal agent of asian rust. The responsiveness of the mixtures of DMI and Qol
fungicides to the P. pachyrhizi is distinct among the cultivars. The greatest residual control of
the pathogen in the different cultivars was by the spraying of PROT + TRIFL. The use of
cultivars with lower AUDPC values and mixtures of effective DMI + Qol fungicides are
important tools for the management of P. pachyrhizi.

Key words: Phakopsora pachyrhizi. Residual control. Prothioconazole. Trifloxystrobin.
Epoxiconazole. Pyraclostrobin.
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3.3 Introducéo

A Ferrugem Asiatica da Soja (FAS), causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Syd.
& P. Syd. é a doenca mais difundida e prejudicial na cultura da soja [Glycine max (L.)
Merrill]. Este patégeno é um dos principais fatores que limitam a produtividade da cultura,
pois causa rapido amarelecimento e queda prematura das folhas, prejudicando a plena
formacéo de graos (SOARES et al., 2004). Esta doenca tem limitado a producdo de soja nas
areas tropicais e subtropicais da Africa, Asia e Sul da América, onde foram reportadas perdas
de 10 a 80% no rendimento de grdos (HARTMAN et al., 1991; LEVY, 2005; YORINORI et
al., 2005).

Medidas de manejo para controle da doenca sdo necessarias para que as plantas
expressem seu potencial produtivo. Praticas culturais tais como semeadura mais precoce,
eliminacdo de hospedeiros secundarios, escolha de cultivares, tém sido aplicadas para reducéo
da severidade da doenca (KAWUKI et al., 2003; HU; WIATRAK et al., 2012). A escolha de
cultivares menos suscetiveis ao patdgeno otimiza o controle de P. pachyrhizi, pois diminui o
indculo secundario e consequentemente o desenvolvimento da doenga. Com isso, verificar o
nivel de tolerdncia das cultivares, através da combinacdo dos componentes que a
condicionam, maior periodo de laténcia (PL), reducdo na frequéncia de infeccdo, menor
comprimento de lesGes, menor taxa de progresso da doenca e menor periodo infeccioso
(OHM; SHANER, 1976; WAHL et al., 1980), é importante para auxiliar um adequado
controle quimico com fungicidas.

Outras medidas de manejo incluem o melhoramento genético para resisténcia a P.
pachyrhizi e introducdo de um periodo de trés meses livres de soja cultivada no campo
(HARTMAN et al., 2005; GODOQY, 2009). No entanto, a limitada disponibilidade de
cultivares resistentes faz com que o manejo da cultura seja por meio de pulverizagdo com
fungicidas, e em particular os Inibidores da DesMetilacdo (IDM) e Inibidores da Quinona
oxidase (1Qo) tem fornecido os melhores e mais consistentes resultados (IVANCOVICH,
2005). No entanto P. pachyrhizi esta apresentando adaptacdes para os fungicidas IDM e 1Qo,
0 que esta resultando em redugdo da eficacia destes agrotoxicos (SCHMITZ et al., 2014;
KLOSOWSKI et al., 2016). A partir disso, verificar o residual de controle de P. pachyrhizi e a
taxa de progresso da doenca pela pulverizacdo de misturas fungicidas IDM + 1Qo em
diferentes cultivares servird de base para auxiliar um eficiente controle da doenca, buscando a

sustentabilidade do cultivo.
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Considerando a falta de estudos detalhados acerca do comportamento das misturas
fungicidas IDM e 1Qo em diferentes cultivares de soja, 0 objetivo da pesquisa foi investigar a

reacao de cultivares de soja ao agente causal da FAS e responsividade a mistura de IDM e

1Qo.
3.4 Material e Métodos

O experimento foi realizado no verdo 2014/15, em casa de vegetacdo, sob condicgdes
parcialmente controladas, no municipio de Itaara, RS, Brasil. A temperatura foi de 25 °C £ 5
°C, sendo a maxima regulada através de exaustores. A umidade relativa do ar mantida na
faixa de 70 % = 15 %, regulada por um sistema de nebulizacdo computadorizado. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial (15x3),
totalizando 45 tratamentos com trés repeticdes. O fator A foi composto por 14 cultivares de
soja registradas em diferentes anos no Registro Nacional de Cultivares (RNC) e uma
linhagem (Tabela 1); o fator B foi considerado duas misturas de fungicidas com IDM + 1Qo,
representados pelos fungicidas protioconazol (PROT) + trifloxistrobina (TRIFL) (70,0 + 60,0
g i.a ha') com adic&o de 6leo mineral Aureo® (0,375 L.p.c ha) e epoxiconazol (EPOX) +
piraclostrobina (PIR) (30 + 79,8 g i.a ha™), respectivamente, com adicdo de 6leo mineral

Assist® (0,750 L.p.c ha™), além de um controle sem pulverizagdo de fungicida.

Tabela 1 — Cultivares de soja classificadas pelo tempo, de acordo com o Registro Nacional de
Cultivares (RNC), nas quais compuseram os niveis do fator A do experimento.

---Cultivares mais antigas--- ---Cultivares intermediarias--- ---Cultivares mais recentes---
Ano de registro até 1993 De 1998 até 2004 De 2007 até 2012
IAS-5 CD 205 (1998) BMX Titan RR (2007)
PEL 8710 FEPAGRO-RS 10 (1998) BMX Poténcia RR (2007)
FT-Saray (1998) NA 5909 RG (2008)
FUNDACEP 33 (1999) BMX Tornado RR (2011)
FEPAGRO 25 (2003) DM 6563 RSF IPRO (2012)
FUNDACEP 45" AS 3570 IPRO (2012)

FUNDACEP 54 RR (2004)

1 Ano exato de registro da cultivar desconhecido pelo autor; * Linhagem de soja

As sementes das 14 cultivares de soja e da linhagem foram previamente tratadas com
fipronil + piraclostrobina + tiofanato-metilico (50 + 5 + 45 g i.a. 100 kg™ de semente,

respectivamente) e inoculadas com Bradyrhizobium japonicum (0,200 L.p.c. 100 kg™ de
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semente do inoculante Bionutri®) antes da semeadura. A semeadura foi realizada em vasos (5
L) contendo substrato a base de solo + areia (2:1). As caracteristicas quimicas do substrato:
pH (H20) — 5.95, saturacdo por Al — 0.0 %, saturacdo por bases (V) — 78 %, capacidade de
troca catidnica (CTC) pH; — 11.6 cmol, dm™, matéria organica — 1.6 %, macronutrientes P-
Mehlich — 50,5 mg dm™, K — 271,8 mg dm™, Ca—5,6 cmol, dm™, Mg — 2,8 cmol, dm™.

A pulverizagdo com fungicida foi realizada quando as plantas atingiram o estadio V6
(FEHR; CAVINES, 1977), em carater preventivo. Somente foi realizada uma pulverizagéo de
fungicida. Para isso, foi utilizado um pulverizador costal, pressurizado a CO,, dotado de barra
com quatro pontas de pulverizacdo do tipo XR 11002 calibrado para uma taxa de aplicacdo de
150 L ha™. As gotas produzidas pela pulverizacdo foram caracterizadas como finas. A
condicdo meteorolégica no momento da pulverizacdo foi de temperatura de 24°C e umidade
relativa do ar de 81%.

Ap6s 12 horas da aplicacdo dos tratamentos, ocorreu a inoculagdo das plantas com o
patdgeno. A inoculacdo foi baseada na metodologia utilizada por Lenz et al. (2011), através
da deposicdo do inoculo do patdgeno (uredosporos de P. pachyrhizi) na concentracdo de
2x10° esporos ml™ suspensos em agua destilada mais espalhante adesivo Tween (80 ppm), em
ambas faces das folhas, no periodo da noite. As plantas foram inoculadas a cada semana, além
de permanecerem em casa de vegetacdo junto com plantas infectadas com P. pachyrhizi, onde
estas, também serviram como fonte de indculo. Dessa maneira, as plantas do experimento
foram expostas constantemente ao patégeno.

Os parametros avaliados foram o numero de dias para aparecimento da primeira
pustula (NDAPP) e severidade da doenca. As avaliacdes do NDAPP iniciaram-se a partir do
segundo dia apds a inoculacdo. Avaliaces didrias com auxilio de lupa (A: 20 X) foram
realizadas para a visualizacdo dos primeiros sintomas. Os dois Ultimos trifélios
completamente expandidos de cada planta foram marcados com fita colorida e as avaliagOes
realizadas repetidamente nessa amostragem. O NDAPP serviu de base para o célculo do
residual de controle. O residual de controle foi o periodo compreendido entre 0 NDAPP nos
tratamentos fungicidas reduzidos do NDAPP da testemunha (sem fungicida) para cada
cultivar.

Aos sete, 14, 21 e 28 dias apos a aplicacdo dos tratamentos foi avaliada a severidade
de P. pachyrhizi. A severidade foi determinada atribuindo notas visuais do percentual de area
foliar com sintomas da doenca em relagdo a area sadia, sendo utilizada a escala proposta por
Godoy et al. (2006).
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A partir dos valores de severidade foi calculada a Area Abaixo da Curva de Progresso
da Doenga (AACPD). A AACPD pode ser usada como descritor de uma epidemia, quando o
objetivo é resumir uma curva de progresso de doenga em dados que possam ser analisados e
comparados (CAMPBELL; MADDEN, 1990).

Os dados obtidos foram transformados através de BoxCox, devido a distribuicao
normal ndo se adequar aos dados. Posteriormente os dados foram submetidos a analise de
variancia (teste F<5%) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (5%), calculado através

do software ASSITAT, verséo 7.6 (SILVA; AZEVEDO, 2009).

3.5 Resultados e Discussao

A analise de variancia dos dados apresentou efeito significativo para cultivares,
fungicidas e a interagéo entre os dois fatores, em todos os parametros avaliados. Verificaram-
se diferencas significativas entre cultivares quanto a reacdo as doencas e também a
responsividade ao fungicida pulverizado.

O desenvolvimento de urédias foi mensurado nos tecidos foliares das 14 cultivares de
soja e de uma linhagem. O Periodo de Laténcia (PL) do patégeno foi observado nos foliolos
entre 5,7 a 8 dias apds a inoculagdo dependendo da cultivar (Tabela 2). O periodo de laténcia,
sob o aspecto fitopatoldgico, refere-se ao periodo de tempo que vai desde a infeccdo, até o
rompimento da primeira pustula esporulada. Segundo Vallavielle-Pope et al. (2000) o
aumento de apenas um dia, para o0 estabelecimento das relacbes parasitarias, ja é de
significativa contribuicdo para a diminuicdo da quantidade de ciclos reprodutivos que um
fungo pode realizar em uma safra.

As mais recentes cultivares ‘NA 5909 RG’, ‘BMX Poténcia RR’, ‘DM 6563 RSF
IPRO’ apresentaram maior periodo de laténcia em relacdo as cultivares intermediarias e mais
antigas ‘Fepagro 25°, ‘FUNDACEP 33’ e ‘PEL 8710’ (linhagem). Dessa forma, o estudo
mostra que cultivares mais antigas sdo tdo suscetiveis a P. pachyrhizi quanto as cultivares
recentes. As cultivares de soja apresentam diferentes sensibilidade ao patégeno (BALARDIN
et al., 2006; MENEGHETT]I et al., 2010), assim, a diferenca na suscetibilidade das cultivares
deve ser cuidadosamente analisada, uma vez que os autores destacam que todas as cultivares
apresentaram sintomas da doenca.

O residual de controle do patdgeno foi significativamente influenciado pela mistura de
fungicida IDM e 1Qo e pela cultivar (Figura 1). O residual de controle de EPOX + PIR foi
maior nas cultivares ‘FEPAGRO-RS 107, ‘NA 5909 RG’, ‘BMX Poténcia RR’ e ‘BMX
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Tornado RR’, enquanto que o residual de PROT + TRIFL foi maior nas cultivares ‘CD 205’,
‘FUNDACEP 45°, ‘FEPAGRO 25, ‘AS 3570 IPRO’, ‘DM 6563 RSF IPRO’, ‘FEPAGRO-
RS 10°, ‘NA 5909 RG’ e ‘BMX Poténcia RR’. Os resultados mostram que a responsividade
de misturas de IDM e 1Qo a P. pachyrhizi € distinta entre as cultivares, evidenciando que a
cultivar deve ser levada em consideracéo, quando do controle quimico, como uma estratégia
do manejo integrado de FAS. Vale ressaltar que a recomendagdo atual de aplicacOes de
fungicidas ndo levam em consideracdo as cultivares, somente o0s agrotoxicos utilizados.

As cultivares analisadas no experimento apresentaram diferentes AACPD (Tabela 2).
O nivel de suscetibilidades das cultivares, através dos valores de AACPD, variou de 639,33 a
210,58. Analisando 50 cultivares de soja, Azevedo et al. (2007) ndo observaram diferencas
significativa nos valores de AACPD entre as cultivares. As cultivares de soja apresentaram
menores valores de AACPD pela pulverizacdo de PROT + TRIFL.

Observando os valores de AACPD é possivel identificar trés grupos de cultivares
quanto a responsividade de PROT + TRIFL frente ao patdégeno. As cultivares ‘CD 205’,
‘FUNDACEP 54 RR’, ‘FEPAGRO-RS 10°, ‘FUNDACEP 45’, ‘NA 5909 RG’ e ‘BMX
Poténcia RR’, ‘AS 3570 IPRO’, ‘DM 6563 RSF IPRO’ foram responsivas pela pulverizacao
de PROT + TRIFL, com AACPD abaixo de 4. As cultivares ‘FEPAGRO 25’, ‘BMX Tornado
RR’, ‘FUNDACEP 33’, ‘IAS 5°, ‘FT-Saray’ e ‘BMX Titan RR’ apresentaram resposta
intermediéaria frente ao fungicida PROT + TRIFL. A linhagem ‘PEL 8710° mostrou menor
resposta ao controle do patégeno pela pulverizacdo do fungicida PROT + TRIFL. ‘PEL 8710’
foi o genotipo mais suscetivel a P. pachyrhizi, pelo aparecimento mais rapido da primeira
pastula (5,7 dias), valores mais altos de AACPD e progresso da doenca para todos 0s

tratamentos.
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Tabela 2 — Aparecimento da primeira pustula de Phakopsora pachyrhizi (dias) e Area Abaixo
da Curva de Progresso da Doenga (AACPD) em diferentes cultivares de soja e
misturas de fungicida Inibidores da DesMetilacdo (IDM) e Inibidores da Quinona

oxidase (1Qo).

epoxiconazol +

protioconazol +

. Controle’ piraclostrobina trifloxistrobina
Cultivares — " -
Primeira puastula (dias) AACPD AACPD AACPD
CD 205 7 b 399,58 eA® 197,167 fB 3,97 cC
FUNDACEP 54 RR 8 a 368,08 fA 232,167 eB 2,22 cC
FEPAGRO-RS 10 8 a 36458 fA 161,000 hB 4,08 cC
FUNDACEP 45 8 a 319,08 gA 203,000 fB 4,67 cC
NA 5909 RG 8 a 251,42 iA 116,667 B 0,82 cC
BMX Poténcia RR 8 a 225,75  JA 100,333 IB 0,70 cC
AS 3570 IPRO 7 b 218,75 jA 114,333 B 0,35 cC
DM 6563 RSF IPRO 8 a 210,58 IA 119,000 jB 0,93 cC
FEPAGRO 25 6 c 571,08 bA 362,833 cB 8,75 bC
BMX Tornado RR 8 a 32433 gA 177,333 @B 9,92 bC
FUNDACEP 33 6,7 b 544,83 cA 333,667 dB 9,57 bC
IAS-5 8 a 414,75 eA 231,000 eB 5,83 bC
FT-Saray 7 b 523,25 dA 373,333 bB 11,78 bC
BMX Titan RR 8 a 280,00 hA 136,500 iB 7,58 bC
PEL 87107 5,7 c 639,33 aA 432,833 aB 27,53 aC

IControle: Tratamento sem pulverizacdo de fungicida. > Linhagem de soja. °Letras mindsculas na coluna
(comparam cultivares em cada combinacdo de tratamento fungicida); letras maitsculas na linha (comparam
tratamentos fungicidas em cada combinacdo de cultivar); médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem pelo

teste de Tukey (P < 0,05).
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Figura 1 — Residual efetivo de controle de Phakopsora pachyrhizi (dias) em diferentes
cultivares e misturas de fungicida Inibidores da DesMetilacdo (IDM) e

Inibidores da Quinona oxidase (1Q0). PEL 8710: linhagem de soja. ‘Letras mindsculas
(comparam cultivares em cada combinacdo de tratamento fungicida; letras mailsculas
(comparam tratamentos fungicidas em cada combinacdo de cultivar); médias seguidas pelas
mesmas letras ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

O progresso de P. pachyrhizi depende da cultivar e fungicida utilizado (Figura 2 e 3).
Cultivares que apresentam menor progresso da doenca respondem mais a aplicacdo de
fungicida, apresentando menores valores de severidade no decorrer das avaliacfes. O nivel de
resisténcia parcial de cada cultivar altera a reacdo das plantas frente a P. pachyrhizi,
influenciando o progresso da doenga. Os dados revelam que a escolha de cultivares com
menor progresso da doenga maximiza o controle quimico, podendo ser utilizada como
ferramenta dentro do manejo integrado de doengas. O menor progresso da doenca nas
diferentes cultivares foi através da aplicacdo de PROT + TRIFL.

Alguns autores mencionam a necessidade de buscar gendétipos que possuam resisténcia
horizontal ou taxa reduzida de progresso da doenca (BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996;
HARTMAN et al., 1997, 2005), em razdo da alta capacidade de adaptacdo e presenca de
fatores mdaltiplos de viruléncia de P. pachyrhizi (BURDON; SPEER, 1984; TSCHANZ;
WANG, 1985; YAMAOKA et al., 2002). A baixa frequéncia de infeccdo, a diminuicdo do
desenvolvimento do micélio dentro do tecido do hospedeiro, o periodo latente longo, e a baixa
producdo de esporos estdo entre 0s possiveis mecanismos responsaveis pela diminuicdo do
progresso de doencas, ao longo do tempo (HEAGLE; MOORE, 1970; PARLEVLIET, 1979).
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Figura 2 — Progresso da severidade de Ferrugem Asiatica da Soja (FAS) em diferentes
cultivares de soja e misturas de fungicida Inibidores da DesMetilacdo (IDM) e

Inibidores da Quinona oxidase (1Q0). Cultivar CD 205 (A), FUNDACEP 33 (B), IAS-5
(C), FT-Saray (D), PEL8710 (linhagem de soja) (E), BMX Titan RR (F), FUNDACEP 54 RR
(G), FEPAGRO-RS 10 (H). C= controle (sem fungicida); E+P= epoxiconazol + piraclostrobina;

P+T= protioconazol + trifloxistrobina.
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Figura 3 — Progresso da severidade de Ferrugem Asiatica da Soja (FAS) em diferentes
cultivares de soja e misturas de fungicida Inibidores da DesMetilacdo (IDM) e
Inibidores da Quinona oxidase (1Qo). Cultivar FUNDACEP 45 (A), FEPAGRO 25 (B),
NA 5909 RG (C), BMX Poténcia RR (D), BMX Tornado RR (E), AS 3570 IPRO (F), DM 6563
RSF IPRO (G). C= controle (sem fungicida); E+P= epoxiconazol + piraclostrobina; P+T=
protioconazol + trifloxistrobina.
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A correlacdo entre as variaveis AACPD de cultivares sem fungicida e o periodo
latente de P. pachyrhizi foi r = - 0,7877 (Figura 4). A correlacdo negativa das variaveis foi
significativa (P < 0,05) e indicou que 0 maior periodo de laténcia contribui para reduzir a
quantidade de indculo secundario, reduzindo assim o potencial do patdégeno para disseminar e
consequentemente diminuir os valores de AACPD. Estudos que analisam valores de AACPD
de diferentes cultivares sdo importantes, pois determinam o nivel de suscetibilidade de cada
cultivar para determinada doenca. Além de analisar o nivel de suscetibilidade das cultivares,
os valores de AACPD estdo altamente correlacionados com o rendimento de grdos da soja
(HIKISHIMA et al., 2010). No entanto, esses autores nédo correlacionaram o AACPD com 0
periodo de laténcia de P. pachyrhizi, como demonstrado neste estudo.

A Figura 5 apresenta a eficacia de controle P. pachyrhizi em diferentes cultivares e
misturas de fungicida IDM e 1Qo. A maior variacdo na eficacia de controle foi visualizada
pela aplicacdo de EPOX + PIR. Esta variacgdo foi de 28,6 % a 55,8 %, dependendo da cultivar.
O presente estudo sugere uma reducao de controle de P. pachyrhizi pelo uso de EPOX + PIR,
possivelmente devido a adaptacdo da mistura de esporos utilizados na investigacdo. Tomados
em conjuntos, os dados mostram que a populacéo brasileira de P. pachyrhizi € menos sensivel
para algumas misturas de IDM e 1Qo (SCHMITZ et al., 2014; KLOSOWSKI et al., 2016). A
analise de CYP51 em P. pachyrhizi revelou que as mutacdes pontuais e sobre-expressao estao
envolvidas na reducédo de sensibilidade a EPOX (IDM) (SCHMITZ et al., 2014). Mutagdes no
alvo do gene citocromo b (cyt b) pode resultar na reducdo da sensibilidade para os fungicidas
IQo, devido a reducdo na afinidade de ligacdo do fungicida em virtude da mudanca na
sequéncia do aminoacido (KLOSOWSKI et al., 2016).

A menor variacdo de eficicia de controle da doenga nas diferentes cultivares foi
visualizada pela aplicacdo de PROT + TRIFL (Figura 5). Esta variacao foi de 95,7 % a 99,8
%, dependendo da cultivar. Percebe-se que as misturas de fungicidas IDM + 1Qo apresentam
diferentes eficacia de controle sobre o patogeno. Os dados sugerem que a populacdo de P.
pachyrhizi utilizada no experimento ndo apresentou niveis significativos de adaptacao frente a
pulverizagcdo de PROT + TRIFL. De acordo com a EMBRAPA (2015), as misturas de IDM +
IQo apresentam diferentes eficacia de controle frente a P. pachyrhizi. No entanto, o presente
estudo ainda considerou o residual de controle do patégeno, bem como progresso da doenca.
Esses parametros sdo importantes e decisivos para determinar a reentrada de futuras
aplicacdes de fungicidas no campo.

O nivel de resisténcia parcial de cada cultivar, pelo maior periodo de laténcia e

menores valores de AACPD (sem fungicida), altera a resposta da planta aos patdgenos,
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podendo promover uma melhor eficacia de controle quimico. Dessa forma, a associacdo de
cultivares com menor AACPD e misturas de IDM + 1Qo eficazes contribui para reduzir a
intensidade da doenca, além de possibilitar o estabelecimento de um programa de manejo
integrado que permita um controle mais eficiente da FAS. As cultivares tolerantes podem
requerer menos aplicagcdes de fungicidas e assim contribuir para a redugéo dos custos de
producéo da cultura (MELO et al., 2015).

Com base nos resultados encontrados neste estudo, fica evidente a necessidade de
avaliar a reacdo de novas cultivares de soja a P. pachyrhizi e a responsividade de novos
fungicidas. Para que isso seja viavel, os fungicidas utilizados devem ser seguros em termos
toxicoldgicos e ambientais, além de eficazes no controle da doenga e ndo causar fitotoxidade a

cultura.
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Figura 4 — Correlacdo (r) da variavel Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca
(AACPD) de cultivares de soja sem fungicida e periodo latente de Phakopsora
pachyrhizi (dias).
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Figura 5 — Eficacia de controle de Phakopsora pachyrhizi (%) em diferentes cultivares e
misturas de fungicida Inibidores da DesMetilacdo (IDM) e Inibidores da

Quinona oxidase (1Qo). PEL 8710: linhagem de soja. ‘Letras mindsculas (comparam
cultivares em cada combinacdo de tratamento fungicida; letras mailsculas (comparam
tratamentos fungicidas em cada combinacdo de cultivar); médias seguidas pelas mesmas letras
ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

3.6 Concluséao

Através das condigdes descritas neste experimento, pode se verificar que as cultivares
de soja respondem diferentemente a Phakopsora pachyrhizi. A responsividade de misturas de
Inibidores da DesMetilacdo (IDM) e Inibidores da Quinona oxidase (IQo) a P. pachyrhizi é
distinta entre as cultivares. O maior residual de controle do patdgeno nas diferentes cultivares
foi através da pulverizagdo de protioconazol + trifloxistrobina. Foi verificado que o uso de
cultivares com menores valores de Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD)
e misturas de fungicidas IDM + 1Qo eficazes sdo ferramentas importantes para o manejo de P.

pachyrhizi.
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4 CAPITULO Il — PENETRACAO E DISSIPACAO DE EPOXICONAZOL E
PIRACLOSTROBINA ASSOCIADOS A MANCOZEBE EM CULTIVARES DE SOJA

4.1 Resumo

A atividade de agrotoxicos pulverizados na folha depende da quantidade que atinge o local de
acdo bioquimico. Assim, a proporcao do produto que entra na folha ap6s a deposicgéo, a taxa
de entrada e a dissipacao no tecido foliar podem ser importantes na determinacgéo da atividade
e residual no controle das doencas ap6s a ocorréncia de uma lavagem. Através do exposto, 0
trabalho teve como objetivo avaliar a penetracdo e dissipacdo de epoxiconazol (EPOX) e
piraclostrobina (PIR) associados a mancozebe em folhas de duas cultivares comerciais de
soja. A concentracdo dos Ingredientes Ativos (IA) foliares foram determinadas através de
analise cromatografica liquida de alta eficiéncia. Lavagens artificiais foram utilizadas para
determinar a concentracdo dos IA remanescentes nos tecidos foliares. Para isso, apos a
pulverizacdo do fungicida, as folhas foram lavadas com &gua, em diferentes periodos e
imediatamente coletadas. No experimento | mensurou-se a concentracdo de EPOX e PIR as
0,17, 1, 2, 4, 48, 96, 192 h apo6s a pulverizacdo. No experimento Il mensurou-se a
concentracdo dos IA de folhas apés 12, 16 e 20 dias da pulverizacdo. Através dos
experimentos | e 1l analisaram-se 0s processos de penetracdo e dissipacdo dos IA associados
ou ndo com mancozebe em folhas de planta inteira, além da mensuracdo do efeito das
cultivares sob tais processos. A partir do experimento |11 verificou-se a influéncia da interagéo
entre idade de trifélios e cultivares na concentracdo dos IA em folhas. Percebe-se que
mancozebe influencia a persisténcia de fungicidas IDM e 1Qo em cultivares de soja. A taxa de
penetracdo de EPOX nas cultivares foi mais rapida sem a associacdo de mancozebe ao
fungicida (IDM + 1Qo). A associagdo de mancozebe ao fungicida (IDM + 1Qo) reduziu a taxa
de penetracdo de PIR na cultivar DM 6563 RSF IPRO. A concentracdo de PIR em folhas das
duas cultivares as 48 h apds a pulverizacdo foi semelhante pela associacdo ou ndo do
fungicida com mancozebe. As cultivares apresentaram diferentes taxas de penetracdo dos IA
em folhas. Observou-se uma reducdo das concentragcdes dos 1A nos tecidos foliares ap6s 48 h
da pulverizacdo, evidenciando um processo de dissipacdo dos IA, apds esse tempo. A
associacdo de mancozebe ao fungicida (IDM + 1Qo) somente influenciou a persisténcia de
PIR aos 16 dias ap0s a pulverizacdo na cultivar DM 6563 RSF IPRO. A taxa de dissipacdo de
PIR em folhas é diferente entre as cultivares. A penetracdo dos IA é maior em folhas mais
novas do que em folhas velhas. As concentragdes de PIR em folhas de soja foram superiores
que EPOX nos diferentes tempos de coletas, apds a pulverizagdo do fungicida.

Palavras-chave: Penetracdo de fungicida. Dissipacdo de fungicida. Glycine max L..
Phakopsora pachyrhizi. Ferrugem asiatica da soja. Ingrediente ativo. Chuva simulada.
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CHAPTER Il - PENETRATION AND DISSIPATION OF EPOXICONAZOLE AND
PYRACLOSTROBIN ASSOCIATED WITH MANCOZEB IN SOYBEAN
CULTIVARS

4.2 Abstract

The pesticides activity sprayed on the leaf depends on the amount that reaches the
biochemical action site. Thus, the proportion of the product that enters on the leaf after
deposition, the rate of entry and dissipation in the leaf tissue, may be important in determining
the activity and residual after the occurrence of a wash. The objective of this work was
evaluate the penetration and dissipation of epoxiconazole (EPOX) and pyraclostrobin (PYR)
associated with mancozeb in leaves of two commercial soybean cultivars. The concentration
of foliar Active Ingredients (Al) was determined by high performance liquid chromatographic
analysis. Artificial washes were used to determine the concentration of the remaining Al in
the leaf tissues. For this, after the spraying of the fungicide, the leaves were washed with
water, in different periods and immediately collected. In the experiment I, the concentration
of EPOX and PYR was measured at 0.17, 1, 2, 4, 48, 96, 192 h after spraying. In the
experiment Il, the Al concentration of leaves was measured after 12, 16 and 20 days of the
spraying. In the experiments | and I, it was possible to analyze the penetration and dissipation
processes of the Al associated or not with mancozeb in leaves of whole plant, besides the
measurement of the cultivars effect under such processes. In the experiment Ill, it was
possible to verify the influence of the interaction between leaflets age and cultivars on the
concentration of Al in leaves. It was verified that the mancozeb influences the persistence of
DMI and Qol fungicides in soybean cultivars. The EPOX penetration rate in the cultivars was
faster without the association of mancozeb to the fungicide (DMI + Qol). The association of
mancozeb to the fungicide (DMI + Qol) reduced the penetration rate of PYR in DM 6563
RSF IPRO cultivar. The PYR concentration in leaves of the two cultivars at 48 h after
spraying was similar by the association or not of the fungicide with mancozeb. The cultivars
showed different Al penetration rates in leaves. It was observed a reduction of the Al
concentrations in the foliar tissues after 48 h of the spraying, evidencing a dissipation process
of the Al, after this time. The association of mancozeb to the fungicide (DMI + Qol) only
influenced the persistence of PYR at 16 days after spraying in DM 6563 RSF IPRO cultivar.
The dissipation rate of PYR is different between the leaves cultivars. The penetration of the
Al is greater in younger leaves than in older leaves. The concentrations of PYR in soybean
leaves were higher than EPOX at different sampling times, after the fungicide spraying.

Key words: Fungicide penetration. Fungicide dissipation. Glycine max L.. Phakopsora
pachyrhizi. Asian soybean rust. Active ingredient. Simulated rain.
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4.3 Introducéo

A atividade de agrotoxicos pulverizados na folha depende da quantidade que atinge o
local de agédo bioquimico. Assim, a proporcdo do produto que entra na folha ap6s a deposicéo,
a taxa de entrada e a dissipacdo no tecido foliar podem ser importantes na determinacdo da
atividade e residual no controle das doengas ap6s a ocorréncia de uma lavagem. A eficacia de
um agrotoxico pode ser definida pela dose recebida pelo local-alvo ou organismo, modelada
como uma funcao da deposicéo, retencdo, absorcdao e translocacao (ZABKIEWICZ, 2000).

A precipitacdo pode reduzir a eficacia de agrotdxicos, por lavar o ingrediente ativo
depositado na folha, para fora da planta, e também por aumentar sua disponibilidade para o
escoamento, e consequentemente para o ambiente (REDDY et al., 1994). Uma vez que a
perda de ingrediente ativo (IA) pode causar uma perda na eficacia (REDDY et al., 1994;
REDDY; LOCKE, 1996), é importante conhecer o comportamento de agrotoxicos em
resposta a lavagem das folhas, especialmente quando essa ocorre logo ap6ds o tratamento. O
tempo decorrido entre os tratamentos e a precipitacdo afeta profundamente o residual do
agrotoxico, mas isto depende de suas propriedades fisico-quimicas (PICK et al., 1984;
SMITH et al., 1981; WILLIS et al., 1992). Dentro desse conceito, a resisténcia a lavagem
pode ser definida como a quantidade de 1A que é exposto, mas ndo removido pela chuva
(HUNSCHE, 2006). Com isso, o IA penetrado nas folhas, antes da lavagem ndo estd mais
exposto a fatores externos, determinando o residual de controle e eficacia do agrotdxico.

Dentro do manejo integrado de Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & Sydow em soja, 0
controle quimico, pela utilizacdo de fungicidas representa a principal medida para controle da
doenca. No entanto, a utilizacdo de produtos especificos isolados vem apresentando uma
reducdo da eficicia de controle sobre o patdgeno (REIS et al., 2015; SILVA et al., 2015)
devido a perda de sensibilidade (SCHMITZ et al., 2014; KLOSOWSKI et al., 2016). Os
fungicidas Inibidores da DesMetilacdo (IDM) e Inibidores da Quinona oxidase (1Qo), também
conhecidos de triazois e estrobilurinas respectivamente, atuam em apenas um sitio especifico
de milhares de reac¢6es bioquimicas na celula fangica. Portanto, eles sdo vulneraveis a selecdo
de linhagens do fungo através da reducdo ou perda de sensibilidade. O Comité de Acgdo a
Resisténcia de Fungicidas (FRAC), classifica IDM e 1Qo como fungicidas de alto risco para o
desenvolvimento da resisténcia e, portanto, ndo recomendam a sua utilizagdo isoladamente
(FRAC, 2010).

Uma maneira de aumentar a eficacia bioldgica de controle de P. pachyrhizi em soja é

a associagdo de fungicidas multissitios, como o mancozebe, com fungicidas sitio-especifico
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(IDM e 1Qo). O fungicida de agdo multissitio mancozebe possui uma série de atributos-chave
que tém contribuido globalmente como ferramenta para 0 manejo de doencas a base de
quimicos (GULLINO et al., 2010). Dessa forma, mancozebe representa um produto que pode
ser utilizado em estratégias antirresisténcia de fungos a fungicidas (GENET et al., 2006;
GULLINO et al., 2010), contribuindo para a prote¢do contra a Ferrugem Asiatica da Soja
(FAS), e podendo ser associado a mistura de IDM e 1Qo (SILVA et al., 2015).

A interacdo dos agrotoxicos pulverizados na superficie-alvo ainda continua a ser um
dos maiores desafios para a melhoria dos tratamentos fitossanitarios. No entanto, informacdes
sobre a taxa de penetracdo e dissipacdo de IDM e 1Qo s&o importantes especialmente quando
associados com mancozebe, em aplicacdo de planta inteira e em condicdo de lavagem apds a
pulverizacdo. A importancia reside no fato de que além de determinar a atividade residual no
controle das doencas, esses valores raramente estdo disponiveis na literatura (LEGIND et al.,
2011; FANTKE et al., 2013). O residual de controle também dependerd do metabolismo e da
meia-vida de dissipacdo, nos quais sdo dados necessarios para a avaliagdo dos produtos na
protecdo de plantas, quando o destino e modelos de exposicdo sdo utilizados (HUMBERT et
al., 2007).

Com base no exposto, os objetivos da pesquisa foram:

(i) investigar a penetracdo e dissipacdo de epoxiconazol (EPOX) e piraclostrobina (PIR)
associados com mancozebe (Mz) em cultivares de soja ap6s lavagem;
(if)  investigar a dissipacdo de EPOX e PIR associados com mancozebe em cultivares de
soja apds periodos prolongados da pulverizagéo;
(iif)  avaliar a interacéo de idade de trifélios e cultivares sobre as concentraces de EPOX e
PIR apos a pulverizacéo.

4.4 Materiais e Métodos

4.4.1 Experimento |

Crescimento e manejo das plantas

O experimento foi realizado no ano de 2015, em casa de vegetacdo, com condi¢cfes
parcialmente controladas, no municipio de Itaara, RS, Brasil. A temperatura foi de 25 °C + 5

°C, sendo a maxima regulada através de exaustores. A umidade relativa do ar foi de 70 % +
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15 %. Para a semeadura foram utilizadas sementes de duas cultivares de soja, tratadas com
fipronil + piraclostrobina + tiofanato-metilico (50 + 5 + 45 g i.a. 100 kg™ de semente,
respectivamente), produto comercial Standak Top® e inoculadas com Bradyrhizobium
japonicum (0,200 L.p.c. 100 kg™ de semente do inoculante Bionutri®).

A semeadura foi realizada em vasos (5 L) contendo substrato a base de solo + casca de
arroz (2:1). As caracteristicas quimicas do substrato: pH (H,0) — 5,6, saturacdo por Al —
0.0%, saturacéo por bases (V) — 85,3%, capacidade de troca cationica (CTC) pH; — 12.9 cmol,
dm™, matéria organica — 1.8%, macronutrientes P-Mehlich — 55,3 mg dm™, K — 283,4 mg dm"
% Ca—6,7 cmol. dm®, Mg — 3,6 cmol. dm™.

Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2x2x7, totalizando 28 tratamentos com trés repeticdes. Em cada repeticdo foi
considerado um vaso com duas plantas. O fator A foi composto por duas cultivares de soja,
BMX Tornado RR e DM 6563 RSF IPRO. Para o fator B foi considerado o fungicida,
piraclostrobina + epoxiconazol associado ou ndo & mancozebe. Para o fator C foi considerado
sete intervalos de tempo de coleta de trifolios, entre a pulverizacdo do fungicida e a lavagem
das folhas com &gua. Os tempos de coletas foram 0,17, 1, 2, 4, 48, 96, 192 h ap0s a
pulverizacdo do fungicida.

O fungicida considerado na pulverizacéo foi piraclostrobina + epoxiconazol, na dose
de 79,8 + 30 g i.a ha’, respectivamente, na sua formulacdo comercial (0,600 L p.c ha™
Opera® BASF S.A., Sao Paulo, Brasil) com adicéo de 6leo mineral na dose de 567 g i.a ha™,
na sua formulagdo comercial (0,750 L p.c ha™ de Assist®, BASF S.A., Sao Paulo, Brasil). Nos
tratamentos com a associagéo dos produtos na calda foi utilizado mancozebe na dose de 1125
giaha’ (1,5 kg p.c ha™ na formulacdo comercial de Unizeb Gold®, United Phosphorus do
Brasil LTDA, Séao Paulo, Brasil).

Cada repeticéo foi representada por duas plantas, nas quais foram avaliados os dois
trifélios de cada planta (terceiro e quarto trifélio completamente expandido). Para
quantificacdo de residuo, trés replicatas foram realizadas em cada repeticdo, sendo sua média

o valor obtido para cada repeti¢ao dentro do tratamento.

Pulverizagao dos tratamentos
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As pulverizagbes foram realizadas em duas cultivares de soja, que diferem quanto a
eficacia de controle de P. pachyrhizi frente & mistura dos IA EPOX e PIR, de acordo com 0s
resultados do capitulo I. A pulverizacdo do fungicida foi realizada quando as plantas
atingiram o estadio V5 (RITCHIE et al., 1982), quarto trifolio expandido, e a quinta folha
trifoliolada aberta de tal modo que os bordos de cada foliolo ndo se tocam. Utilizou-se um
pulverizador costal, pressurizado a CO,, dotado de barra com quatro pontas de pulverizacéo
do tipo XR 11002 (Teejet Inc., lllinois, EUA). A barra de pulverizacdo foi movida
horizontalmente com uma velocidade de 1,39 m s*, operando a 207 kPa de pressdo e
calibrada para um volume de 150 L ha™. A qualidade (espectro de gotas) e quantidade
(densidade de gotas) do fungicida pulverizado e depositado as partes vegetais foram atraves
de uma distribuicao uniforme e homogénea da quantidade do 1A por folha.

Para 0 exposto, a parte abaxial do terceiro e quarto trifolio foi fixada com fita dupla
face em um policloreto de polivinila (PVC) (Figura 1). A fixacdo do trifélio ocorreu para que,
durante a pulverizagdo da solucdo dos tratamentos, os trifélios permanecessem
completamente expostos, de modo que cada folha ndo se tocasse e recebesse a mesma
quantidade de IA por unidade de area. O PVC foi sustentado por estacas metalicas. As coletas
de folhas para analise da concentracdo dos IA basearam-se na retirada do terceiro e quarto
trifélio completamente expandido.

A pulverizagdo dos tratamentos na cultivar DM 6563 RSF IPRO foi realizada no dia
29/05 as 11h25. As condicdes meteoroldgicas no momento da pulverizacdo foram de
temperatura de 25,5 °C e umidade relativa do ar de 58 %.

A cultivar BMX Tornado RR foi pulverizada no dia 30/05 as 09h15. Na ocasido da
pulverizacdo, as condicBes meteoroldgicas foram de temperatura de 25,2 °C e umidade
relativa do ar de 56%. As pulverizag¢Oes foram realizadas dentro da casa de vegetacéo.

Apos a pulverizagdo, as folhas foram lavadas aos 0,17, 1, 2, 4, 48, 96, 192 h e
imediatamente coletadas. Para a lavagem foi utilizada uma pistola pulverizadora elétrica 300
w, marca Schulz Air Plus Spray, capacidade de 750 ml. O jato de agua dirigido foi
padronizado em ambas as faces da folha. Cada trifolio recebeu 60 ml de dgua para retirada do
produto ainda ndo penetrado através do tecido foliar. A distancia entre a saida do jato de dgua

e a folha foi padronizada em 10 cm.
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Figura 1 — Padronizacdo da exposi¢do dos trifélios para a pulverizagdo dos tratamentos.
Extracdo e quantificagdo dos Ingredientes Ativos (1A)

Os trifélios de soja foram imediatamente coletados ap6s a lavagem, acondicionados
em papel aluminio e levados para frezzer -25°C. As amostras foram conservadas até sua
andlise, para a quantificagdo dos Ingredientes Ativos (IA). As analises dos residuos dos IA
nas folhas foram realizadas pelo grupo de pesquisa do laboratério CEPARC (Centro de
Pesquisa e Andlise de Residuos e Contaminantes, da UFSM), empregando cromatografia
liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas tandem (UPLC-MS/MS).

As andlises cromatograficas foram realizadas em cromatdgrafo calibrado modelo
Acquity UPLC (Waters, Milford, EUA) equipado com bomba quaternaria, sistema de
degaseificacdo, amostrador automatico e forno para coluna. A separac¢do foi realizada em uma
coluna analitica BEH Cig (100 mm x 2,1 mm d.i) com 1,7 um de tamanho de particula.
Sistema de deteccdo por espectrometro de massas modelo Xevo TQS (Waters, Manchester,
Reino Unido) equipado com interface de ionizagdo por eletronebulizagdo (ESI) operada no
modo positivo, usando monitoramento de reagdes multiplas (MRM).

A eluicdo por gradiente foi realizada empregando fase mével composta por uma
solucdo de formiato de amdnio (0,3 g L™) e metanol, eluentes A e B, respectivamente, a uma
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vazéo de 0,45 mL min™. O programa do gradiente da fase mével foi iniciado com 90% do
eluente A e levado diretamente a 10% em 7,75 minutos. Manteve-se essa proporcao por 0,75
minutos e posteriormente a composic¢éo foi levada a composicéo inicial (90% de A) em 0,01
minutos e manteve-se essa propor¢do até o final da corrida cromatografica. O volume de
injecdo foi de 2 uL no modo “partial loop with needle overfill”. A temperatura da coluna foi
mantida a 40 °C, assegurando méxima resolugdo durante a separagao.

Os parametros aplicados na fonte de ions do espectrdmetro de massas foram: voltagem
do capilar, 3,0 kV; a voltagem do cone foi previamente estabelecida para cada agrotoxico
(Epoxiconazol 35 V e Piraclostrobina 25 V); e temperatura do gas de dessolvatacdo, 400 °C.
A energia de colisdo foi 25 eV para a transicdo de quantificacdo para ambos os agrotoxicos.
Para a transicdo de confirmacdo foram aplicados 20 e 12 eV para epoxiconazol e
piraclostrobina, respectivamente.

O gas de dessolvatacéo e do cone de amostragem foram empregados a 500 e 150 L h™,
respectivamente. A dissociacdo induzida por coliséo foi realizada empregando argénio como
gas de colisdo a 0,15 mL min™.

Os ions monitorados foram 330,1—120,9 (quantificacdo) e 330,1—122,9
(confirmag¢do) para epoxiconazol;, 388,1—163,0 (quantificagdo) e 388,1—193,9
(confirmacéo) para piraclostrobina.

Para controle do instrumento, aquisicdo e processamento de dados os programas

MassLynx e QuanLynx versdo 4.1 (Waters) foram empregados.

Analise estatistica

Para analisar o efeito dos IA associados ou ndo com mancozebe e sua interagdo com a
planta, as cultivares foram analisadas separadamente. Primeiramente, para verificar a
penetracdo dos IA em folhas foi analisado os dados das concentracGes das folhas coletadas as
0,17, 1, 2, 4 e 48 h, apos a pulverizagdo. Para verificar a dissipacdo dos IA em folhas foram
analisadas as concentragdes dos IA em folhas, utilizando os dados das coletas 48, 96, 192 h,
apos a pulverizagdo. No segundo momento foi analisado o efeito das cultivares para a
interacdo dos IA em folhas. Nesse aspecto, as cultivares foram analisadas comparativamente
para entender esse efeito.

Os dados obtidos das concentracdes dos IA foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e a interacdo entre os fatores bem como suas médias, foram comparadas através do
teste de Tukey (5%), calculado através do software ASSITAT, versdo 7.6 (SILVA;
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AZEVEDO, 2009). Os gréficos foram criados com Excel 2010° (Microsoft, Redmond, WA,
EUA).

4.4.2 Experimento 11

Crescimento e manejo das plantas

O experimento foi realizado no ano de 2016, em casa de vegetacdo, com condi¢cOes
parcialmente controladas, no municipio de Itaara, RS, Brasil. A temperatura foi de 25 °C + 5
°C, sendo a maxima regulada através de exaustores. A umidade relativa do ar foi de 70% *
15%. Para a semeadura foram utilizadas sementes de duas cultivares de soja, tratadas com
fipronil + piraclostrobina + tiofanato-metilico (50 + 5 + 45 g i.a. 100 kg™ de semente,
respectivamente), produto comercial Standak Top® e inoculadas com Bradyrhizobium
japonicum (0,200 L.p.c. 100 kg™ de semente do inoculante Bionutri®). A semeadura foi
realizada em vasos (5 L) contendo o substrato a base de solo + casca de arroz (2:1) com a

mesma caracteristica do experimento .
Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi realizado no delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2x2x3, totalizando 12 tratamentos com trés repeticdes. Em cada repeticdo foi
considerado um vaso com duas plantas. O fator A foi composto por duas cultivares de soja,
BMX Tornado RR e DM 6563 RSF IPRO. Para o fator B foi considerado um fungicida,
associado ou ndo a mancozebe. O fator C foi composto por trés intervalos de tempo de coleta
de trifélios entre a pulverizagédo do fungicida e a lavagem das folhas com agua. Os tempos de
coletas foram 12, 16 e 20 dias ap06s a pulverizag&o.

O fungicida considerado na pulverizagéo foi PIR + EPOX, na dose de 79,8 + 30 g i.a.
ha, respectivamente, na formulacdo comercial (0,600 L p.c. ha® Opera®, BASF S.A., Sdo
Paulo, Brasil), com adi¢do de 6leo mineral na dose de 567 g i.a. ha™*, na formulacéo comercial
(0,750 L p.c. ha’ de Assist®, BASF S.A., Sdo Paulo, Brasil). Nos tratamentos com a
associagdo dos produtos na calda foi utilizado mancozebe na dose de 1125 g i.a. ha™ (1,5 kg
p.c ha* na formulagdo comercial de Unizeb Gold®, United Phosphorus do Brasil LTDA, S&o

Paulo, Brasil).
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Cada tratamento apresentou trés repeticdes. A repeticdo foi representada por duas
plantas, nas quais foram avaliados os dois trifolios de cada planta (quarto e quinto trifolio
completamente expandido). Para a quantificacdo da concentracdo, trés replicatas foram
realizadas em cada repeticdo, sendo sua média, o valor obtido para cada repeti¢cdo dentro do

tratamento.

Pulverizacdo dos tratamentos

As pulverizacbes foram realizadas em duas cultivares de soja, que diferem quanto a
eficacia de controle de P. pachyrhizi frente & mistura dos IA EPOX e PIR, de acordo com 0s
resultados do capitulo I. A pulverizacdo do fungicida foi realizada quando as plantas
atingiram o estadio V6 (RITCHIE et al., 1982), quinto trifélio expandido, e a sexta folha
trifoliolada aberta de tal modo que os bordos de cada foliolo ndo se tocavam. A maneira de
pulverizacdo e a exposicdo dos triflios foram semelhantes ao experimento I. Utilizou-se um
pulverizador costal, pressurizado a CO,, dotado de barra com quatro pontas de pulverizacao
do tipo XR 11002 (Teejet Inc., lllinois, EUA). A barra de pulverizacdo foi movida
horizontalmente com uma velocidade de 5 km h™, operando a 207 kPa de pressdo e calibrada
para um volume de 150 L ha™.

Para o exposto, a parte abaxial do quarto e quinto trifélio foi fixada com fita dupla face
em um policloreto de polivinila (PVC) de maneira similar a Figura 1. A fixacdo do trif6lio
ocorreu para que, durante a pulverizacdo da solucdo dos tratamentos, os trifdlios
permanecessem completamente expostos, de modo que cada folha néo se tocasse e recebesse
a mesma quantidade de 1A por unidade de area. O PVC foi sustentado por estacas metalicas.
As coletas de folhas para analise da concentragdo dos IA basearam-se na retirada do quarto e
quinto trifélio completamente expandido.

A pulverizacdo das cultivares foi realizada no dia 09/12/2015 as 10h00. A condicéo
meteorologica no momento da pulverizacéo foi de temperatura de 26,5 °C e umidade relativa
do ar de 70%. As pulverizagOes foram realizadas dentro da casa de vegetagéo.

Aos 12, 16 e 20 dias ap6s a pulverizacdo, as folhas foram lavadas de acordo com a
metodologia do experimento I. Apos lavadas, as folhas foram imediatamente acondicionadas
em papel aluminio e levadas para frezzer -25°C. As amostras foram conservadas até sua

andlise, para a quantificacdo dos IA.
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Extracéo e quantificacdo dos Ingredientes Ativos (1A)

As concentracdes dos IA nas folhas foram mensuradas pelo laboratério do CEPARC
(Centro de Pesquisa e Analise de Residuos e Contaminantes da UFSM). Os resultados do
experimento referem-se a amostras de folhas de soja analisadas por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (UPLC-MS / MS). O método de extracdo, bem como a
quantificacdo dos IA em folhas foram atraves da mesma metodologia descrita no experimento
l.

Analise estatistica

Para analisar o efeito dos IA associados ou ndo com mancozebe e sua dissipacdo em
folhas, as cultivares foram analisadas separadamente. No segundo momento foi analisado o
efeito das cultivares para a dissipacdo dos IA em folhas. Nesse aspecto, as cultivares foram
analisadas comparativamente para entender esse efeito.

Os dados obtidos das concentracGes dos IA foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e a interacdo entre os fatores bem como suas médias, foram comparadas através do
teste de Tukey (5%), calculado através do software ASSITAT, versdo 7.6 (SILVA;
AZEVEDO, 2009). Os gréficos foram criados com Excel 2010® (Microsoft, Redmond, WA,
EUA).

4.4.3 Experimento 111
Crescimento e manejo das plantas

O experimento foi conduzido simultaneamente com o experimento I, em casa de
vegetacdo e nas mesmas condigbes. Com isso, 0 estabelecimento e desenvolvimento das
plantas até o momento da pulverizacdo foram semelhantes.
Tratamentos e delineamento experimental

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, em arranjo

fatorial (2x2), totalizando quatro tratamentos com trés repeticbes. Em cada repeticdo foi

considerado um vaso com duas plantas. O fator A foi composto por duas cultivares de soja
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(BMX Tornado RR e DM 6563 RSF IPRO); Para o fator B foi considerado duas posi¢des de
avaliagdo na planta (3° — trifélio inferior e 4° — trifélio superior); O fungicida considerado na
pulverizacdo foi a mistura de PIR na dose 79,8 g i.a ha™ e EPOX na dose de 30 g i.a ha™ com
adicdo de 6leo mineral na dose de 567 g i.a ha’, na sua formulagdo comercial de Assist®
(0,750 L p.c ha™).

Pulverizacdo dos tratamentos

A pulverizagdo do fungicida em plantas foi realizada da mesma forma que o
experimento |. As duas cultivares foram pulverizadas no mesmo momento, no dia 30/05. As
condi¢cdes meteoroldgicas no momento da pulverizacdo eram de temperatura de 26,5 °C,
umidade relativa do ar de 55 %.

As folhas foram lavadas 4h ap6s a pulverizacdo e imediatamente coletadas. Para a
lavagem foi utilizada uma pistola pulverizadora elétrica 300 w, marca Air Plus Spray,
capacidade de 750 ml. O jato de agua dirigido foi padronizado em ambas as faces da folha.
Cada trifélio recebeu 60 ml de agua para retirada do produto ainda ndo penetrado através do
tecido foliar. Os valores observados de EPOX e PIR referem-se as concentragdes dos IA nos
tecidos foliares 4 h ap6s a pulverizacéo.

As folhas trifolioladas foram recolhidas ap6s a lavagem e imediatamente envolvidas
em papel aluminio para quantificacdo dos IA. O método de extracdo, bem como a
guantificacdo dos IA em folhas foram através da mesma metodologia descrita para o

experimento 1.
Andlise estatistica

Primeiramente os dados foram analisados para verificar o efeito da idade de trifolios
sob a interacdo dos IA EPOX e PIR em folhas. Na sequéncia foi analisado o efeito das
cultivares sob a interagdo dos IA em folhas.

Os dados obtidos das concentracdes dos IA foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e a interagéo entre os fatores bem como suas médias, foram comparadas através do
teste de Tukey (1%), calculado através do software ASSITAT, versdo 7.6 (SILVA;
AZEVEDO, 2009). Os graficos foram criados com Excel 2010® (Microsoft, Redmond, WA,
EUA).
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4.5 Resultados e Discussoes

4.5.1 Experimento |

A analise de variancia dos dados apresentou efeito significativo para a interacao entre
cultivares, ingredientes ativos (IA) associados ou ndo com mancozebe e tempos de coletas
apos a pulverizagdo, para as concentrages de epoxiconazol (EPOX) e piraclostrobina (PIR)
em folhas de soja. Concentracbes de EPOX e PIR j& foram detectaveis em folhas de soja
coletada 0,17 h ap6s a pulverizacdo. As concentragdes dos IA em folhas de soja representam a
guantidade de 1A transferido do deposito pulverizado sobre a superficie da folha para a parte
interna da planta.

Os dados de penetracdo dos IA no tecido foliar da cultivar BMX Tornado RR foram
analisados a partir das concentracdes de EPOX e PIR nos tempos de coletas 0,17, 1, 2, 4 e 48
h apds a pulverizacdo (Figura 2 A,C). As concentracGes de EPOX em folhas foram menores
nas coletas as 0,17 h e 48 h apds a pulverizacdo, quando associado mancozebe ao produto.
Dessa maneira, a associacdo de mancozebe ao produto e apds a pulverizagdo sob o tecido
vegetal exerce influencia na interacdo de EPOX e a planta. Gozzo et al. (1988) também
verificaram que mancozebe retarda consideravelmente a penetracdo do fungicida benalaxil
através de folhas de uva. A reduzida penetracdo de epoxiconazol e benalaxil pode ser
atribuida a uma alterada particdo pela presenca do fungicida de contato mancozebe. Alguns
fatores podem ser afetados pela interacdo de duas classes de agrotdxicos, quando aplicados
em misturas, dentre eles o processo de penetracdo, translocacdo e metabolismo dentro da
planta (HARTZLER et al., 2002). Nas coletas realizadas 1, 2 e 4 h apds a pulverizacdo ndo
foram observadas diferencas na concentracdo de EPOX quando da associacdo com
mancozebe. O mesmo foi observado para as concentracdes de PIR, que ndo variaram pela
associacdo ou ndo de mancozebe, nas coletas as 0,17, 1, 2, 4 e 48 h. Assim, para PIR, a
associacao de mancozebe ao produto ndo exerceu influéncia sobre a interacdo do IA e a planta
apos a pulverizacao sob o tecido vegetal.

Os dados de dissipacdo dos IA no tecido foliar na cultivar BMX Tornado RR foram
analisados a partir das concentraces de EPOX e PIR nos tempos de coletas 48, 96 e 192 h
(Figura 2 B,D). As concentracGes de EPOX foram semelhantes, nas coletas as 96 e 192 h,
independente da associa¢do ou ndo de mancozebe ao produto. Para PIR, a coleta realizada as
96 h apresentou maior concentracao do IA, quando mancozebe foi associado ao produto. No

entanto, na coleta as 192 h n&o foi possivel verificar essa diferenga na concentracdo de PIR



53

pela associacdo de mancozebe. Percebe-se que a associagdo de mancozebe ao produto afetou

a dissipacdo de PIR somente as 96 h ap0s a pulverizagao para a cultivar BMX Tornado RR.
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Figura 2 — Concentracdo dos ingredientes ativos (IA) associados e ndo com mancozebe (Mz)

(mg kg™) em tempos de coletas ap6s a pulverizacdo (h) em folhas de soja cultivar
BMX Tornado RR. Concentragdes de epoxiconazol (EPOX) (A) e piraclostrobina
(PIR) (C) que indicam penetragdo em folhas. Concentragdes de EPOX (B) e PIR
(D) que indicam dissipacdo em folhas. *Letras mindsculas, comparagdo de IA associado
ou ndo com mancozebe em cada combinagdo de tempos de coletas apds a pulverizacdo; letras
maiusculas, comparacdo de tempos de coletas ap6s a pulverizagdo em cada combinacdo de IA
associado ou ndo com mancozebe; médias seguidas pela mesma letra minGscula e maidscula ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). C.V. (A) % =7,28; C.V. (B) % =
5,36; C.V. (C) % =4,30; C.V. (D) % = 3,53.
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Os dados de penetracdo dos IA no tecido foliar da cultivar DM 6563 RSF IPRO
foram analisados a partir das concentracfes de EPOX e PIR nos tempos de coletas 0,17, 1, 2,
4 e 48 h apo6s a pulverizagdo (Figura 3 A,C). As concentracdes de EPOX em folhas foram
menores nas coletas as 0,17, 1, 4 e 48 h apos a pulverizacdo, quando associado mancozebe ao
produto. Novamente, vale ressaltar que a menor concentracdo de EPOX nesses tempos de
coletas pode ser atribuida a uma alterada particdo nos tecidos foliares pela presenca do
fungicida de contato mancozebe, assim como visualizado na cultivar BMX Tornado RR.
Dessa maneira, entende-se que a associacdo de mancozebe ao produto reduz a taxa de
penetracdo de EPOX em folhas, apds a pulverizacdo sob o tecido vegetal, exercendo
influéncia na interagéo do IA e a planta. As concentragdes de PIR em folhas foram menores
nas coletas as 0,17, 1 e 4 h ap6s a pulverizacdo, quando associado mancozebe ao produto. No
entanto, na coleta as 48 h ndo apresentou essas diferencas para a concentracdo de PIR. Assim,
a associacdo de mancozebe ao produto, reduziu a taxa de penetracdo também de PIR na
cultivar DM 6563 RSF IPRO, mas a concentracdo final encontrada as 48 h ndo sofreu
influéncia.

Os dados de dissipacdo dos 1A no tecido foliar da cultivar DM 6563 RSF IPRO foram
analisados a partir das concentraces de EPOX e PIR nos tempos de coletas 48, 96 e 192 h
(Figura 3 B,D). Na coleta realizada as 96 h apds a pulverizacdo, as concentracdes de EPOX
foram menores quando da associa¢do do mancozebe ao produto. No entanto, na coleta as 192
h as concentracdes de EPOX foram semelhantes, independente da associacdo ou ndo de
mancozebe ao produto. Para PIR, a coleta realizada as 96 h apresentou concentracfes
semelhantes do IA, quando mancozebe foi associado ao produto. No entanto, na coleta as 192
h foi possivel verificar maiores valores na concentracdo de PIR pela associacdo de
mancozebe. Percebe-se que a associacdo de mancozebe ao produto influenciou a persisténcia
dos 1A nos tecidos foliares, reduzindo em parte, a taxa de dissipagdo de EPOX e PIR em
folhas da cultivar DM 6563 RSF IPRO. De acordo com Gozzo et al. (1988), mancozebe
podera influenciar a dissipacdo de um produto no interior da folha, quando utilizado em
associacdo. Os autores verificaram que a dissipacdo de benalaxil dentro das folhas de uva foi
um pouco menor quando aplicado em mistura com mancozebe, do que quando foi aplicado
separadamente. O autor relata que um produto da decomposi¢do de mancozebe podera atuar
como inibidor da enzima oxidase em folhas. Essa inibicdo podera resultar em menor ataque
enzimatico ao benalaxil, resultando em maiores concentracdes nas folhas.

Héa evidéncia de que a persisténcia de agrotdxicos em plantas pode ser alterada quando

utilizados em combinagdo com outros. Segundo Van Eerd et al. (2003), alguns agrotdxicos
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podem estimular ou prejudicar a agdo do complexo enzimatico P-450, que é responsével por
uma das fases de metabolismo destes em plantas. Os inseticidas organofosforados e os
herbicidas ALS sdo degradados pelo mesmo sistema enzimatico em plantas de milho
(HARTZLER, 2000). Se o inseticida organosfosforado estiver presente na planta de milho no
momento da aplicacdo do herbicida, a taxa de metabolizag&o do herbicida pode ser reduzida
(HARTZLER, 2000). Sugere-se que, através da associacdo de fungicidas também podera
ocorrer diferentes taxa de metabolizacdo na planta.

InformacBes sobre a persisténcia de fungicidas em plantas sdo escassos,
principalmente quando hé associagdo de produtos em tanque de pulverizacdo, embora elas
estejam no cotidiano e facam parte da realidade de campo. Nesse sentido, estudos deveriam
ser conduzidos para melhorar a compreensdo da persisténcia dos fungicidas em plantas.
Existem informacbes que chegam ao produtor, as quais tém origem incerta e carecem de
confiabilidade (RAMOS; ARAUJO, 2006).



56

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00

0,00
C

epoxiconazol (mg kg™')

50,00
45,00
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

piraclostrobina (mg kg™')

mSem Mz @ Com Mz

Tempos de coletas apés a pulverizagio (h)

aB I
aC bB B
aD B
aE* bC
bD
0,17 | 2 4
aAn
. aA
ab (
aC .n bB B
aD |
bC B
-t aE* [
bD
=T T T |
0,17 1 2 4 48

epoxiconazole (mg kg'')

piraclostrobina (mg kg™")

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

50,00
45,00
40,00
35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

mSem Mz ®Com Mz
aA*
1 bA
48 192
an*
aA aA
1 aAB aB
- bB -
48 96 192
Tempos de coletas apos a pulverizaciio (h)

Figura 3 — Concentracdo dos ingredientes ativos (IA) associados e ndo com mancozebe (Mz)
(mg kg™) em tempos de coletas ap6s a pulverizacdo (h) em folhas de soja cultivar
DM 6563 RSF IPRO. Concentracbes de epoxiconazol (EPOX) (A) e
piraclostrobina (PIR) (C) que indicam penetracdo em folhas. Concentragdes de
EPOX (B) e PIR (D) que indicam dissipacdo em folhas. *Letras mindsculas,
comparacdo de IA associado ou ndo com mancozebe em cada combinacdo de tempos de coletas
apo6s a pulverizacgdo; letras maitsculas, comparacao de tempos de coletas apos a pulverizagdo em
cada combinagdo de IA associado ou ndo com mancozebe; médias seguidas pela mesma letra

minGscula e maiUscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). C.V.
(A) % =6,73; C.V. (B) % =4,75; C.V. (C) % =4,59; C.V. (D) % = 4,29.

As cultivares apresentaram diferencas significativas na interacdo produto e a planta.

Para entender esse efeito, as médias dos IA associados e ndo com mancozebe foram

comparadas entre as cultivares. Houve efeito significativo para a taxa de penetracdo de EPOX

e PIR entre as cultivares (Figura 4 A, C) e para a taxa de dissipagdo de PIR entre as cultivares
(Figura4 D).
A cultivar DM 6563 RSF IPRO apresentou maior concentragcdo de EPOX em folhas

nas coletas realizadas 2 e 48 h apos a pulverizagdo em relacdo a cultivar BMX Tornado RR
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(Figura 4 A). A cultivar BMX Tornado RR apresentou maior concentragdo de PIR nas coletas
0,17, 1, 4 e 48 h, o que indica maior taxa de penetracdo desse IA em folhas desta cultivar
(Figura 4 C). As cultivares apresentam parametros morfoldgicos e fisioldgicos que distinguem
uma cultivar da outra. A distinguibilidade de uma cultivar refere-se a diferenca clara de
qualquer outra cultivar cuja existéncia na data do periodo de protecdo seja reconhecida
(GRILLI, 2005). A cuticula adaxial e as epidermes adaxial e abaxial sdo significativamente
mais espessas em Coffea racemosa, enquanto o parénquima lacunoso é maior em folhas de C.
ardbica (RAMIRO et al., 2004). Sugere-se que as cultivares de soja também podem
apresentar diferencas na sua morfologia foliar, o que podera ter influéncia nas diferentes taxas
de penetracdo dos IA em folhas.

A cuticula é importante para a protecao dos tecidos vivos das plantas contra a perda de
agua (SCHONHERR, 1982), mas constitui-se também em uma barreira para a penetragdo de
agrotoxicos aplicados via foliar (HEREDIA et al., 1998). Ela é a principal via de penetracdo
dos agrotoxicos, o que torna o seu conhecimento de importancia fundamental nos estudos de
penetracio desses compostos (PROCOPIO et al., 2003). A composicdo quimica do
revestimento cuticular é variada, sendo a cutina e a cera seus principais componentes. A
quantidade e a composicdo da cera epicuticular variam com a espécie e com a variedade
(FERREIRA et al., 2005). Sugere-se que as cultivares de soja também podem apresentar
quantidade e/ou composi¢do distinta na cera epicuticular, o que podera ter influéncia nas
diferentes taxas de penetracdo dos IA. Ferreira et al. (2005) relataram que a cera da cultivar de
cana de acucar sensivel a mistura dos herbicidas trifloxysulfuron-sodium + ametryn
apresentou menor numero de componentes quimicos e predominancia de ésteres graxos de
cadeia mais curta que os encontrados nos demais cultivares, bem como pequena proporcao de
esteroides e hidrocarbonetos. Nas cultivares com média sensibilidade & mistura dos
herbicidas, a cera apresentou maior propor¢édo de hidrocarbonetos e esteroides.

As cultivares ndo apresentaram diferencas na taxa de dissipacdo de EPOX (Figura 4
B). Os dados mostraram reducdo da concentracdo dos IA apds as 48 h da pulverizacéo, o que
evidencia a dissipacdo do fungicida na folha. Existem enzimas que apresentam a capacidade
de metabolizar diversos agrotoxicos, proporcionando a desintoxicacdo das plantas
(MANNERVIK; DANIELSON, 1988). Dentre as enzimas, esta a glutationa S-transferase, que
catalisa a conjugacdo de glutationa (GSH) a uma variedade de substratos hidrofébicos e
eletrofilicos, geralmente toxicos no citoplasma (WILCE; PARKER, 1994; KREUZ et al.,
1996), produzindo conjugados solUveis em agua de agrotoxicos, o que reduz sua toxicidade
(COLE, 1994; KREUZ et al., 1996).
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Analisando as concentracGes de PIR em folhas das duas cultivares de soja, pode-se
observar diferencas na concentracdo do 1A no tecido foliar 96 h ap6s a pulverizacéo (Figura 4
D). O resultado apontou que a taxa de dissipacdo de PIR é diferente entre as cultivares.
Cataneo et al. (2003) relataram que as cultivares podem apresentar distinta taxa de absorcéo,
translocacdo, metabolizacdo e/ou conjugacdo dos herbicidas na planta. Sugere-se que as
diferentes cultivares podem apresentar diferencas morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas
que poderdo influenciar a dissipacdo do fungicida na planta. Faria et al. (2013) encontram
menores valores de condutancia estomatica (gs) e taxa transpiratoria (E) da cultivar de cana
de agucar SP 81- 3250 em relacdo a cultivar RB 867515. Os processos fisioldgicos das
cultivares de soja também poderdo ser diferentes, o que poderé ter influenciado a dissipagéo
do fungicida.

A interacdo produto-planta depende de uma série de fatores, que influenciam a
eficacia do controle quimico. Dessa maneira, a cultivar e a associacdo de produtos sao fatores
que devem ser analisados antes da aplicacdo, nas quais afetardo a interacdo do produto e a
planta e consequentemente o controle das doencas. Estudos também mostram que a condicao
hidrica da planta no momento da pulverizacdo (STEFANELLO et al., 2016a) e as condi¢bes
climaticas, nos diferentes horéarios de aplicacdo também influenciam a interacdo do produto e
a planta, que afetara o controle quimico (STEFANELLO et al., 2016b).
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Figura 4 — Concentracdo da média dos ingredientes ativos (IA) associados e ndao com
mancozebe (Mz) (mg kg™) em tempos de coletas ap6s a pulverizacdo (h) em
folhas de soja cultivar DM 6563 RSF IPRO e BMX Tornado RR. Concentracdes
de epoxiconazol (EPOX) (A) e piraclostrobina (PIR) (C) que indicam penetracao
em folhas. Concentragbes de EPOX (B) e PIR (D) que indicam dissipacdo em

folhas. *Letras mindsculas, comparacdo de cultivares em cada combinacdo de tempos de
coletas ap6s a pulverizacdo; letras mailsculas, comparacdo de tempos de coletas apos a
pulverizagdo em cada combinagdo de cultivar; médias seguidas pela mesma letra mindscula e
mailscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). C.V. (A) % =
7,01; C.V.(B) % =5,04; C.V. (C) % =4,44; C.V. (D) % = 3,92.

O efeito negativo da lavagem esteve diretamente ligado ao intervalo entre a
pulverizacdo e a ocorréncia dela. Quando a lavagem ocorreu aos 0,17, 1, 2, 4 e 48 h apos a
pulverizacdo do fungicida, a remocgéo dos IA da superficie foliar foi diminuindo com o passar
do tempo, ao passo que a concentracdo dos IA foi aumentando, atingindo seu maximo de
concentragdo. Pode-se dizer que uma vez no interior do tecido foliar, os IA sdo menos
suscetiveis a lavagem. A velocidade com que os fungicidas sistémicos penetram e translocam

nos tecidos deve-se as suas propriedades fisico-quimicas. Entre as propriedades fisicas que
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influenciam a penetracdo foliar dos IA, o particionamento octanol-agua (logKow) €
frequentemente considerado o parametro fundamental para a penetracdo da cuticula e
redistribuicdo (KIRKWOOD, 1999; WANG; LIU 2007). Epoxiconazol apresenta um valor de
3,44, enquanto que piraclostrobina apresenta um valor de 3,99 (TOMLIN, 2003). Bromilow e
Chamberlain (1989) afirmam que a sistemicidade de compostos podem ser previstos pela
lipofilicidade, e que os compostos com valores logKow acima de 3 apresentam dificuldade de
se mover em plantas.

Os IA foram removidos da superficie de folhas das duas cultivares de soja através da
lavagem das 0,17 h apds a pulverizacdo (Figura 4). Os dados foram verificados através da
média dos IA associados e ndo com mancozebe. As concentracGes removidas em folhas da
cultivar BMX Tornado RR pela lavagem as 0,17 h ap6s a pulverizacéo foram de 79,2 e 80,9%
de EPOX e PIR, respectivamente, quando comparado ao maximo das concentracdes
visualizadas as 48 h no tecido foliar. Em folhas da cultivar DM 6563 RSF IPRO, a remocao
de EPOX e PIR foram de 82,9 e 85,1 %, respectivamente, pela lavagem as 0,17 h apds a
pulverizacdo. A chuva logo apds a pulverizacdo exerce grande efeito na remocdo dos IA
pulverizado em folhas. A ocorréncia de chuva pode afetar a estrutura e atividade do produto
pela sua diluicdo, redistribuicdo, remocdo fisica ou ainda pela remocdo dos tecidos
(THACKER; YOUNG, 1999).

Por um lado, os dados apontam que grande parte dos IA s&o removidos pela lavagem
0,17 h apds a pulverizacdo. Por outro lado, os dados revelam que parte dos IA sdo
prontamente penetrados atravées dos tecidos foliares apds a pulverizacdo, ndo sendo removidos
pela lavagem. Lenz et al. (2011) mostraram que parte do 1A aplicado é prontamente penetrado
pelos tecidos foliares da planta logo ap6s o contato com eles, mesmo com a ocorréncia de
chuva imediatamente apos a pulverizacdo. No entanto, os autores avaliaram indiretamente a
taxa de penetracdo do fungicida através da analise indireta pelo aparecimento da primeira
pustula de P. pachyrhizi. O nosso experimento analisou a taxa de penetracdo atraves da
andlise direta, pela quantificacdo dos 1A nos tecidos foliares através de analise cromatogréafica
liquida de alta eficiéncia.

O estudo conduzido expressou que o método de lavagem foi verdadeiramente
eficiente, removendo os IA ainda nédo difundidos através da folha. Melo et al. (2015) mostram
que apenas 5 mm de chuva é suficiente para a remocéo de deposito de clorantraniliprole ainda
ndo penetrado através de superficies foliares de trigo e milho. Hunsche et al. (2007) relataram
uma perda de até 90% de mancozebe aplicado e posteriormente lavado a partir de mudas de
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macd. Wauchope et al. (2004) relataram que muitos agrotoxicos insollveis foram
relativamente lavaveis, com perdas variando de 50% a 80%.

A concentracdo dos IA foi aumentando com o passar do tempo, atingindo seu maximo
as 48 h apos a pulverizacdo. A penetracdo de EPOX e PIR foi mais rapida nos primeiros
intervalos de tempo (Figura 4). Analisando a concentracdo, na média dos IA associados e ndo
com mancozebe, pode-se verificar que 54,7 e 59,9% da concentracdo de EPOX e PIR,
respectivamente, foram encontradas 1 h apds a pulverizacdo em folhas da cultivar BMX
Tornado RR, comparado com 0 maximo da concentracdo visualizado as 48 h. Para a cultivar
DM 6563 RSF IPRO, as concentracbes de EPOX e PIR foram de 38,2 e 45,8%,
respectivamente, 1 h ap6s a pulverizacdo. Uma concentracdo consideravel dos IA no tecido
foliar foram observados 1h ap0s a pulverizacdo. A dose inicial do ativo na superficie da folha
€ maior em periodos iniciais apds a pulverizacdo, facilitando a difuséo para o interior da folha
(FORSTER et al.,, 2006). A absor¢cdo de massa de 2-deoxy-D-glucose (DOG), 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) e epoxiconazol {(2RS,3SR)-1-[3-(2-chlorophenyl)-2,3-
epoxy-2- (4-fluorophenyl)propyl]-1H-1,2,4-triazole} na presenca dos agentes surfactantes
demonstraram que a dose inicial do agrotéxico (em nmol mm™) aplicado na folhagem da
planta foi uma determinante forte e positiva de absor¢do (FORSTER et al., 2006).

A remocdo dos IA em folhas foram reduzindo pela lavagem as 2 e 4 h apds a
pulverizacdo (Figura 4). Os dados mostram que 4 h apés as pulverizacfes, 82,1 e 90,8 % de
EPOX e PIR, respectivamente, ja sdo penetrados através do tecido foliar na cultivar BMX
Tornado RR, comparada com a concentracdo observada as 48 h. Para a cultivar DM 6563
RSF IPRO, as concentracdes de EPOX e PIR foram de 73,7 e 84,9 %, respectivamente, 4 h
apos a pulverizacdo, comparada com a concentracdo visualizada as 48 h. Os dados revelam
que mesmo uma lavagem 4 h apos a pulverizacdo pode remover parte dos IA ainda nédo
penetrados nos tecidos foliares. Reddy e Locke (1996) jA& mencionaram os efeitos das
caracteristicas de superficie da folha para a retencdo de pulverizagdo com imazaquin em duas
espécies de plantas daninhas, mas ndo proporcionaram detalhada discussdo. E necesséria uma
investigacdo mais detalhada para esclarecer o mecanismo de penetracdo de agrotoxicos em
folhas de soja, especialmente pela utilizacdo de fungicidas.

Analisando as duas cultivares, pode-se notar reducdo das concentracbes de EPOX e
PIR as 96 e 192 h nos tecidos foliares, quando comparados aos valores de 48 h (Figura 2 B, D
e Figura 3 B, D). Os dados revelam que, a partir de 48 h apds a pulverizagdo, os IA sdo
dissipados pela planta. Jacobsen et al. (2015) relataram a meia vida de agrotdxicos em plantas

através de modelos que indicam os processos de dissipacao de produtos quimicos. A diferenca
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entre 0 empirico e as taxas de perdas calculadas representa uma degradacdo dentro das
plantas, quer por transformagao enzimatica ou por fotolise. O crescimento das plantas também
é um processo de dissipacdo, que leva a concentracdes mais baixas por diluicdo (JACOBSEN
et al., 2015). Os autores complementam que o processo de dissipacao eficiente é quando os
agrotoxicos sdo aplicados durante a fase de crescimento exponencial. Komossa et al. (1995)
verificaram o metabolismo de agrotdxicos em culturas de células em suspensdo de soja e
trigo. Nesses testes, a degradacdo foi rapida, sendo muitas vezes vista dentro de curtos
periodos de tempo. Por exemplo, mais de 90% do herbicida 2,4-D foi degradado em
metabdlitos principalmente polares dentro de 48 h por células de trigo (KOMOSSA et al.,
1995).

As concentracdes mais baixas nos tecidos foliares as 96 e 192 h, deve-se também as
propriedades tdéxicas dos IA fungicidas em células de plantas. Preez e Caldwell (2004)
verificaram fitotoxidade em folhas de soja pela aplicacdo de epoxiconazol + piraclostrobina
pela ma formacéo de folhas, com ligeira redugdo de estatura. Alguns relatérios apontaram que
a aplicacao de fungicidas tem consequéncias sobre a fisiologia das plantas, tais como reducdo
de crescimento, perturbacdo do desenvolvimento dos o6rgaos reprodutivos, alteracdes do
metabolismo do nitrogénio, e/ou do carbono, devido as propriedades toxicas dos IA
(SALADIN et al., 2003). Estas caracteristicas fisiologicas sdo fundamentais para as plantas, e
é refletida por ambas, taxa fotossintética e mobilizacdo de reservas de carboidratos (PETIT et
al., 2008). Através das alteracbes morfoldgicas e fisiologicas causadas pelo uso de fungicidas,
as plantas precisam remover e/ou metabolizar esses compostos potencialmente toxicos para se
proteger, levando-os a concentrages mais baixas no tecido foliar, apds a aplicacéo.

As células das plantas sdo capazes de remover um grande nimero de compostos
potencialmente tdxicos a partir do citoplasma (ECKARDT, 2001). O autor ainda cita que 0s
compostos sdo sequestrado em vacuolos ou transportado para a parede celular. Sandermann
(1992) ainda demostra que o metabolismo dos compostos toxicos pela planta podem ser
realizado pelo citocromo P450 e glutationa-transferases que estdo envolvidos nas duas
primeiras fases de desintoxicacdo de um ndmero de hidrocarbonetos policlorados e
policiclicos e agrotoxicos relacionados, bem como as toxinas enddgenas. Existe uma boa
evidéncia que os transportadores da super-familia ABC (transportadores multi drogas) estdo
envolvidos no transporte de conjugados de glutationa em células de plantas (REA et al., 1998;
THEODOULOU, 2000).

A Dbiotransformacdo de agrotoxicos pode ocorrer através de mdaltiplos processos

conhecidos como metabolismo. Transformacdo enzimatica, que é principalmente o resultado
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de processos bidticos mediados por plantas e microorganismos, € a principal via de
desintoxicacdo e metabolismo de agrotdxicos na vegetacdo (VAN EERD et al., 2003). Uma
vez nas partes internas de plantas, um agrotdxico pode ser metabolizado através de sistemas
enzimaticos internos. Tais transformacfes bioldgicas, que envolvem enzimas como
catalisadores, frequentemente trazem grandes modificagdes na estrutura e propriedades
toxicologicas dos poluentes. Plantas geralmente metabolizam agrotdxicos para compostos
conjugados soluveis em agua e residuos ligados, que sdo menos ou nao toxicos, podendo ficar
na planta (HATZIOS, 1991). Atraves desse conhecimento, pode ser entendido a menor
concentracdo de EPOX e PIR as 96 e 192 h ap06s a pulverizagéo.

A andlise comparativa entre as concentracGes dos IA em folhas apresentou resposta
superior de PIR, comparada com EPOX em todas as coletas. 1sso demonstra que a penetracdo
e/ou a retencdo de PIR é superior que EPOX em folhas das duas cultivares de soja. Cada
composto ou formulagdo necessitara de experimentos separados para determinar suas
propriedades e sua influéncia na interagdo com a planta (HUNSCHE et al., 2007). Duas
hipdteses podem explicar este fato. A primeira hipdtese é que a concentracdo de PIR (133 g L
1) no produto Opera® é maior que EPOX (50 g L™). A maior concentracdo de PIR favorece a
difusdo para o interior da folha devido a diferenga de concentracdo na superficie da folha
tratada em relagéo ao interior do tecido vegetal. Forster et al. (2004) encontraram que a dose
inicial foi determinante positiva para a penetracdo de todas as formulacfes de agrotdxicos
estudados ao longo de um amplo intervalo de concentracdo, mesmo quando eles excederam as
concentracdes normais de operacao. Os adjuvantes, o tipo de formulacéo, a propor¢do de IA
por adjuvante, a estrutura quimica e fisica da cuticula, a dispersdo da gota na superficie foliar,
o tempo de secagem e a concentracdo de IA na goticula de pulverizacdo estdo entre 0s muitos
pardmetros de aplicacdo que influenciam a penetracdo do IA (WHITE et al., 2002; STOCK,
1996; FORSTER et al., 2006; RIEDERER; FRIEDMANN, 2006; ZABKIEWICZ, 2007;
SCHONHERR; BAUR, 1994; STOCK et al., 1993).

A segunda hipotese que explica a maior penetracao e/ou retencdo na cuticula de folhas
de soja de PIR em relacdo ao EPOX é que o logKow de PIR (logKow = 3,99) é maior que
EPOX (logKow = 3,44) (TOMLIN, 2003). A lipofilicidade, pelos maiores valores de logKow,
esta entre as principais propriedades fisico-quimicas que explica a tendéncia dos IA serem
retidos na superficie do tecido graxo da planta, que favorece a parti¢cdo no interior das celulas
vegetais (FUJISAWA et al., 2002). Wang e Liu (2007) consideraram a lipofilicidade critica
para a penetracdo foliar, por sua influéncia no movimento transcuticular. A penetragédo de 1A

é influenciada por suas caracteristicas de solubilidade, como indicado pelos coeficientes de
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particdo octanol/agua (logKow) e cuticula/dgua (logKcw). Penetracdo de compostos
hidrofilicos (baixo logkow) pode ser melhorada pela hidratacdo da cuticula, enquanto que o
transporte de solutos transcuticulares apolares (alto logKow) é aumentada por fatores que
reduzem a viscosidade da cera (KIRKWOOD, 1999).

A associacdo de mancozebe com outros fungicidas sitio-especifico em tanque de
pulverizacdo é uma pratica comum em sistemas de producdo e orientada para o rendimento,
sustentabilidade do cultivo e dos IA. Mancozebe é normalmente incluido em misturas como
um ferramenta para ajudar com a gestdo de resisténcia e de alargar o espectro do produto
frente as doencas (GULLINO et al., 2010). Eventualmente, o conhecimento obtido a partir
deste estudo de investigagdo permite a compreensao da persisténcia de EPOX e PIR em soja
associados ou ndo ao mancozebe, apds a ocorréncia de uma lavagem. A associacdo desses
produtos pode tornar-se parte do controle quimico, dentro do manejo integrado das doencas.
Neste estudo, a relacdo sugerida ndo € sem incertezas e é baseado apenas em dois IA
associados com mancozebe. Finalmente, tem que salientar que os resultados sdo destinados a
mais eficiente gestdo da doenca e sustentabilidade ndo somente do cultivo, mas também dos

agrotoxicos registrados.

4.5.2 Experimento 11

A analise de variancia dos dados apresentou efeito significativo para a interacao entre
ingredientes ativos (IA) associados ou ndo com mancozebe e tempos de coletas apds a
pulverizagdo, somente para as concentragdes de PIR em folhas da cultivar DM 6563 RSF
IPRO. Os fatores IA associados ou ndo com mancozebe e tempos de coletas ap6s a
pulverizagdo foram desdobrados dentro de cada cultivar. No primeiro momento, as cultivares
foram analisadas separadamente. A Figura 5 apresenta as concentragc0es dos IA para a cultivar
DM 6563 RSF IPRO e a Figura 6 apresenta as concentracdes dos IA para a cultivar BMX
Tornado RR.

A concentracdo de PIR na cultivar DM 6563 RSF IPRO aos 16 dias apés a
pulverizagdo foi menor quando mancozebe foi associado ao produto (Figura 5). No entanto,
aos 12 e 20 dias apds a pulverizacédo, as concentracdes de PIR em folhas foram semelhantes
pela associacdo ou ndo de mancozebe ao produto.

A analise de variancia dos dados ndo apresentou efeito significativo para a interagdo
entre 1A associados ou ndo com mancozebe e tempos de coletas apds a pulverizacdo, para as
concentragdes de EPOX em folhas da cultivar DM 6563 RSF IPRO (Figura 5) e BMX
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Tornado RR (Figura 6) e para as concentragdes de PIR em folhas da cultivar BMX Tornado
RR. Assim, a associacdo de mancozebe em calda de pulverizacdo com o produto Opera®
somente influenciou a persisténcia de PIR aos 16 dias ap0s a pulverizacdo na cultivar DM
6563 RSF IPRO. De acordo com Gozzo et al. (1988), mancozebe podera influenciar a
dissipagdo de um produto no interior da folha, quando utilizado em associagdo. Os autores
verificaram que a dissipagdo de benalaxil dentro das folhas de uva foi um pouco menor
quando aplicado em mistura com mancozebe, do que quando foi aplicado separadamente. O
autor relata que um produto da decomposi¢do de mancozebe podera atuar como inibidor da
enzima oxidase em folhas. Essa inibicdo poderad resultar em menor ataque enzimatico ao
benalaxil, resultando em maiores concentracdes nas folhas.

Na medida em que os tempos de coletas ficaram mais longevos apds a pulverizacéo,
menores foram as concentraces de EPOX e PIR em folhas das cultivares. Dessa maneira, 0s
dados revelam novamente que os IA em folhas sdo dissipados apés a pulverizagdo. Sugere-se
para os proximos estudos, avaliar a partir de que concentracdo dos IA em folhas ndo é
possivel controlar mais as doencas. Esses resultados proporcionardo estimativas do residual
de controle das doencas, contribuindo para a maior eficacia do controle quimico em plantas.

Analisando as concentrag¢des dos IA EPOX e PIR na cultivar DM 6563 RSF (Figura 5)
e na cultivar BMX Tornado RR (Figura 6), pode-se relatar que existe 1A nos tecidos foliares
aos 12, 16 e 20 dias apos a pulverizacdo. No entanto, os dados do experimento do capitulo |
apontam um residual efetivo de controle de Phakopsora pachyrhizi pelos IA EPOX + PIR de
no maximo cinco dias. Por um lado, os dados sugerem que ndo falta 1A no tecido foliar de
ambas as cultivares. Por outro lado, o estudo sugere novamente, uma reducdo do residual de
controle de P. pachyrhizi pelo uso de EPOX + PIR, possivelmente, devido & adaptacdo da
mistura de esporos utilizados na investigacdo. Tomados em conjuntos, os dados mostram que
a populacéo brasileira de P. pachyrhizi € menos sensivel para algumas misturas de IDM e 1Qo
(SCHMITZ et al., 2014; KLOSOWSKI et al., 2016). A analise de CYP51 em P. pachyrhizi
revelou que as mutacOes pontuais e sobre-expressdo estdo envolvidas na reducdo de
sensibilidade a EPOX (IDM) (SCHMITZ et al., 2014). Mutagdes no alvo do gene citocromo b
(cyt b) pode resultar na reducéo da sensibilidade para os fungicidas 1Qo, devido a reducdo na
afinidade de ligacdo do fungicida em virtude da mudanca na sequéncia do aminoacido
(KLOSOWSKI et al., 2016).
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Concentracéo dos IA (mg kg)

msem Mz

Mcom Mz

epoxiconazol*** piraclostrobina***

Tempos de coletas ap6s a pulverizagao (dias)

Figura 5 —

Concentracdo dos ingredientes ativos (I1A) epoxiconazol (EPOX) e piraclostrobina
(PIR) associados e ndo com mancozebe (Mz) em folhas da cultivar DM 6563 RSF

IPRO em tempos de coletas ap6s a pulverizagdo. *Letras mindsculas, comparagio de 1A
associado ou ndo com mancozebe em cada combinacgdo de tempos de coletas ap6s a pulverizacéo;
letras mailsculas, comparagdo de tempos de coletas ap06s a pulverizacdo em cada combinagédo de
IA associado ou ndo com mancozebe; **Letras mailsculas, comparacao de tempos de coletas ap6s
a pulverizacdo na combinacdo das médias dos IA associado e ndo com mancozebe; médias
seguidas pela mesma letra mindscula e maitscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (P < 0,05). *** Os |IA foram analisados separadamente. C.V. (EPOX) % = 2,77; C.V.
(PIR) % = 3,11.
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epoxiconazol*** | piraclostrobina*** |

Tempos de coletas ap6s a pulverizagdo (dias)

Figura 6 —

Concentracdo dos ingredientes ativos (1A) epoxiconazol (EPOX) e piraclostrobina
(PIR) associados e ndo com mancozebe (Mz) em folhas da cultivar BMX Tornado
RR em tempos de coletas ap6s a pulverizagdo. *Letras maiusculas, comparagio de
tempos de coletas apos a pulverizacdo na combinacdo das médias dos IA associado e ndo com
mancozebe; médias seguidas pela mesma mailscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Tukey (P < 0,05). **Os IA foram analisados separadamente. C.V. (EPOX) % = 4,11; C.V.
(PIR) 9% = 5,88.
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As cultivares apresentaram diferengas significativas na interagdo do produto e a
planta. Para entender esse efeito, as médias dos IA associados e ndo com mancozebe foram
comparadas entre as cultivares. Para o IA EPOX, a anélise de variancia dos dados revelou
efeito significativo somente para o fator cultivar. Para PIR, a andlise de variancia dos dados
apresentou efeito significativo para a interacdo entre cultivares e tempos de coletas apés a
pulverizag&o.

Na média dos dados de concentracdo de EPOX em folhas, a cultivar BMX Tornado
RR apresentou maior concentracdo do IA (Figura 7). As concentracBes de PIR em tecidos
foliares também foram maiores na cultivar BMX Tornado RR, em todos os tempos de coletas
apos a pulverizacao (Figura 8). O resultado aponta que a taxa de dissipacdo de PIR é diferente
entre as cultivares. Esse resultado corrobora com os apresentados no experimento 1.

A dissipacdo de agrotdxicos em plantas reduzem a concentracdo do IA em tecidos
foliares. Os agrotoxicos sdo considerados compostos estranhos para a planta. Assim, as
plantas necessitam remover esses compostos toxicos do interior da célula (ECKARDT, 2001).
Transportadores multidrogas formam uma grande classe de proteinas membranares presentes
nas células da maioria dos organismos. Estas proteinas se ligam a uma variedade de
compostos potencialmente citotoxicos e remove-os a partir da célula em um processo
dependente de ATP ou de protdes (ZHELENOVA et al., 2000). Tradicionalmente, os
transportadores multidrogas foram divididos em quatro superfamilias: a superfamilia ABC
(do inglés ATP-binding cassete), a maior familia facilitadora, a menor familia de resisténcia
multidrogas, e a familia de resisténcia-nodulacdo-divisdo celular (do inglés resistance-
nodulation-cell division family). Brown et al. (1999) definiu uma quinta familia, chamada de
familia de transportadores multidrogas e extrusdo de compostos toxicos (MATE). Os genes
MATE sdo abundantes em bactérias e plantas. Por exemplo, 0 genoma de Arabidopsis contém
pelo menos 54 membros da familia MATE. Como a familia MATE é menos conhecida, a
funcdo da maioria desses genes € também desconhecida, mas a caracterizagdo de alguns
membros da familia sugere uma multiplicidade de fung¢bes no crescimento e desenvolvimento
nas plantas dentro da superfamilia, além de seu papel no transporte de agrotoxicos
(ECKARDT, 2001).

Analisando os dados em conjunto, pode-se relatar que, a cultivar DM 6563 RSF IPRO
apresentou menor concentracdo de EPOX (Figura 7) e PIR (Figura 8). No entanto, no
experimento do capitulo |, a cultivar DM 6563 RSF IPRO apresentou menor acimulo de
ferrugem asidtica (AACPD= 119) que a cultivar BMX Tornado RR (AACPD= 177,3), pela

pulverizacdo de EPOX + PIR. Novamente, vale ressaltar que a cultivar € um fator que deve
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ser analisado antes da pulverizacdo, na qual afetard a interacdo produto e planta e
consequentemente a concentracdo dos IA nas folhas para o controle das doengas. Além disso,
foi apresentado também, que as cultivares apresentam diferencas em relacdo a resisténcia

parcial a P. pachyrhizi, que confere diferente responsividade as aplica¢des dos fungicidas.
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Figura 7 — Concentracdo na média de epoxiconazol (EPOX) associado e ndo com mancozebe
(Mz) (mg kg™) em tempos de coletas ap6s a pulverizacdo (h) em folhas de soja

cultivar DM 6563 RSF IPRO e BMX Tornado RR. *Letras mindsculas, comparagio
entre cultivares; médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (P <0,05). C.V. % = 3,75.
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Figura 8 — Concentragdo das médias de piraclostrobina (PIR) associadas e ndo com
mancozebe (Mz) (mg kg™) em tempos de coletas ap6s a pulverizagdo (h) em
folhas de soja cultivar DM 6563 RSF IPRO e BMX Tornado RR. *Letras
minudsculas, comparagdo de cultivares em cada combinagdo de tempos de coletas apos a
pulverizagdo; letras maiusculas, comparagdo de tempos de coletas ap6s a pulverizagdo em cada
combinacdo de cultivar; médias seguidas pela mesma letra mintscula e maitscula ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). C.V. % = 5,24.
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4.5.3 Experimento 111

A andlise de varidncia mostrou interacdo significativa para idade de trifolios e
Ingrediente Ativo (IA) (Figura 9). Sabe-se que, a medida que o caule cresce, diferenciam-se
lateralmente, regides onde surgem folhas e gemas axilares. As folhas verdadeiras formadas
pela planta sdo trifolioladas, com peciolos longos, e sdo produzidas unicamente (em nos
diferentes) e alternadamente no caule. Dessa maneira, os trifolios encontrados alternadamente
no caule sdo de diferentes idades. Devido a essa diferenca de idade, a estrutura do trifolio
podera apresentar diferencas morfoldgicas e fisiologicas (YODER et al., 1994; WARREN;
ADAMS, 2001; KARAVIN, 2013). Sugere-se que tais diferencas podem influenciar a
penetracdo de fungicidas em folhas de soja. Assim, foi possivel verificar que a concentracdo
de EPOX e PIR é maior em trifélios mais novos (4° trifélio - superior) que trifolios mais
velhos (3° trifélio - inferior).

Os dados revelam que a penetracdo de EPOX e PIR é mais rapida em trifélios mais
novos, pelas suas maiores concentragdes dos IA no tecido foliar. Esses dados corroboram com
os apresentados por Lenz et al. (2011), onde os autores relatam que trifélios mais novos
absorvem os fungicidas mais rapidamente e, em consequéncia, estabelecem um maior atraso
no desenvolvimento da doenca. No entanto Lenz et al. (2011) ndo quantificaram diretamente a
concentracdo dos IA em folhas. Os mesmos relataram essas diferencas através da medida
indireta, a partir do surgimento da primeira pustula de Phakopsora pachyrhizi em folhas. Ja
em nossas analises foram quantificadas a concentracdo dos IA em folhas através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A cuticula cobre toda a superficie da folha, incluindo
0s estdmatos e os tricomas. A mesma compde desta forma uma importante barreira para a
penetracdo de produtos quimicos aplicados via foliar (HEREDIA et al., 1998). A espessura e
composi¢do quimica da cuticula foliar variam com a espécie, idade, bem como os fatores
ambientais. Ha evidéncias de que a penetracdo de herbicidas decresce com 0 aumento da
idade da folha (GROVER; CESSNA, 1991). Da mesma maneira, os dados evidenciam que a

penetracdo de fungicidas também decresce com o aumento da idade da folha.
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Figura 9 — Concentracéo dos ingredientes ativos (IA) (mg kg™) 4 h ap6s a pulverizacéo na
média das folhas de soja da cultivar BMX Tornado RR e DM 6563 RSF IPRO.
*Letras mindsculas, comparacdo entre trifdlios em cada combinagdo de ingrediente ativo; letras
maiusculas, comparacdo entre ingredientes ativos em cada combinacdo de trifdlio; médias
seguidas pela mesma letra minuscula e maitscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (P <0,01). C.V. (%) = 3,00.

Analisando os 1A, pode-se verificar que a concentracdo de PIR é maior que EPOX em
folhas das duas cultivares (Figura 10). Os dados corroboram com os apresentados no
experimento |. Novamente, o estudo demonstra que a penetracdo de PIR é superior que EPOX
em folhas de soja. Cada composto ou formulacdo necessitara de experimentos separados para
determinar suas propriedades e sua influéncia na interacdo do produto e a planta (HUNSCHE
et al., 2007). Nos resultados do experimento | foram abordadas duas hipéteses, que podem
explicar as diferentes concentragdes dos IA nos tecidos foliares.

A andlise de variancia mostrou interagdo significativa para cultivares e a concentragdo
dos IA em folhas (Figura 10). Pode-se verificar que a concentragdo de PIR, em folhas da
cultivar BMX Tornado RR é maior, comparada a cultivar DM 6563 RSF IPRO. O resultado
corrobora com os apresentados no experimento I, deste capitulo (Figura 4 — experimento | do
capitulo ). A Figura 4 apresentada no experimento |, do capitulo Il mostra que a
concentragdo de PIR na cultivar BMX Tornado RR é também maior do que na cultivar DM
6563 RSF IPRO, 4 hs apos a pulverizagdo. A concentragdo de EPOX também é corroborada
pelos dados do outro experimento, da mesma figura, que aponta uma mesma concentracdo de
EPOX entre as cultivares, 4 hs ap6s a pulverizagdo. As cultivares apresentam parametros
morfolégicos e fisioldgicos que distinguem uma cultivar da outra. A distinguibilidade de uma
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cultivar refere-se a diferenca clara de qualquer outra cultivar cuja existéncia na data do
periodo de protecdo seja reconhecida (GRILLI, 2005). Sugere-se que as diferengas expressas
em diferentes cultivares de soja pode influenciar na taxa de penetracdo dos IA. Na discussado
dos dados no experimento |, desse capitulo, foram apresentadas algumas diferencas entre as
cultivares sob os aspectos morfoldgicos que podem explicar tais diferengas de concentracdo
dos IA em folhas. Como descrito anteriormente, ndo foi possivel verificar diferenca na

concentracdo de EPOX em folhas das duas cultivares, 4 h apos a pulverizacao.
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Figura 10 — Concentracdo dos ingredientes ativos (1A) (mg kg™) 4 h ap6s a pulverizagdo em

folhas de soja da cultivar BMX Tornado RR e DM 6563 RSF IPRO. *Letras
mindsculas, comparacdo entre cultivares em cada combinagdo de ingrediente ativo; letras
maiusculas, comparacgdo entre ingredientes ativos em cada combinagdo de cultivar; médias
seguidas pela mesma letra mindscula e mailscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (P <0,01). C.V. (%) = 3,00.

4.6 Conclusao

Através das condi¢des descritas no experimento | e Il, verificou-se que mancozebe
influencia a persisténcia de fungicidas Inibidores da DesMetilacdo (IDM) e Inibidores da
Quinona oxidase (1Qo) em cultivares de soja. No experimento I, a taxa de penetracdo de
epoxiconazol (EPOX) em folhas das cultivares DM 6563 RSF IPRO e BMX Tornado RR foi
mais rapida sem a associagcdo de mancozebe ao fungicida (IDM + 1Qo0). A associacdo de
mancozebe ao fungicida (IDM + 1Qo) reduziu a taxa de penetragdo de piraclostrobina (PIR)
na cultivar DM 6563 RSF IPRO. A maior concentracdo de EPOX e PIR em folhas das duas
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cultivares ocorreu as 48 h apos a pulverizagdo. Neste periodo, a concentracdo de EPOX foi
ligeiramente maior quando o fungicida (IDM + 1Qo) foi pulverizado sem a presenca de
mancozebe. A concentracdo de PIR em folhas das duas cultivares as 48 h apds a pulverizacéo
foi semelhante pela associacdo ou ndo do fungicida com mancozebe. As cultivares
apresentaram diferentes taxas de penetracdo dos IA em folhas. Observou-se uma reducéo das
concentrages dos IA nos tecidos foliares ap6s 48 h da pulverizagdo, evidenciando um
processo de dissipacdo dos 1A, apos esse tempo. As concentracfes de PIR em folhas de soja
foram superiores que EPOX nos diferentes tempos de coletas, apés a pulverizacdo do
fungicida. No experimento Il foi observado que a associagdo de mancozebe ao fungicida
(IDM + 1Qo) somente influenciou a persisténcia de PIR aos 16 dias ap6s a pulverizacdo na
cultivar DM 6563 RSF IPRO. A taxa de dissipacdo de PIR em folhas é diferente entre as
cultivares. A partir do experimento 11l foi verificado que a penetracdo dos IA é maior em

folhas mais novas do que em folhas velhas.
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5. CAPITULO IIl — SEVERIDADE DE FERRUGEM ASIATICA DA SOJA E
RESIDUAL DE CONTROLE DA MISTURA DE EPOXICONAZOL E
PIRACLOSTROBINA ASSOCIADA AO MANCOZEBE

5.1 Resumo

A Ferrugem Asidtica da Soja (FAS), causada por Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd. pode
ser avaliada pela sua rapida expanséo e sua dificuldade de controle em soja [Glycine max (L.)
Merrill]. Tal dificuldade de controle da doenca com fungicidas esta se tornando cada vez mais
evidente, comprovada a reducéo de sensibilidade do patégeno frente aos fungicidas Inibidores
da DesMetilagédo (IDM) e Inibidores da Quinona oxidase (IQo). Com isso, o objetivo do
estudo foi avaliar a severidade de FAS e residual de controle da mistura de epoxiconazol
(EPOX) e piraclostrobina (PIR) associada ao mancozebe (Mz). O experimento foi realizado
em casa de vegetacdo no ano 2015/16. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado em esquema fatorial (2x4), totalizando oito tratamentos com trés repeticdes. O
fator A foi composto por duas cultivares de soja, 'BMX Tornado RR' e 'DM 6563 RSF IPRO';
O fator B foi composto por uma testemunha (sem fungicida), fungicida com Mz (1125 g ia ha’
1) mais 6leo mineral Aureo® (0,375 L p.c. ha), fungicida com EPOX + PIR (30 + 79,8 g ia
ha, respectivamente) mais Assist® (0,750 L p.c. ha™) e fungicida com EPOX + PIR + Mz
(30 + 79,8 + 1125 g ia ha™, respectivamente) mais 6leo mineral Assist® (0,750 L p.c. ha™).
Apos a pulverizacdo dos tratamentos as plantas de soja foram inoculadas com esporos de P.
pachyrhizi em ambos os lados da folha. Os parametros avaliados foram o periodo de laténcia,
severidade da doenca, residual de controle e a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca
(AACPD). Verificou-se que as cultivares de soja apresentam diferente severidade e a Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD). Mancozebe associado com EPOX + PIR
em calda de pulverizagdo aumenta o residual de controle de P. pachyrhizi e reduz a
severidade da doenca.

Palavras-chave: Phakopsora pachyrhizi. Controle quimico. Fungicidas. Multissitio.
Inibidores da DesMetilacédo. Inibidores da Quinona oxidase.
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CHAPTER 111 - ASIAN SOYBEAN RUST SEVERITY AND RESIDUAL CONTROL
OF THE EPOXICONAZOLE AND PYRACLOSTROBIN MIXTURE ASSOCIATED
WITH MANCOZEB

5.2 Abstract

Asian Soybean Rust (ASR), caused by Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd. it can be
evaluated by its rapid expansion and its control difficulty in soybean [Glycine max (L.)
Merrill]. This difficulty in disease control with fungicides is becoming evident, due to the
reduction of the pathogen sensitivity to the Demethylation Inhibitor (DMI) and Quinone
outside Inhibitor (Qol) fungicides. Therefore, the objective of this study was to evaluate the
ASR severity and residual control of the epoxiconazole (EPOX) and pyraclostrobin (PYR)
mixture associated with mancozeb (Mz). The experiment was carried out in a greenhouse
during the 2015/16 season. The experimental design was completely randomized in a factorial
scheme (2x4), totaling eight treatments with three replicates. Factor A was composed of two
soybean cultivars, 'BMX Tornado RR' and 'DM 6563 RSF IPRO'; Factor B was composed of
a control (without fungicide), fungicide with Mz (1125 g i.a. ha™) plus Aureo® mineral oil
(0.375 L c.p. ha?), fungicide with EPOX + PYR (30 + 79.8 g a.i. ha, respectively) plus
Assist® (0.750 L c.p. ha™) and a fungicide with EPOX + PYR + Mz (30 + 79.8 + 1125 g a.i.
ha®, respectively) more Assist® mineral oil (0.750 L c.p. ha™). The soybean plants were
inoculated with P. pachyrhizi spores on both sides of the leaves, after spraying treatments.
The parameters evaluated were the latency period, disease severity, residual control and Area
Under the Disease Progress Curve (AUDPC). It was verified that the soybean cultivars have
different severity and AUDPC. Mancozeb associated with EPOX + PIR in spray solution
increases the residual control of the P. pachyrhizi and it reduces the disease severity.

Key words: Phakopsora pachyrhizi. Chemical control. Fungicides. Multi-site. DeMethylation
Inhibitors. Quinone outside Inhibitors.
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5.3 Introducao

A Ferrugem Asiatica da Soja (FAS), causado por Phakopsora pachyrhizi Syd. & P.
Syd. pode ser avaliada pela sua rapida expansdo e pela sua dificuldade de controle em soja
[Glycine max (L.) Merrill]. Tal dificuldade de controle da doenca com fungicidas esta se
tornando cada vez mais evidente, comprovada a alta capacidade de adaptacao e variabilidade
do patégeno (SCHIMITZ et al., 2014; KLOSOWSKI et al., 2016b).

Dentre os fungicidas mais utilizados estdo os Inibidores da DesMetilacdo (IDM) e
Inibidores da Quinona oxidase (IQo0) que atuam em apenas um sitio-especifico, entre milhares
de processos bioquimicas na célula fangica. Portanto, eles sdo vulneraveis a reducdo ou perda
de sensibilidade pela selecdo de racas do patégeno (SILVA et al., 2015). Logo, os fungicidas
IDM e 1Qo s&o classificados como de alto risco para o desenvolvimento da resisténcia e,
portanto, ndo sdo recomendados para utilizacdo isoladamente (FRAC, 2010).

A reducdo da eficiéncia de controle pelo uso de fungicidas IDM e 1Qo isoladamente
esta sendo verificada a campo gradualmente nas ultimas safras. Os tratamentos com
tebuconazol (IDM), ciproconazol (IDM) e azoxistrobina (1Qo), incluidos para monitorar a
sensibilidade do fungo aos IDM e 1Qo, nas diferentes regides, mostraram uma queda de
eficiéncia em relacdo a safra 2012/13 (GODOQY et al., 2013). Como um exemplo, a eficiéncia
de tebuconazol foi reduzida progressivamente de 90% para 24% em dez safras de cultivo
(GODOY et al.,, 2013). A reducdo da sensibilidade de P. pachyrhizi aos fungicidas
tebuconazol e ciproconazol, com apenas 42 e 38% de controle, respectivamente, também foi
comprovada por Godoy e Palaver (2011). Medidas alternativas devem ser tomadas para elevar
a eficécia do controle quimico acima de 80% novamente.

O uso de fungicidas IDM e 1Qo associados com um fungicida multissitio, por
exemplo, o mancozebe (Mz), pode ser uma estratégia importante para aumentar a
sensibilidade de P. pachyrhizi ao controle quimico. Mancozebe pode atuar na interrupgédo
fatal de processos enzimaticos do nucleo, sendo postulado para inibir ou interferir com pelo
menos seis diferentes processos bioquimicos no citoplasma de células fdngicas e
mitocondrias. (KAARS SIJPESTEIN, 1984; LUDWIG; THORN, 1960).

Devido a escassez de estudos detalhados sobre o desempenho dos fungicidas sitio-
especificos associados aos fungicidas multissitios, o objetivo deste trabalho foi investigar a
severidade de FAS e o residual de controle da mistura de epoxiconazol (EPOX) e

piraclostrobina (PIR) associada ao mancozebe (Mz).
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5.4 Materiais e Métodos

Crescimento e manejo das plantas

Um experimento foi realizado na safra 2015/16 em casa de vegetacdo, em condicGes
parcialmente controladas, em Itaara, RS. A temperatura dentro da casa de vegetacdo foi
mantida a 27 °C + 5 °C com uma temperatura maxima regulada através de exaustores. A
umidade relativa foi mantida na faixa de 75% = 15%, regulada por um sistema de nebulizacéo
automatico.

As sementes das cultivares 'BMX Tornado RR' e 'DM 6563 RSF IPRO' foram
semeadas em vasos (5 L) contendo substrato a base de solo + casca de arroz (2:1). As
caracteristicas quimicas do substrato: pH (H.O) — 5,6, saturacdo por Al — 0.0%, saturacdo por
bases (V) — 85,3%, capacidade de troca catiénica (CTC) pH; — 12.9 cmol. dm?, matéria
organica — 1.8%, macronutrientes P-Mehlich — 55,3 mg dm™, K — 283,4 mg dm™, Ca — 6,7
cmol. dm™, Mg — 3,6 cmol. dm™®. As sementes foram previamente tratadas antes da
semeadura com fipronil + piraclostrobina + tiofanato-metilico (50 + 5 + 45 g i.a. 100 kg™ de
semente, respectivamente), sendo o produto comercial Standak Top® e inoculadas com

Bradyrhizobium japonicum (0,200 L p.c. 100 kg™ de semente do inoculante Bionutri®).

Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial (2x4),
totalizando oito tratamentos com trés repetigdes. O fator A foi composto por duas cultivares
de soja, 'BMX Tornado RR' e 'DM 6563 RSF IPRO'; O fator B foi composto por uma
testemunha (sem fungicida), fungicida Mz (1125 g ia ha™*) mais 6leo mineral Aureo® (0,375 L
p.c. hal), fungicida EPOX + PIR (30 + 79,8 g ia ha™, respectivamente) mais Assist® (0,750 L
p.c. ha') e EPOX + PIR + Mz (30 + 79,8 + 1125 g ia ha™, respectivamente) mais 6leo mineral
Assist® (0,750 L p.c. ha).

Pulverizacdo dos tratamentos

A pulverizacdo dos tratamentos fungicida foi realizada quando as plantas atingiram o

estddio V5 (RITCHIE et al. 1982), ou seja, as plantas estavam com o quarto trifolio
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expandido, e a quinta folha trifoliolada aberta, de tal modo que os bordos de cada foliolo ndo
se tocassem. A pulverizacdo foi em caréter preventivo, ou seja, sem sintomas da doenca.
Utilizou-se um pulverizador costal, pressurizado a CO,, dotado de barra com quatro pontas de
pulverizacdo do tipo XR 11002 (Teejet Inc., Illinois, EUA). A barra de pulverizacdo foi
movida horizontalmente com uma velocidade de 5 km h™, operando a 207 kPa de pressio e
calibrada para um volume de 150 L ha™.

Inoculacdo do patdgeno

Apds 12 horas da aplicacdo dos tratamentos, ocorreu a inoculacdo das plantas com o
patdgeno. A inoculacdo foi baseada na metodologia utilizada por Lenz et al. (2011), através
da deposicdo do indculo do patdgeno (ureddsporos de P. pachyrhizi) na concentracdo de
2x10° esporos ml™ suspensos em agua destilada mais espalhante adesivo Tween (80 ppm), em
ambas faces das folhas. As plantas foram inoculadas a cada semana, além de permanecerem
em casa de vegetacdo junto com plantas infectadas com P. pachyrhizi, onde estas, também
serviram como fonte de inéculo. Dessa maneira, as plantas do experimento foram expostas
constantemente ao patégeno.

A inoculacdo de P. pachyrhizi foi efetuada em periodo noturno e a deposi¢do dos
esporos sobre as folhas de soja foi realizada com pistola de micropintura pressurizada a ar
comprimido, sendo que a pulverizacao foi efetuada em ambas as faces da folha até completo
molhamento.

Decorridas 10 horas da inoculagdo artificial, ao amanhecer, foram iniciadas as
nebulizagcbes, programadas através de um controlador eletrdnico para execucdo de turno de
nebulizacdo de 1 min h™, mantendo-se assim, condicdes favoraveis ao desenvolvimento do

fungo.
AvaliacGes

As variaveis foram o nimero de dias até o aparecimento da primeira pustula (NDAPP)
e a severidade da doenca. As avaliacbes do NDAPP comecaram no terceiro dia apos a
inoculacdo. As duas ultimas folhas completamente expandidas de cada planta foram marcadas
com fita adesiva colorida. As avaliagGes foram realizadas diariamente nessas folhas, até que
todas as plantas do experimento apresentassem 0s sintomas da doenca. A avaliacdo do

NDAPP forneceu de base para calcular o residual de controle dos tratamentos fungicidas. O
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residual de controle foi o periodo compreendido entre 0 NDAPP nos tratamentos fungicidas
reduzidos do NDAPP da testemunha (sem fungicida).

As avaliaces de severidade de P. pachyrhizi foram realizadas aos sete, 14, 21 e 28
dias apos a pulverizacdo dos tratamentos. A severidade da doenca foi estimada através de
notas visuais da porcentagem de &rea foliar com sintomas da doenca em relacdo a area sadia,
utilizando a escala proposta por Godoy et al. (2006). Os valores de severidade foram
utilizados para calcular a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD)
(CAMPBELL; MADDEN, 1990).

Analise estatistica

Os dados obtidos para cada varidvel foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e a interacdo entre os fatores bem como suas médias, foram comparadas através do
teste de Tukey (5%), calculado através do software ASSITAT, versdo 7.6 (SILVA;
AZEVEDO, 2009). Os gréficos foram criados com Excel 2010® (Microsoft, Redmond, WA,
EUA).

5.5 Resultados e Discussoes

A andlise de variancia mostrou efeito significativo (p <0,05) dos tratamentos
fungicidas, para o nimero de dias para aparecimento da primeira pastula P. pachyrhizi
(NDAPP) (Figura 1). Nao houve interacao significativa entre os tratamentos fungicidas e as
cultivares. Desse modo, as cultivares foram analisadas separadamente.

A primeira puastula de P. pachyrhizi foi observada em ambas as cultivares 'BMX
Tornado RR' e 'DM 6563 RSF IPRO' aos sete dias ap0s a inoculagdo (Figura 1). Os
tratamentos com fungicida diferenciaram-se da testemunha pelo maior NDAPP. Nao foi
possivel observar diferenca entre a pulverizacgdo de EPOX + PIR e mancozebe para o
NDAPP. Neste caso, pode-se notar que mancozebe pulverizado em folhas de soja apresenta
um efeito fungicida sobre P. pachyrhizi por retardar o aparecimento da primeira pustula do
patdégeno em relacdo a testemunha, sem fungicida. Quando associa-se mancozebe a EPOX +
PIR pode-se observar um incremento significativos para 0 NDAPP em ambas as cultivares.
Mancozebe em si ndo é um eficaz fungicida e pode ser considerado um pré-fungicida que,

qguando expostos a agua, se decompde para liberar EBIS, que € entdo convertido através da
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acao da luz UV, em etileno bisisotiocianato (EBI) (GULLINO et al., 2010). Ambos EBIS e
EBI se acreditam ser os ativos tdxicos contra os patdgenos e sdo pensados para interferir com
enzimas que contém grupos sulfidrilos. Esta interrupcdo fatal nos processos enzimaticos do
nucleo é postulada para inibir ou interferir com pelo menos, seis processos bioquimicos
diferentes dentro do citoplasma da célula fangica e mitocondrias (KAARS SIJPESTEIIN,
1984; LUDWIG; THORN, 1960).

MTest mMz ®mEPOX+PIR ®EPOX+PIR+ Mz

18,00
16,00 4
14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

NDAPP

DM 6563 RSF IPRO BMX Tornado RR

Figura 1 — NuUmero de Dias para o Aparecimento da Primeira Pustula de Phakopsora
pachyrhizi (NDAPP) nas cultivares 'DM 6563 RSF IPRO' e 'BMX Tornado

RR' com diferentes tratamentos fungicidas. Test = Testemunha (sem pulverizagéo de
fungicida); Mz = mancozebe; EPOX + PIR = epoxiconazol + piraclostrobina; EPOX + PIR +
Mz = epoxiconazol + piraclostrobina + mancozebe. Letras minGsculas (comparam 0s
tratamentos fungicidas em cada combinacgdo de cultivares); médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). CV. (%) - (DM 6563 RSF
IPRO) =5,17; C.V. (%) - (BMX Tornado RR) = 4,55.

A analise de variancia mostrou efeito significativo (p <0,05) dos tratamentos
fungicidas, para o residual de controle de P. pachyrhizi (Figura 2). Ndo houve interagédo
significativa entre os tratamentos fungicidas e as cultivares. Desse modo, as cultivares foram
analisadas separadamente.

O residual de controle de P. pachyrhizi pela pulverizacdo de mancozebe foi de 3 e
3,33 dias nas cultivares 'BMX Tornado RR' e 'DM 6563 RSF IPRO', respectivamente.

Novamente, os dados evidenciam que mancozebe pulverizado em folhas de soja apresenta um
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efeito fungicida sobre P. pachyrhizi. O residual de controle da pulverizacdo de EPOX + PIR
em ambas as cultivares 'BMX Tornado RR' e 'DM 6563 RSF IPRO' foi de quatro dias.
Possivelmente, esse baixo residual de controle pela pulverizacdo de EPOX + PIR deve-se a
uma adaptacdo do patdgeno a estes IA. Esses resultados corroboram com os apresentados no
experimento do capitulo 1. Alguns estudos ja mostram que a populacdo brasileira de P.
pachyrhizi é menos sensivel para algumas misturas de IDM e 1Qo, apresentando adaptacdes
para ambos grupos quimicos (SCHMITZ et al., 2014; KLOSOWSKI et al., 2016b).

Tomados em conjuntos, os dados da Figura 2 e 3 do experimento |, do capitulo IlI,
eles revelam que aos 4 e 8 dias apos a pulverizacdo de EPOX + PIR nas cultivares 'BMX
Tornado RR' e 'DM 6563 RSF IPRO' ainda existem concentracGes significativas de ambos os
IA. No entanto, quando observam-se os resultados da Figura 2 desse estudo pode-se verificar
que o residual de controle de EPOX + PIR em folhas de soja foi somente de 4 dias. Percebe-
se que existe 1A no tecido foliar 4 e 8 dias apds a pulverizacdo, porém néo resulta no controle
do patdgeno. Desse modo, sugere-se que os isolados de P. pachyrhizi utilizados no estudo
apresentam reducdo de sensibilidade frente aos IA EPOX + PIR. Alguns mecanismos de
resisténcia podem ser desenvolvidos pelo patégeno, como manter as concentracdes
intracelulares dos fungicidas abaixo de um nivel critico, através do aumento do efluxo e
metabolismo dos IA (BRENT; HOLLOMON, 2007; GISI et al. 2000).

A resisténcia de patdgenos a 1Qo esta relacionada principalmente a mutacfes no gene
do citocromo b (CYTB) (GISI et al., 2000). Até 0 momento, F129L é a unica mutacdo em P.
pachyrhizi que esta associada a resisténcia de 1Qo (KLOSOWSKI et al., 2016b). A resisténcia
a IDM é causada por diferentes mecanismos, mas principalmente, pela mutacdo no sitio alvo
do gene do citocromo P450 14a-esterol desmetilase (CYP51), tais como, F120L, Y131H/F,
K142R e 1475T, ou através da sobre-expressdo de CYP51, ambos os quais foram relatados em
P. pachyrhizi (SCHMITZ et al., 2014).

Quando o mancozebe foi associado ao EPOX + PIR podem ser observados aumentos
significativos no residual de controle do patogeno. Este ganho no residual de controle foi de
3,67 e 4 dias, para as cultivares 'BMX Tornado RR' e 'DM 6563 RSF IPRO', respectivamente,
quando comparado a pulverizacdo de EPOX + PIR sem a associagdo de mancozebe. Assim, a
associacdo do fungicida multissitio mancozebe com fungicidas sitio-especifico (IDM, 1Qo,
Inibidores da Succinato Desidrogenase - ISD) no programa de controle da ferrugem asiatica
da soja pode ser uma ferramenta importante para 0 manejo da resisténcia e preservacdo da
vida til de fungicidas sitio-especifico na cultura da soja. Mancozebe néo teve qualquer efeito

sobre a dindmica da competicdo entre o isolado tipo-selvagem e os isolados com mutacgdes no
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gene CYP51 e CYTB (KLOSOWSKI et al., 2016a). Os autores complementam que, embora
um menor numero de lesdes de ferrugem tem sido geralmente observado em folhas tratadas
com mancozebe comparada com folhas ndo tratadas, a sensibilidade dos isolados tipo-
selvagem e mutantes parecem ser semelhantes, porque a frequéncia dos isolados nas misturas
foi @ mesma na presenga ou auséncia do fungicida multissitio, indicando que todos os isolados
foram inibidos igualmente bem por mancozebe (KLOSOWSKI et al., 2016a).

Deve igualmente ser lembrado, que toda mistura é suscetivel de eventual
desenvolvimento de resisténcia, para um componente da mistura, mas se usado sabiamente,
elas podem atrasar significativamente o processo e levar o fungicida a uma vida mais longa
(FRAC, 2010). Para a AENDA (2011), a mistura em tanque ndo é proibida, e pode ser
praticada pelo agricultor, sob sua responsabilidade. No entanto, é preciso entender que
qualquer agrotoxico s6 pode ser receitado por um profissional legalmente habilitado, e os
produtos sé poderdo ser prescritos com observancia das recomendagdes de uso aprovadas em
rotulo e bula, conforme estabelece o Decreto 4.074/02 (BRASIL, 2002). Percebe-se que a
regulamentacdo das misturas em tanque é um assunto de interesse de todos 0s que atuam na
area da sanidade vegetal e caracteriza-se como um tema que precisa ser analisado pelos

6rgdos governamentais no Brasil (GAZZIERO, 2015).
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Figura 2 — Residual de controle de Phakopsora pachyrhizi (dias) nas cultivares 'DM 6563

RSF IPRO' e 'BMX Tornado RR' com diferentes tratamentos fungicidas. Mz =
mancozebe; EPOX + PIR = epoxiconazol + piraclostrobina; EPOX + PIR + Mz = epoxiconazol
+ piraclostrobina + mancozebe. Letras minGsculas (comparam os tratamentos fungicidas em
cada combinacdo de cultivares); médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05). CV. (%) - (DM 6563 RSF IPRO) = 11,30; C.V. (%) -
(BMX Tornado RR) = 9,64.
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As Figuras 3 e 4 apresentam que em condigdes favoraveis ao desenvolvimento e sem
adoc¢do de medidas de controle de P. pachyrhizi, o progresso da doenca é muito rapido, como
ilustrado no tratamento testemunha (sem fungicida). Segundo Yorinori et al. (2005) e
Hartman et al. (2015) esta doenca € uma das doencas mais severas que incide na cultura da
soja, com danos variando de 10% a 90% nas diversas regides geograficas onde foi relatada.
Para Sinclair e Hartman (1995), as curvas de progresso de doencas sdo usadas para o
monitoramento de epidemias da ferrugem asiatica baseadas em niveis de severidade em
funcdo do tempo.

Atualmente, ha cultivares de soja com boas caracteristicas agrondmicas e resisténcia a
P. pachyrhizi. No entanto, o controle da doenca baseia-se, quase que exclusivamente, no uso
de fungicidas. Os tratamentos fungicidas influenciaram o progresso de P. pachyrhizi em
folhas de soja. Nas duas cultivares 'DM 6563 RSF IPRO' e 'BMX Tornado RR', pode-se
observar que o tratamento fungicida com mancozebe reduziu o progresso da doenga
comparado ao EPOX + PIR. Porém, a doenca teve ainda significativos progressos pela
utilizacdo isolada de mancozebe. Através dos dados da Figura 3 e 4, pode-se observar que a
associacdo de mancozebe com EPOX + PIR reduz o progresso de P. pachyrhizi em folhas das
duas cultivares de soja. Através desses dados, pode-se recomendar a associa¢do de mancozebe
com EPOX + PIR para manejo de P. pachyrhizi, pois a utilizacdo isolada de EPOX + PIR
pode comprometer negativamente 0 manejo da doenca. Informacgdes sobre a eficiéncia de
fungicidas para controle das diferentes doencas sdo cada vez mais necessarias para orientar a

sua correta utilizacdo no campo (GODOY et al., 2007).
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Figura 3 — Progresso da severidade de Phakopsora pachyrhizi (%) na cultivar 'DM 6563 RSF

IPRO' com diferentes tratamentos fungicidas. Test = Testemunha (sem pulverizagio de
fungicida); Mz = mancozebe; EPOX + PIR = epoxiconazol + piraclostrobina; EPOX + PIR + Mz
= epoxiconazol + piraclostrobina + mancozebe.
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Figura 4 — Progresso da severidade de Phakopsora pachyrhizi (%) na cultivar 'BMX Tornado

RR' com diferentes tratamentos fungicidas. Test = Testemunha (sem pulverizagio de
fungicida); Mz = mancozebe; EPOX + PIR = epoxiconazol + piraclostrobina; EPOX + PIR + Mz
= epoxiconazol + piraclostrobina + mancozebe.

A andlise de variancia da Area Abaixo da Curva de Progresso da doenca (AACPD)
mostrou efeito significativo (P <0,05) para a interacdo entre cultivares e tratamentos
fungicidas (Figura 5). A cultivar 'BMX Tornado RR' apresentou maior acumulo da doenca
que a cultivar 'DM 6563 RSF IPRO'. Pode-se dizer que, a cultivar 'BMX Tornado RR' é mais

suscetivel a P. pachyrhizi. Koga et al. (2008) agruparam as cultivares em diferentes grupos
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em relacdo a quantidade de doenga e resisténcia inicial. Os autores identificaram gendtipos
que apresentaram lesdes RB (“redish-brown”), e que variaram quanto a resisténcia inicial,
resisténcia tardia, intensidade de esporulacdo, estabilidade da resposta qualitativa,
produtividade de uredinidsporos e numero de dias para atingir 50% da severidade maxima.

Os tratamentos fungicidas apresentaram menor acumulo da doenca em relacdo a
testemunha. A pulverizagdo de mancozebe nas cultivares 'DM 6563 RSF IPRO' e 'BMX
Tornado RR' reduziu os valores de AACPD comparada a EPOX + PIR. Quando mancozebe
foi associado a EPOX + PIR e pulverizado em folhas de soja, o tratamento reduziu ainda mais
0 acumulo da doenca. O Mancozebe pertence ao grupo dos ditiocarbamatos. Mais
especificamente, ele pertence a classe de compostos conhecidos como
“etilenobisditiocarbamatos” (EBDCs). A decomposi¢do metabdlica dos EBDCs é complexa e
resulta na formacdo de dissulfeto de carbono (CS,), sulfeto de hidrogénio (H,S), etileno
bistiouram dissulfeto (ETD), etileno diisocianato (EDI), etilenotiouréia (ETU), etileno
diamina (EDA), etilenouréia (EU) e 2-imidazole (WHO, 1988). ETU, EDA, EU, 2-imidazole,
e outros metabolitos desconhecidos sdo substancias formadas em plantas pela degradacéo e/ou
biotransformacdo dos EBDCs aplicados em plantas (IUPAC, 1977). Sugere-se que essas
substancias formadas através da degradacdo e/ou biotransformacdo do mancozebe podem
interferir em processos enzimaticos e no nucleo afetando os diferentes processos bioquimicos
dentro do citoplasma da célula de Phakopsora pachyrhizi.

Os fungicidas IDM e 1Qo, especialmente em misturas, sao amplamente utilizados para
o controle da ferrugem da soja na América do Sul e na Africa Sulista (MILES et al., 2003,
SCHERM et al., 2009). No centro do Brasil, as condi¢bes favoraveis de ambiente podem
levar ao aparecimento precoce da doenca, aumentando sua pressdo. Segundo Godoy e Meyer
(2014) em algumas regides do Brasil, onde é possivel realizar duas safras de soja no mesmo
ano, até 12 aplicacOes desses fungicidas sdo as vezes necessarias, para 0 manejo da doenca.
Desse modo, o uso intensivo de fungicidas pode resultar na selecdo de isolados resistentes aos
fungicidas comercializados. De acordo com os relatos de Schmitz et al. (2014), Klosowski et
al. (2016b) e FRAC (2015), os isolados de P. pachyrhizi do Brasil sdo menos sensiveis a IDM
e 1Qo. Alem disso, outras preocupagdes sdo relatadas pela incidéncia desse patdgeno em soja.
Klosowski et al. (2016a) observaram que os isolados com menor sensibilidade & IDM e alelos
CYP51 diferentes apresentaram desvantagens competitivas em comparagcdo com um isolado
CYP51 de tipo selvagem sensivel a IDM. Em contraste, o isolado com a muta¢do F129L no
gene CYTB competiu igualmente bem com um isolado CYTB de tipo selvagem sensivel a

IQo nas condicdes desta experiéncia. Os alelos CYP51 e CYTB foram estaveis em todos 0s
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isolados ao longo de quatro ciclos de doenga quando cultivados isoladamente (KLOSOWSKI
et al., 2016a). Este achado e os dados obtidos nesta experiéncia evidenciam cada vez mais a
importancia da associacdo do fungicida multissitio mancozebe, com fungicidas sitio-
especificos, para 0 manejo de P. pachyrhizi no Brasil, além de contribuir para reduzir os

riscos de resisténcia do fungo aos fungicidas.
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Figura 5 — Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) nas cultivares 'DM

6563 RSF IPRO' e 'BMX Tornado RR' com diferentes tratamentos fungicidas.
Test = Testemunha (sem pulverizacdo de fungicida); Mz = mancozebe; EPOX + PIR =
epoxiconazol + piraclostrobina; EPOX + PIR + Mz = epoxiconazol + piraclostrobina +
mancozebe. 'Letras mindsculas (comparam as cultivares em cada combinacfo de tratamento
fungicida); letras mailsculas (comparam os tratamentos fungicidas em cada combinacdo de
cultivares); médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (P <0,05). CV. (%) = 3,02.

Percebe-se que P. pachyrhizi tem causado grandes preocupacdes, devido a redugéo de
sensibilidade do patogeno aos fungicidas IDM e 1Qo, além de causar redugdo de
produtividade e perdas econdmicas severas aos produtores de soja. Assim, mancozebe surge
como uma importante ferramenta para 0 manejo da doenca em soja & base de produtos
guimicos, que podera ser associado aos fungicidas sitio-especifico para aumentar o espectro
de controle de P. pachyrhizi.

Futuras pesquisas podem identificar os principais metabolitos da rota de degradacéo
e/ou biotransformacdo de mancozebe que atua contra P. pachyrhizi. Com isso, 0 proximo
caminho seria sintetizar e incluir somente os metabdlitos em co-formulagdo com outros

ingredientes ativos, ao contrério de incluir a molécula inteira de mancozebe. Através desse
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resultado, sugere-se que podera ocorrer uma reducdo de custo para a manufatura do produto e

uma maior eficacia no controle da doenca.

5.6 Conclusao

Atraveés das condicOes descritas no experimento, verificou-se que as cultivares de soja
apresentam diferente severidade e a Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca
(AACPD). Mancozebe associado com EPOX + PIR em calda de pulverizacdo aumenta o

residual de controle de P. pachyrhizi e reduz a severidade da doenca.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Este estudo evidencia que mancozebe influencia a persisténcia de fungicidas
Inibidores da DesMetilacdo (IDM) e Inibidores da Quinona oxidase (1Qo), reduzindo
principalmente a penetragdo de epoxiconazol nos tecidos foliares. Mesmo com a redugéo da
penetracdo dos ingredientes ativos (IA), a associacdo do mancozebe aos fungicidas IDM e
IQo contribui para aumentar o residual de controle de Phakopsora pachyrhizi e reduzir a
severidade da doenca.

Percebe-se que as cultivares, idade de trifolio e associacdo de fungicidas sdo fatores
que devem ser analisados antes da pulverizacdo, nas quais afetardo a interacdo do produto e a
planta, e consequentemente a concentracdo dos IA nos tecidos foliares.

As cultivares apresentaram diferentes taxas de penetracdo e dissipacdo dos IA em
folhas. Ap6s 48 h da pulverizagcdo ocorreu uma reducgdo das concentracdes dos IA nos tecidos
foliares, evidenciando um processo de dissipacdo dos IA, apos esse tempo.

Mancozebe é uma importante ferramenta no manejo de doencas em soja a base de
agrotoxicos, que podera ser associado aos fungicidas sitio-especificos para ampliar o espectro

de controle de P. pachyrhizi.
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