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1. Resumo

O feijéo-vagem (Phaseolus vulgaris L.) pertence & mesma familia e espécie boténica do
feljdio comum que é cultivado no Brasil. O feijdo-vagem é cultivado em cerca de 100
paises, envolvendo grande nimero de géneros e espécies. A antracnose incitada pelo fungo
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) € uma das doencas mais importantes
dessa cultura, pois causa severos danos. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a
sensibilidade in vitro e in vivo de 12 isolados de C. lindemuthianum de feijdo-vagem,
oriundos de diversas localidades situadas no Estado de Séo Paulo, a fungicidas, bem como
determinar as racas fisioldgicas desse fungo. A sensibilidade a fungicidas in vitro foi
determinada através da afericdo do crescimento micelial (12 isolados) e da germinacéo de
conidios (4 isolados) em 5 concentragdes (0, 1, 10, 100, 1000ug.mL™) dos produtos
oxicloreto de cobre + mancozeb, chlorotalonil, chlorotalonil + tiofanato metilico, tiofanato
metilico, mancozeb, metiram + piraclostrobina, piraclostrobina, Oxido cuproso e
carbendazim foram adicionados em meio batata - dextrose - agar (BDA) e determinadas as
faixas de EDsy. Para a avaiacdo in vivo, folhas primarias de feijdo-vagem cultivar Itatiba
Il foram imersas nas solucdes dos fungicidas oxicloreto de cobre + mancozeb (2g/L),
chlorotalonil (2g/L), chlorothalonil + tiofanato metilico (3,5¢g/L), tiofanato metilico (2g/L),
mancozeb (4g/L), metiram + piraclostrobina (3g/L), piraclostrobina (0,6ml/L), éxido
cuproso (2g/L) e carbendazim (2ml/L), inoculadas separadamente com conidios dos quatro
isolados de C. lindemuthianum, mantidas em placas de Petri, sob condicdes controladas e

os sintomas da doenca foram avaliados com uma escala diagramatica de severidade. Os



resultados obtidos evidenciaram que os isolados de C. lindemuthianum apresentaram baixa
sensibilidade no crescimento micelial aos fungicidas éxido cuproso, mancozeb, tiofanato
metilico, carbendazim e oxicloreto de cobre + mancozeb e sensibilidade a chlorothalonil e
piraclostrobina; a germinagdo de conidios dos quatro isolados de C. lindemuthianum
avaliados apresentaram baixa sensibilidade aos fungicidas 6xido cuproso, carbendazim e
tiofanato metilico e sensibilidade a mancozeb, chlorothalonil, piraclostrobina, oxicloreto de
cobre + mancozeb e metiram + piraclostrobina. A avaliacdo in vivo evidenciou que os
fungicidas mancozeb, chlorothalonil, piraclostrobina, mancozeb + oxicloreto de cobre e
metiram + piraclostrobina apresentaram melhor eficacia no controle da antracnose. As
racas 65 e 81 de C. lindemuthianum foram identificadas nos isolados provenientes de
vérias |localidades do Estado de S&o Paulo.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris L., antracnose, fungicidas, racas.
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1.1. SUMMARY

The snap bean (Phaseolus vulgaris L.) belongs to the same family and botanical species of
common bean that is grown in Brazil. It isacrop planted in about 100 countries around the
world, involving a large number of genera and species. The anthracnose incited by
Coalletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) is one of the most important diseases of
this crop, it causes severe damage. This study aimed to evaluate the sensitivity in vitro and
in vivo to fungicides of 12 isolates of C. lindemuthianum from snap beans of various
localities in the state of S8o0 Paulo, as well as determine the races of this fungus. The
sensitivity to fungicides in vitro was determined by measuring the mycelial growth (12
isolates) and spore germination (4 isolates) in 5 concentrations (0, 1, 10, 100 and
1000pug.mL™)  of fungicides oxychloride copper + mancozeb, chlorothalonil,
chlorothalonil + methyl thiophanate, methyl thiophanate, mancozeb, metiram +
pyraclostrobin, pyraclostrobin, oxide copper and carbendazim were added in potato-
dextrose-agar (PDA) and the EDs, interval were determineted. For in vivo evaluation,
primary leaves of snap bean cultivar Itatiba Il were immersed in solutions of the fungicides
mancozeb + copper oxychloride (2g / L), chlorothalonil (2g / L), chlorothalonil +
thiophanate methyl (3.5 g/ L) , thiophanate-methyl (2g/ L), mancozeb (4g /1), metiram +
pyraclostrobin (3g / L), pyraclostrobin (0.6 mL / L), cuprous oxide (2 g / L) and
carbendazim (2ml / 1), conidia of the four isolates of C. lindemuthianum were inocul ated
separately and kept in petri dishes under controlled conditions. Symptoms of the disease
were assessed with a diagrammatic severity. The results showed that the isolates of C.
l[indemuthianum from snap-beans presented low sensitivity to fungicides on mycelia
growth of cooper oxide, mancozeb, methyl thiophanate, carbendazim and oxychloride
copper + mancozeb and sensitivity to chlorothalonil and pyraclostrobin, furthermore
concerning the germination of conidia, the isolates of C. lindemuthianum evaluated
showed low sensitivity to fungicides copper oxide, carbendazim and methyl thiophanate



and sengitivity to mancozeb, chlorothaonil, pyraclostrobin, oxychloride copper +
mancozeb and pyraclostrobin + metiram. The results of in vivo evaluation showed that
preventive application of mancozeb, chlorothalonil, pyraclostrobin, mancozeb +
oxychloride copper and metiram + pyraclostrobin was effective in anthracnose control on
detached primary leaves of snap bean cultivar Itatiba [I. The races 65 and 81 were
identified in isolates of C. lindemuthianum from various locations in the State of S&o

Paulo.

Keywords. Phaseolus vulgaris L., anthracnose, fungicides, races.



2. Introducéo

O género Phaseolus compreende aproximadamente 55 espécies,
dentre elas Phaseolus vulgaris L., o feijoeiro comum (gréos). O feijdo-vagem, feijdo-de-
vagem ou simplesmente vagem, € planta anual, muito difundida em diversas regifes
brasileiras. Trata-se de uma hortalica da mesma espécie botanica do feijoeiro comum e
caracteriza-se por ser colhida quando as vagens estdo verdes. O feijdo-vagem destaca-se
como fonte de fibras e sais minerais na dieta da populacéo brasileira de vérias regides do
pais (FILGUEIRA, 2008).

De acordo com o Instituto de Economia Agricola do Estado de Séo
Paulo (IEA), a &rea cultivada de feijdo-vagem no Estado de S&o Paulo, em 2012, atingiu
1.285,57 ha, queda de 18,4% em relagdo a 2011, apresentando uma producéo de
1.379.356,05 caixas de 19 Kg, decréscimo de 15% em comparacdo com 2011. A
produtividade média em S&o Paulo, no ano de 2012, ficou em 1073 caixas de 19 Kg por
hectare. Destacam-se como maiores produtores no Estado de S&o Paulo, os municipios de
Itapeva, Sorocaba, Campinas e Braganca Paulista (IEA, 2013).

O feijao-vagem é suscetivel a vérias doencas, semelhante ao feijdo
comum. A antracnose, causada por Colletotrichum lindemuthianum, € uma importante
doenca para a cultura, pois aém de afetar as folhas, ocorre em vagens, o que prejudica a
producéo e a qualidade do produto colhido para comercializagéo.

O controle dessa doenca pode ser feito com a adogdo de diversas
medidas, dentre elas 0 uso de sementes sadias, rotacdo com culturas ndo hospedeiras,
incorporacdo de restos culturais, época de cultivo, utilizacdo de cultivares resistentes e 0

controle quimico.



A utilizagdo do controle quimico é em muitas situagfes, a Unica
forma eficiente de controle para diversos problemas fitossanitarios. Os fungicidas possuem
as mais diversas vantagens em detrimento aos demais métodos de controle de doencas em
plantas, dentre essa vantagens os resultados imediatos bem como a facilidade de sua
aplicacdo, tornam sua utilizagdo amplamente difundida. No caso da antracnose, em
algumas situagdes, a aplicacdo de fungicidas é a forma mais eficaz de controle da doenca,
iSs0 se deve pela transmissdo do patégeno por sementes e pela alta taxa de progresso da
doenca em condigdes climaticas favoraveis em campo (GHINI; KIMATI, 2000).

Especificamente para feijdo comum, tém-se 0 conhecimento da
ineficacia, em algumas regides, do controle da antracnose com fungicidas do grupo dos
benzimidazois devido a selecéo de popul acdes resistentes de C. lindemuthianum (MEY ER,
1976), como por exemplo o benomyl, o tiofanato metilico e o carbendazim (BALARDIN;
RODRIGUES, 1995; RAVA et a. 1998; MARINGONI; BARROS, 2002; SARTORATO,
2006; SARTORI; MARINGONI, 2007).

Além do controle quimico, outra medida que poderia ser
incrementada € a utilizacdo de cultivares de feijdo-vagem resistentes a antracnose. No
Brasil, ndo h& especificagdes de cultivares resistentes utilizados pel os agricultores e nem o
conhecimento das ragas fisiol 6gicas desse fungo que ocorrem nessa olericola.  E sabido,
no entanto, para feijdo comum a ocorréncia das ragas 23; 31; 65; 73; 81; 87; 89; 95 e 127
de C. lindemuthianum no Estado de S& Paulo, 0 que direciona 0 programa de
melhoramento genético da cultura, para a incorporacdo de resisténcia as ragas
predominantes (CARBONELL et al., 1999).

E importante o conhecimento da sensibilidade in vitro e in vivo de
isolados de C. lindemuthianum a diferentes grupos quimicos de fungicidas, pois, dessa
forma, é possivel evitar a aplicacdo dagueles produtos que apresentarem baixa acdo, além
de prevenir a pressdo de selecdo paraaresiténcia. Também o conhecimento de racas desse
fungo pode nortear o melhoramento genético da cultura, visando a incorporacdo de
resisténcia especifica em cultivares de feijéo-vagem suscetives.

O presente traba ho teve por objetivo avaiar asensibilidade in vitro
e in vivo de isolados de C. lindemuthianum, provenientes de feijdo-vagem de vérias
localidades do Estado de S&o Paulo a varios fungicidas de diferentes grupos quimicos e

determinar a(s) raga(s) fisiol dgicas desse fungo.



3. Revisdo de Literatura

3.1. Aspectos gerais da cultura do Feijdo-vagem

O feijdo-vagem destaca-se entre as hortalicas mais populares,
ocupando a décima terceira posicdo em importéncia econémica e sexta em volume
produzido no pais (RAMALHO, 2003).

Dentre as hortalicas com maior volume de comercializacdo, o
feljéo-vagem atinge cerca de 6000 toneladas por ano. A comercializagdo é feita durante
todos os meses do ano, sendo julho, agosto, setembro e outubro os meses de menor oferta
do produto. A producdo destina-se a0 consumo in natura, sendo pequeno o volume
industrializado. O feijéo-vagem pertence a mesma familia e espécie botanica do feijéao
comum, pois trata-se de uma cultura anual, herbécea, que apresenta caule volUvel, ndo
necessitando de amarrio. O caule pode apresentar crescimento dos tipos indeterminado e
determinado. Em grande maioria, 0 feijéo-vagem plantado para consumo humano se
encontra no grupo das cultivares de habito indeterminado (FILGUEIRA, 2008).

O feijdo-vagem € uma olericola cultivada em cerca de 100 paises
em todo o mundo, envolvendo grande niimero de géneros e espécies (ARAUJO et al.,
1996) Apesar de ndo ser rica em proteinas e calorias cOmo 0S gréos secos, € rica em
vitaminas e sais mineras, que faltam na maioria dos alimentos (PEIXOTO et al., 1997)

Da mesma forma que o feijoeiro comum, o feijao-vagem é cultura

de ampla adaptacdo a climas quentes e amenos, dentro de uma faixa térmica de 18 a 30°C



(Filgueira, 2008), no entanto, € intolerante a fatores extremos do ambiente. Temperaturas
elevadas ocasionam significativa reducdo da produtividade na fase vegetativa inicial,
podendo causar morte das plantulas e, consequentemente, reducdo do estande. Na fase de
intenso crescimento vegetativo, o calor excessivo aumenta a fotorespiracdo, reduzindo a
taxa de crescimento das plantas (MARIOT, 2000). Durante a fase reprodutiva, atas
temperaturas exercem influéncia sobre o aborto de flores, vingamento e retencdo fina das
vagens (ANDRADE, 1998). No periodo entre a diferenciagdo dos botbes florais até o
enchimento dos gréos, as adtas temperaturas reduzem o nimero de vagens por planta,
devido a esterilizacdo do gréo de pdlen e, consequentemente, a queda das flores (Mariot,
2000).

Assim como para temperaturas excessivas, o feijdo-vagem é uma
das hortalicas mais intolerantes a0 frio e a geadas (FILGUEIRA, 2008). As baixas
temperaturas, quando ocorrem logo apds a semeadura, podem impedir, reduzir ou atrasar a
germinacdo das sementes e a emergéncia das plantulas, resultando em baixa populacéo e
baixa produtividade. Durante o crescimento vegetativo reduzem a atura das plantas e
ramos, diminuindo a producdo de vagens por planta (ANDRADE, 1998). Temperaturas
inferiores a 15°C inviabilizam o funcionamento normal dos 6rgaos reprodutivos. Na faixa
de 2 a 10°C, as plantas reduzem a producdo de biomassa e retardam o desenvolvimento,
devido as alteracOes metabdlicas provocadas pelo esfriamento. O esfriamento do solo
também pode facilitar 0 apodrecimento das sementes promovendo queda no estande
(FILGUEIRA, 2008). A ocorréncia de geadas causa injurias por congelamento nos tecidos,
sendo prejudicial em qualquer estadio de desenvolvimento das plantas (MARIOT, 2000).

Em localidades onde as condi¢Bes climéticas ndo permitem o
plantio de feijéo-vagem durante o ano todo em condigdes naturais de campo, o cultivo é
realizado sob protecdo. A vulnerabilidade da cultura em relag@o as faixas extremas de
temperatura também foi comprovada por Dourado Neto e Fancelli (2000). Em funcéo da
expansdo das areas cultivadas no Brasil e do cultivo sucessivo, principalmente em areas
irrigadas, ha uma maior contribui¢do para o aumento e disseminagdo dos patdgenos. Além
de ser suscetivel a inimeras doencgas que diminuem a produtividade da cultura e podem
depreciar a qualidade do produto (FARIA et al., 2008).



3.2. A Antracnose do Feijoeiro

A antracnose, incitada pelo fungo Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. & Magn.), é considerada uma das doencas mais importantes e graves que acometem
a cultura do feijdo no Brasil. E uma doenca de ampla distribuicdo, sendo encontrada em
praticamente todos os paises produtores. Sua presenca jafoi relatada em cinco continentes,
Europa, Asia, Africa e América e na Austrdlia No Brasil, ocorre nos Estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parand, S&o Paulo, Minas Gerais, Bahia, Pernambuco,
Espirito Santo, Alagoas, Sergipe e Paraiba. Essa ampla abrangéncia deve-se ao uso de
cultivares suscetiveis em regifes com temperaturas amenas, variando de 13 a 26°C e dta
umidade (DALLA PRIA; SILVA, 2010).

Trata-se de uma doenca muito destrutiva que pode causar perdas
tanto pelo numero de plantas afetadas, como pelas perdas ocasionadas nas vagens que
danificam a qualidade do produto final (BIDDLE; CATTLIN, 2007).

A antracnose pode provocar reducdo de até 100% na producéo,
principalmente se forem utilizadas sementes infectadas pelo fungo durante a semeadura.
Quanto mais precoce 0 aparecimento da doenca na lavoura, maiores serdo os danos
causados (CRISPIN et d., 1976; CHAVES, 1980).

Os sintomas da antracnose ocorrem em toda a parte aérea da planta.
As lesbes formadas no hipocétilo podem atingir tamanho considerével, iniciando-se por
uma mancha diminuta que evolui graduamente no caule, no sentido longitudinal.
Finalmente, as |esdes tornam-se deprimidas e de coloracdo marrom escura (CRISPIN et al.,
1976; CHAVES, 1980).

As lesBes comumente aparecem em maior quantidade nos peciolos,
na superficie abaxial das folhas e nas nervuras. As lesdes caracteristicas, de coloragdo
marrom-escura ou parda, sdo observadas ao longo das nervuras da face abaxia da folha
Em caso de infeccbes severas, as lesdes podem ser observadas na face superior das folhas,
guando uma regido amarelecida se desenvolve ao lado das manchas necroticas e as folhas
tendem a se curvar para baixo (DALLA PRIA; SILVA, 2010). No entanto, a antracnose €
reconhecida mais facilmente nas vagens, onde os sintomas sdo bem definidos. Nestas, as
lesbes sdo arredondadas, deprimidas, de tamanho variavel, apresentando o centro claro,
delimitado por um anel negro levemente protuberante e geramente rodeado por um bordo

de coloracédo café-avermelhada. Quando as condi¢bes de umidade e temperatura séo
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favoraveis, forma-se uma massa de esporos de coloragdo rosada no centro das lesbes. A
esporulagcdo também pode ocorrer em lesBes nos peciolos e nervuras principais (RAVA,;
SARTORATO, 1994).

Colletotrichum lindemuthianum sobrevive de uma estacdo para
outra em restos culturais e pode ser disseminado a longas distancias pela semente e a curta
distancia, pelos respingos de &gua de chuva. O homem pode distribuir o patégeno ao
caminhar por entre as plantas Umidas, que podem conter uma massa gel atinosa de esporos
imersa em respingos de dgua (RAVA; SARTORATO, 1994; DALLA PRIA; SILVA,
2010).

Colletotrichum lindemuthianum, cuja fase perfeita corresponde a
Glomerella cingulata f. sp. phaseoli que pertence a subdivisdo Deuteromycotina
(BIANCHINI et al., 1997). O micélio é ramificado, septado e sua coloracdo, a medida que
envelhece, varia de hialina a quase negra. Os conidios sdo hialinos, unicelulares, oblongos
a cilindricos, apresentando as extremidades redondas ou uma delas pontiaguda.
Normalmente, apresentam na parte central uma érea clara semelhante a um vacutolo. A
massa de esporos formada nos acérvulos possui colorag@o résea. Os conidioforos séo
hialinos, eretos e sem ramificacbes. Os acérvulos possuem setas, encontradas no
hospedeiro, que sdo produzidas entre os conidiéforos ou nas margens dos acérvulos, séo
pontiagudas, rigidas, septadas e de coloracdo castanha (RAVA; SARTORATO, 1994,
BIANCHINI et a., 1997).

Os conidios que chegam a atingir a &rea foliar podem germinar
entre seis e nove horas em condi¢gdes de ambiente favorével para o desenvolvimento da
doenca, formando de um a quatro tubos germinativos e apressorio. O fungo se prende a
superficie do hospedeiro pela sua camada gelatinosa. A penetracéo ocorre de forma direta
pela pressdo exercida pelo apressdrio do fungo na regido da epiderme e cuticula. Hifas
infectivas crescem entre a parede celular e o protoplasto durante um periodo de dois a
quatro dias. ApOs varios dias, as células da parede sdo degradadas pela acdo de enzimas
especificas, levando ao surgimento de lesbes (DALLA PRIA; SILVA, 2010).

A esporulagdo e a infeccdo do hospedeiro sdo favorecidas por
temperaturas entre 13 e 27°C, com otimo em 17°C. Para incubacdo e subsequente
germinacéo de conidios é necessaria umidade relativa superior a 92% ou éagua livre.

Temperaturas superiores a 30°C e inferiores a 6°C sdo limitantes tanto para a infecgdo
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quanto para o desenvolvimento do fungo e consequentemente desenvolvimento da doenca
(HALL, 1994; RAVA; SARTORATO, 1994; DALLA PRIA; SILVA, 2010).

Existem vérias aternativas para o controle da antracnose, dentre
essas, destacam-se as préticas culturais, 0 uso de controle quimico e aresisténciavarietal.

A eliminagdo de restos culturais, rotagéo de cultura, utilizagdo de
sementes de boa qualidade sanit&ria e a escolha da época certa de plantio sdo préticas
culturais que sdo comumente utilizadas pelos agricultores. Devido a transmissdo do
patdgeno via semente, a utilizacdo de sementes de boa qualidade sanitéria apresenta
melhor resultado no controle da doenca.

A utilizacdo de cultivares resistentes mostra-se a forma mais
prética e menos onerosa para os produtores, entretanto, a imensa variabilidade patogénica
do fungo torna por muitas vezes quase que obrigatoria a utilizacdo de produtos quimicos
para o controle efetivo da doenca (RAVA, 2002).

3.3. Controle Quimico

Apesar do desenvolvimento das mais diversas ferramentas para o
controle da antracnose do feijoeiro, o controle quimico possui um relevante papel no
mangjo da antracnose, como tratamento de semente e pulverizacdo da parte aérea. A
maioria dos trabalhos de controle quimico dessa doenca foram realizados para feijéo
comum e ndo para feijao-vagem.

Em estudos sobre tratamento de sementes, Vechiato et a. (2001)
observaram que os fungicidas iprodione + carbendazim, carbendazim + thiram, iprodione +
thiram e thiram, reduziram significativamente o nimero de plantulas de feijdo com
sintomas de antracnose nos cotilédones, apds o tratamento de sementes feitos com os
respectivos produtos.

Sharma e Sugha (1995), ao utilizarem carbendazim + thiram, em
um experimento de campo onde sementes de feijdo foram tratadas com diversos
fungicidas, visando controle de C. lindemuthianum, verificaram que esta mistura e
carbendazim foram as mais efetivas no controle do patdgeno.

Pires et al. (2004) concluiram que sementes tratadas com captan
mostraram menor vigor, principa mente apds dois meses de armazenamento, em relacéo as

sementes tratadas com benomyl e carbendazin. Contudo, esta diferenga néo foi verificada
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na germinagdo. Bacon e Clayton (1986) obtiveram resultados similares em sementes de
cevada

Barros et a. (2001) ao utilizarem os fungicidas fludioxonil,
difenoconazole e carboxin associados ao inseticida thiamethoxam, reduziram a populagéo
de fungos, comprovando que os resultados obtidos sugerem que o inseticida thiamethoxam
€ inteiramente compativel com os fungicidas utilizados no tratamento de sementes do
feijoeiro.

Trabalhos realizados sobre a avaliagcdo de produtos quimicos tém
mostrado efeciéncia no controle da antracnose na parte aérea das plantas. Garcia et al.
(2007) verificaram a produtividade de feijdo média de 1006 kg/ha nas parcelas
pulverizadas com tiofanato metilico + chlorothalonil, enquanto nas parcelas ndo
pulverizadas a produtividade média foi de 662 kg/ha, significativamente inferior
confirmando a eficiéncia da pulverizacéo no controle da antracnose. O mesmo fato foi
constatado por Dario et al. (1995); Gianasi et al. (2002); Rava (2002); Oliveira (2003) que
também obtiveram resultados semelhantes. Oliveira (2003) ainda registra que a parcela
pulverizada com o fungicida obteve uma produtividade 59% superior a testemunha néo
pulverizada.

Picinini & Fernandes (2000), utilizando benomyl, carbendazin e
tiofanato metilico em mistura com chlorothalonil chegaram a resultados eficazes no
controle da antracnose em folhas e vagens do feijoeiro.

Gianasi (2002) utilizou trifenil acetato de estanho e obteve menores
porcentagens de severidade da doenca em condi¢cBes de campo, no entanto, ndo foi
observado incremento no desenvolvimento da planta como o autor esperava encontrar.
Bashir et al. (1985) ao avaliarem os fungicidas benomyl, chlorothaonil, tiabendazol e
carbendazim em duas variedades de feijdo (6601 e M-19-19) no controle da antracnose,
relataram que os fungicidas benomyl, chlorothalonil e tiabendazol foram os mais eficientes
no controle da doenca.

Conner et a. (2004) observaram gue piraclostrobina apresentou
bons niveis de controle da antracnose do feijoeiro e ata produtividade, quando aplicada no
periodo de pré-floracdo e término do florescimento. Gillard et a. (2012) encontraram
resultados semelhantes ao testarem o melhor momento para a aplicagéo de piraclostrobina

no controle da antracnose.
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Oliveira (2003) verificou que a antracnose pode ser controlada com
a utilizacdo de o trifenil hidréxido de estanho de forma isolada, ou em mistura a outros
principios ativos como carbendazim, fluguinconazole, azoxystrobina ou propiconazol.

Bulisani et al. (1987) conduziram um experimento de campo
testando a €ficiéncia dos fungicidas mancozeb e chlorothalonil pulverizados sob as
cultivares Carioca 80, Aroana 80, Aysd, Moruna 80, Carioca, Rio Negro, Carioca Pitoco e
Rosinha IAC e obtiveram menor incidéncia de antracnose, garantindo assim produtividade
semelhante entre as cultivares testadas. Resultados semelhantes foram encontrados por
Castro et a. (1991), que, ao testarem os fungicidas benomyl, mancozeb, tiofanato metilico,
captofol, chlorothalonil, trifenil estanho, carbendazin, oxicloreto de cobre, sulfato de cobre
e hidréxido de trifenil estanho, registraram baixa incidéncia de antracnose em comparacao
com outras doencas como ferrugem e ataques de Alternaria.

Santini et al. (2005), na avaliagdo in vitro, encontraram que a maior
inibicdo do crescimento micelial de C. lindemuthianum foi proporcionada pelo acaricida
azocyclotin a 100 pg.mL ™, seguido dos tratamentos com azocyclotin a 10 pg.mL e trifenil
hidréxido de estanho a 100 ug.mL™, que diferiram da testemunha. Por esses resultados,
verificou-se que o azocyclotin apresentou melhores resultados do que o trifenil hidréxido
de estanho no controle de C. lindemuthianum, in vitro, indicando a possibilidade de
controlein vivo.

Rava et al. (1998) ao avaliarem o efeito dos fungicidas benomyl,
fluazinan, chlorothalonil e mancozeb, in vitro sobre C. lindemuthianum, observaram que o
fluazinan foi o que apresentou a maior inibicdo do crescimento micelial diferindo dos
demais tratamentos; 0 oposto do que foi obtido por Balardin e Rodrigues (1995), que
constataram maior reducdo do crescimento micelial ao utilizarem produtos de agédo
sistémica. De acordo com Rava et al. (1998), o benomyl apresentou a segunda maior
inibicdo no diametro das colbnias, porém o mesmo ndo se encontra mais no mercado por
motivo de teratogenia.

Sartorato (2006) avaliou a sensibilidade de oito isolados de C.
lindemuthianum, in vitro, aos fungicidas tiofanato metilico + chlorothalonil, tiofanato
metilico, fluazinan, chlorothaonil, trifloxystrobin + propiconazol, piraclostrobina,
difenoconazole e trifenil hidréxido de estanho, observou que todos diferiram
significativamente da testemunha. Os principios ativos tiofanato metilico + chlorothalonil
apresentaram um controle significativamente superior a tiofanato metilico, em ambas as
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doses 750 pg.mL™e 1000 pg.mL™, para a maioria dos isolados. Apenas dois isolados
apresentaram alta sensibilidade ao tiofanato metilico. Maringoni e Barros (2002) obtiveram
resultados semelhantes a esse quando observaram que todos os isolados de C.
lindemuthianum testados apresentaram baixa sensibilidade a benomyl, carbendazin e
tiofanato metilico.

Sartori e Maringoni  (2007) encontraram  maiores
porcentagens de inibicdo de crescimento micelial de C. lindemuthianum com a mistura de
fungicidas propiconazol e tryfloxistrobin, que inibiu o crescimento de 15 isolados a 1
ng.mL™, ocorrendo crescimento micelial de apenas um isolado, na concentracéo de 1000
ng.mL™, em 20 isolados avaliados. Entretanto nove dos 20 isolados de C. lidemuthianum
avaliados foram menos sensiveis aos fungicidas carbendazin e tiofanato metilico e um
isolado (1-12) teve menor sensibilidade a tryfloxistrobin.

Por ser destinado a consumo in natura, existem algumas limitagoes
guanto a0 uso de produtos quimicos em feijdo-vagem, em funcdo do tempo de
permanéncia (residuo) nas vagens. De modo geral, todos os fungicidas recomendados para
feijdo-vagem possuem 14 dias como intervalo de seguranca, com excegao dos fungicidas
cUpricos e mancozeb em que esse intervalo se reduz para sete dias. Por esse motivo, ndo é
recomendado na cultura o uso de organoestanicos, visto que esse grupo de fungicida pode
permanecer até 30 dias na cultura (AGROFIT, 2011)

Atualmente no Brasil, para feijdo-vagem, haregistro no MAPA dos
seguintes principios ativos 6xido cuproso, mancozeb + oxicloreto de cobre, mancozeb e
tiofanato metilico, visando o controle da antracnose, via pulverizacdo. JA para feijdo
comum, ha cerca de 28 principios ativos ou de suas misturas para esse fim (AGROFIT,
2011).

3.4. Resisténcia de fungos a fungicidas

Por cercade 35 anos a area agricola enfrenta problemas decorrentes
da selecdo de populagbes de fungos fitopatogénicos a diversos grupos de fungicidas
utilizados no controle de doencgas. Desde os primeiros casos de resisténcia, fabricantes de
defensivos, cientistas, académicos e governos tem reunido esforcos para entender esse
fendbmeno e estabelecer medidas que possam solucionar o problema (BRENT;
HOLLOMON, 1995).
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Durante vérios anos de uso de um fungicida, as populacbes do
patdgeno-alvo podem se tornar ndo mais sensiveis para serem controladas adequadamente.
Isso geralmente ocorre como resposta ao uso repetido do fungicida, ou para o uso repetido
de outro produto quimicamente ou bioquimicamente relacionado através de um mecanismo
de acdo similar (BRENT; HOLLOMON, 1995).

Atualmente, estudos tém comprovado a possivel selecdo de vérios
fungos fitopatogénicos resistentes aos mais diversos grupos quimicos de fungicidas.
Conforme estudo de monitoramento realizado anuamente pelo FRAC, para C.
lindemuthianum encontra-se registro de resisténcia apenas para os fungicidas do grupo dos
benzimidazéis, relatados pioneiramente por Meyer (1976).

Maringoni e Barros (2002) avaliando a sensibilidade do
crescimento micelial de cinco isolados de C. lindemuthianum aos fungicidas benomyl,
carbendazin, tiofanato metilico e chlorothalonil, constataram a baixa sensibilidade dos
isolados fungicos aos fungicidas benzimidazdis, levantando assim, a hipétese de resisténcia
cruzada.

Sartori e Maringoni (2007) relataram que o tiofanato metilico
inibiu totalmente ou parcialmente o crescimento micelial de 11 isolados de C.
lindemuthianum, quando tratados com a faixa de concentracgo inferior a 1 ug.mL™, no
entanto, no mesmo estudo 0s autores citam que oito isolados de 20 avaliados apresentaram
baixa sensiblidade a tiofanato metilico mesmo quanto expostos a 1000 pug.mL™ do
fungicida.

Gulart (2009) ao avaliar as racas de C. lindemuthianum em feijéo
comum encontraram baixa sensibilidade da raca 65 e moderada sensibilidade das racas 08,
81 e 321 ao carbendazin e moderada sensibilidade da raga 337 ao tiofanato metilico.

Kososki (2001) registrou que os fungicidas benomyl, iprodione e
tiofanato metilico apresentaram menor inibicdo do crescimento micelial de isolados de C.
acuctatum do que outros fungicidas como folpet, sulfato de cobre e chlorothalonil e
mancozeb. Domingues et a. (2001) ao avaliarem iprodione em isolados de Botrytis cinerea
também perceberam resisténcia de alguns isolados daquel e fungo ao fungicida

Hamada et al. (2009) mostraram em seu trabalho que todos os
isolados de C. acutatum avaliados mostraram-se pouco sensiveis ao benomyl.

Fernandes et a. (2001) detectaram inibi¢do significativa, quanto ao
crescimento micelial, entre isolados de C. gloeosporioides em fungdo do aumento da



16

concentragdo do fungicida benomyl adicionado ao meio de cultura. O benomyl, todavia,
ndo inibiu o crescimento micelial dos isolados, ainda que a concentragao fosse 1000
ng.mL™, sendo assim, pode-se dizer que o fungo apresentou resisténcia ao fungicida.
Diferentemente do que foi verificado por Haddad et a. (2003), que ndo detectaram
resisténcia dos isolados de C. gloeosporioides ao benomyl, em condi¢des de campo, para
cebola, assemelhando-se aos resultados obtidos por Shabi et a. (1994), que ao trabalharem
com isolados provenientes de frutos de abacateiro, relataram que os mesmo foram mais
sensiveis aos fungicidas benzimidazéis.

Santos et a. (2006) ao abordarem o uso de fungicidas
benzimidazois no controle do fungo Didymella bryoniae em melancia consideraram que
estes ndo devem ser utilizados no controle do crestamento gomoso do caule, devido a baixa
sensibilidade apresentada por aguele fungo quando exposto ao fungicida No mesmo
estudo, o autor constatou que 0 patdgeno também apresentou resisténcia a mistura
tiofanato metilico + chlorothal onil.

Para a cultura do mamoeiro, Pereira (2009) revelou que a resposta
de sensibilidade variou de acordo com o fungicida, porém para os benzimidazéis, 8,4% dos
isolados de Lasiodiplodia theobromae ndo tiveram o crescimento inibido na maior
concentracdo avaliada, que foi de 100 pg.mL™.

Silva e Coelho (2003), avaliando o efeito dos fungicidas benomyl,
procimidone e thiabendazole sobre o crescimento micelial de dois isolados de Botrytis
cinerea, causador do tombamento de mudas de Eucalyptus, observaram que um isolado foi
resistente a0 benomyl, contrastando com o outro isolado analisado que apresentou alta
sensibilidade ao produto. Para os produtos procimidone e thiabendazole, o autor registrou
controle satisfatorio para todas as doses utilizadas.

La Mondia e Douglas (1997) ao testarem a sensibilidade de 45
isolados de Botrytis cinerea aos fungicidas benzimidazois e dicarboximida, constataram
que 75% destes apresentaram resisténcia aos fungicidas benzimidazdis, enquanto que 19
isolados foram resistentes aos dois grupos de fungicidas.

Rodrigues et al. (2007) observaram que 7,5% dos isolados de
Guignardia citricarpa testados apresentaram resisténcia ao fungicida carbendazim, sob
condi¢cdes de campo, o que pode indicar o inicio de uma pressdo de selecdo. Ainda no
mesmo estudo, 0 autor relata que ndo houve problemas em relacdo ao uso do fungicida
piraclostrobina, que diferentemente de carbendazim apresentou resultados satisfatorios.
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Esse resultado contrasta com relatos pioneiros do surgimento de resisténcia para fungicidas
do grupo das estrobilurinas feitos por AvilaAdam et a. (2003) e Ishii (2008) para os
patogenos C.graminicola e C.gloeosporioides.

Estudos recentes comprovam o0 possivel aparecimento de
resisténcia a fungicidas do grupo das estrobilurinas, pois Vieira (2009) registrou isolados
de Venturia inaequalis resistentes a trifloxistrobina.

Kimura et al. (2001) registraram resisténcia de Botrytis cinerea ao
benomyl e insensibilidade ao fungicida azoxystrobina, fungicida que pertence ao grupo das
estrobilurinas.

Bezerra (2007) avaliou o efeito dos fungicidas azoxistrobina e
carbendazim sobre germinacdo de esporos in vitro de Amphobotrys ricini. O carbendazim
nd impediu a germinagdo dos esporos dos isolados testados em nenhuma das
concentracdes utilizadas. Ja para o azoxistrobina, com apenas 0,001 pg .mL™, houve um
pequeno declinio na germinacdo de esporos. A medida que aumentou a concentraco de
azoxistrobina, menor foi a germinacdo de esporos, chegando a menos de 2% de
germinacdo, na concentracdo de 10 ug .mL™.

Para alguns fungicidas o risco de desenvolvimento de resisténcia é
menor. E o caso daqueles com agdo multisitio, que devido a0 largo espectro de acdo
possuem menor probabilidade de selecdo dos fungos ao grupo quimico.

Nesta dissertacdo, alguns fungicidas se enquadram neste grupo, é o
caso do chlorothalonil, do mancozeb e de metiram. Oficialmente ha em literatura apenas
um estudo catalogado pelo FRAC que relata a possivel existéncia de resisténcia para esses
fungicidas. Barak e Edgington (1984) registram a existéncia de resisténcia cruzada de
Botrytis cinerea ao chlorothalonil, thiram e captan.

Outro grupo analisado neste estudo sdo o dos fungicidas
inorganicos, para estes ha o exemplo do relato de Goto et al. (1994) gue constataram a

resisténcia de alguns géneros bacterianos aos fungicidas cupricos.

3.5. Ragas fisiol 6gi cas de Colletotrichum lindemuthianum

O estudo de ragas fisiologicas de C. lindemuthianum esta ligado ao

comeco da andlise genética da patogenicidade dos fungos. Antes da constatacdo da
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especializacao fisiolégica de agente causal da antracnose, ndo se dava a devida atencéo a
esse aspecto dentro de qualquer espécie de fungo fitopatogénico (KIMATI, 1966).

Barrus (1911 e 1918) foi o primeiro autor a estudar a variabilidade
de C. lindemuthianum e em seu trabalho o autor identificou duas racas distintas do
patogeno (alpha e beta), baseado na reacdo deste as cultivares Michelite, Perry Marrow e
Dark Red Kidney. Posteriormente, Burkholder (1918) identificou a raca gama, Andrus e
Wade (1942) reportaram a presenca da raca delta, Blondet (1963) foi o descritor da raca
épsilon. Kruger et a. (1977) registrou a presenca da raca kappa e por fim Fouiloux (1975),
constatou a presenca da raca alpha-Brasil.

No Brasil, o pioneiro em estudos sobre racas de fisioldgicas de C.
lindemuthianum foi Kimati (1966), que em um trabalho de mapeamento de ocorréncias de
racas do Estado de S&o Paulo, identificou as racas alpha, delta e Mexico grupo Il. No
Parang, Araujo (1973) registrou a presenca da raca alpha. As ragas apha, México grupo |1
e Brasil grupo | e Il foram identificadas em Minas Gerais por Oliari et al. (1973).

No entanto, de acordo com Paradela Filho (1991), os estudos de
variabilidade baseando-se apenas na utilizacdo de trés cultivares diferencias (Michelite,
Perry Marrow e Dark Red) ja ndo era mais confiavel em virtude da intensa variagdo
patogénica apresentada pel o agente causal da antracnose do feijoeiro.

Apbs a admissdo de que era necessario um maior numero de
cultivares diferencias para a continuagdo dos estudos sobre variabilidade patogénica,
Pastor-Corrales (1991), recomendou a utilizagdo de uma série diferencial de 12 cultivares
gue se mostrou uma fonte valiosa para estudos das ragas fisiologicas de C.
lindemuthianum. A partir desse estudo houve a padronizacdo e a criagdo de uma escala
binaria de avaliagdo de sintomas de acordo com a severidade da antracnose, que
proporcionou a descri¢ao de novas ragas e de novas fontes de resisténcia para as mesmeas.

Tu (1994) registrou a primeira ocorréncia da raca alpha-Brasil em
solo canadense, no mesmo ano Kelly et al. (1994) relataram a presenca também inédita das
racas 7 e 73 em Michigan, Estados Unidos, utilizando a inoculagdo na sequéncia
diferencial de cultivares. JaA Rodrigues-Guerra et al. (2003) detectaram a presenca das ragas
449 e 467 no México.

Mahuku e Riascos (2004) realizaram levantamento em véarios
paises, identificando 90 racas entre os 200 isolados amostrados. Foram identificadas as
ragas 3481, 3545, 3977 e 3993. Neste levantamento todas as cultivares diferenciadoras
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mostraram-se sucetiveis ap patégeno. Por razdo, Silva (2004) propde que a utilizacdo
do conjunto diferenciador composto das 12 cultivares definido por Pastor-Corrales (1991)
jando é suficiente para caracterizar a variabilidade presente em C. lindemuthiaunum.

No Brasil, Balardin et a. (1990), identificaram das ragas 7; 55; 65;
73; 75; 81, 86; 87; 89; 95; 109; 111, 121; 217 e 249 no Estado de Santa Catarina, Rava et
al. (1994) no mesmo Estado caracterizou a raga 55. Thomazella et al. (2000) registrou a
presenca dos patotipos 7; 31; 65; 69; 73; 81; 87; 89 e 95 no Estado do Parana. No mesmo
Estado, Bonett et al. (2008) identificaram as racas 52; 83 e 337 pela primeiravez.

Mesquita et al. (1998) identificaram as ragas 64; 65 e 73 em
gendtipos provenientes do Estado de Goias, através do uso de marcadores moleculares.

Ao realizar um levantamento em oito regides produtoras de feijao
do Rio Grande do Sul, Somavilla e Prestes (1999) relataram a ocorréncia de onze ragas do
patogeno (5; 23; 64; 65; 67; 73; 81; 83; 87; 89 e 321) e evidenciaram a ocorréncia pioneira
daraca 321 no Estado.

Para 0 Estado de S&o Paulo, trabalhos de Carbonell et al. (1999)
revelaram a presenca das ragas 23; 31; 65; 73; 81; 87; 89; 95 e 127 de C. lindemuthianum,
em isolados procedentes de varias localidades do Estado, com predominancia das ragas 65;
81 e 89.

Abud et al. (2011) ao estudarem 1189 isolados coletados em varios
estados brasileiros como Bahia, Santa Catarina, Goiés, Rio Grande do Sul, Espirito Santo,
S&o Paulo, Parana, Minas Gerais, Pernambuco, Paraiba, Mato Grosso do Sul, Distrito
Federal e Rio de Janeiro, encontraram quatro racas de C. lindemuthianum com maior
freqUéncia: 65; 73; 81 e 87.

Normalmente, os estudos de caracterizacdo de ragas de C.
l[indemuthianum no Brasil e no exterior ndo especificam claramente a origem dos isolados
guanto ao hospedeiro (feijdio comum ou feijdo-vagem), sendo assim necessario estudo
sobre a identificagdo de racas desse fungo em feijdo-vagem no Brasil, que podem nortear o
cruzamento de fontes especificas de resisténcia, no programa de melhoramento genético
dessa hortalica, visando a incorporacéo de genes de resisténcia em cultivares suscetiveis a

antracnose.
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4. Material e Método

4.1. Obtencdo e preservacdo de isolados de Colletotrichum lindemuthianum de feijéo-
vagem

Os isolados de C. lindemuthianum utilizados nesse estudo (Tabela
1) foram obtidos através de isolamento direto, em que peguenas por¢des de conidios de C.
lidemuthianum presentes em vagens sintomaticas, foram transferidas com auxilio de uma
alca de platina esterelizada, para placas de Petri contendo meio batata-dextrose-agar
(BDA). Os isolados de C. lindemuthianum, apds purificados, foram preservados pelo
método descrito por Castellani (1939).

Tabela 1. Isolados de Colletotrichum lindemuthianum e Municipios de coleta

Isolado Municipos (SP)
Feij 3147 Jaui
Feij 3148 Campinas
Feij 3149 Botucatu
Feij 3150 Morungaba
Feij 3151 Botucatu
Feij 3152 Botucatu
Feij 3153 Botucatu
Feij 3154 [tatiba
Feij 3155 Sao Paulo
Feij 3156 Séo Manuel
Feij 3157 Vinhedo

Feij 3158 Botucatu
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4.2. A avaliacéo de sensibilidade de Colletrotrichum lindemuthianum a fungicidasin vitro

4.2.1. Crescimento micelial

Foi avaliada in vitro a sensibilidade de 12 isolados de C.
lindemuthianum de feijédo-vagem (Tabela 1), a diferentes concentragtes de fungicidas. Os
fungicidas oxicloreto de cobre + mancozeb, chlorothaonil, chlorothaonil + tiofanato
metilico, tiofanato metilico, mancozeb, metiram + piraclostrobina, piraclostrobina, 6xido
cuproso e carbendazim (Tabela 2), foram avaliados nas concentracdes de 1, 10, 100 e 1000
ng.mL™, em meio de cultura BDA. Os fungicidas foram adicionados a0 BDA quando este
atingiu a temperatura de 45 - 50°C, ap6s a autoclavagem. O tratamento testemunha foi
representado por BDA, sem adic¢do de fungicida.

Discos de micdlio dos isolados fungicos foram retirados da
periferia de colonias, com 10 dias de idade, cultivadas em meio BDA, a 25°C, e
transferidos para o centro de placas de Petri contendo as concentragdes de fungicidas. As
placas assim preparadas permaneceram incubadas a 25°C, por 10 dias, sendo
posteriormente aferidos os didametros médios das colénias (em mm) e calculada a
porcentagem de inibicdo perante a testemunha.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticbes. Foi determinada a faixa de inibicdo de 50% do
crescimento micelial (EDsp) para cada um dos isolados fungicos aos diferentes fungicidas

ensaiados.

4.2.2. Germinagdo de esporos

Para avaliar a sensibilidade da germinacdo de conidios de C.
l[indemuthianum, o preparo do meio BDA foi idéntico ao descrito no item 4.2.1. Foram
selecionados os isolados Feij 3147, Feij 3150, Felj 3155 e Feij 3158 por apresentarem
diferentes niveis de sensibilidade do crescimento micdlial, aos produtos mancozeb e a

mistura tiofanato + chlorotalonil.
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Os isolados foram cultivados em meio de cultura aveia-agar por 15
dias, a 25°C, em escuro, para favorecer a esporulagdo do fungo. Apos o periodo de
incubacao, foi realizada a coleta de conidios, através da raspagem do crescimento fungico
desenvolvido na superficie do meio de cultura, de cada um dos isolados de C.
lindemuthianum em agua destilada e esterelizada. As suspensdes obtidas foram filtradas
em camada dupla de gaze esterilizada.

As concentracbes de conidios foram padronizadas em
hemacitémetro, a 5,0 x 10° conidios.mL™, como descrito por Maringoni e Barros (2002).
Cem microlitros de cada suspensdo foram distribuidas uniformemente na superficie de
cada placa de Petri, com o auxilio de uma alca de Drigalski. Paratodos os fungicidas foram
avaliadas as mesmas concentragdes do ensaio de crescimento micelial (item 4.2.1.). O
tratamento testemunha foi representado pelo meio BDA sem fungicida. Posteriormente, as
placas de Petri foram mantidas a 25°C, durante 24h.

Um conjunto de papel de filtro, lamina e laminulas de vidro foi
preparado no interior de placas de Petri e autoclavado. Porgdes de meio de cultura
contendo o fungo, de aproximadamente 1,5 cm de diametro, foram retiradas e transferidas
para a lamina de vidro (2 discos/lamina). Gotas de lactofenol azul de algoddo foram
depositadas sobre o disco de meio de cultura, visando paralisar o crescimento fungico, e
colocada uma laminula sobre o disco.

Para cada isolado fungico e para cada concentracdo de fungicida foi
avaliada a germinacdo de 100 conidios por disco. O delineamento experimenta foi
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, sendo cada parcela representada por um
disco de meio de cultura Com os resultados obtidos foram feitos os cdculos da
porcentagem de inibicdo média da germinagéo e determinada a faixa de inibi¢do de 50% da

germinagao dos conidios (EDsp) para cada um dos isolados fungicos.

4.3. Avaliacdo da sensibilidade de Colletotrichum lindemuthianum a fungicidas in vivo

Para 0 ensaio in vivo, foram avaliados os mesmos isolados de C.
l[indemuthianum utilizados para o teste de germinacéo de conidios (item 4.2.2.). As folhas

primarias utilizadas no ensaio foram destacadas de plantas de feijdo-vagem (cultivar Itatiba
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1) no estddio V2, cujas plantas se desenvolveram em vasos, sob condi¢fes de casa de
vegetacao.

ApOs a coleta, as folhas foram levadas ao laboratério e submersas
em uma solucdo do espal hante adesivo Tween 80 (solucdo a 10%), por 10 segundos, com 0
objetivo de facilitar a adesdo da calda fungicida, e também da suspensdo de esporos do
fungo conforme descrito por Gulart (2009). Imediatamente as folhas foram imersas nas
solugbes dos fungicidas oxicloreto de cobre + mancozeb (2g/L), chlorotalonil (2g/L),
chlorotalonil + tiofanato metilico (3,5¢/L), tiofanato metilico (2g/L), mancozeb (4g/L),
metiram + piraclostrobina (3g/L), piraclostrobina (0,6ml/L), éxido cuproso (2g/L) e
carbendazim (2ml/L) por aproximadamente cinco segundos e colocadas em placas de Petri
de 15 cm de didmetro, contendo papel de filtro umedecido em agua destilada.

As suspensdes de conidios foram pulverizadas 24 horas apés a
aplicacdo dos fungicidas. Suspensdes de conidios de cada isolado foram preparadas a partir
de placas com abundante esporulacdo do patdégeno e previamente cultivadas em meio
avela-dgar por 15 dias, a 25°C. Foi utilizada uma concentracdo padréo de esporos de 10°
conidios.mL™ em todas as inocul ages.

Apébs a inoculacdo, as folhas foram mantidas no escuro por 24
horas e posteriormente incubadas em B.O.D por sete dias, a 20°C, com fotoperiodo de 12
horas. O tratamento testemunha foi constituido por folhas somente imersas em &gua e
inoculadas com as suspensdes de conidios dos isolados. Também foram feitas 3 placas
contendo folhas que foram imersas em agua, sem posterior inoculagdo (testemunha
absoluta). Foi avaliada a severidade da doenca (porcentagem da érea foliar doente) apds
sete dias da inoculacdo com a utilizacdo da escala diagramatica descrita por Dalla Pria
(1997).

O delineamento experimental utilizado foi  inteiramente
casualizado, com trés repeticdes, para cada isolado e produto. Os dados foram
transformados em arcsenVx/100 e submetidos & andlise de variancia e as médias
comparadas pel o teste de Scott-Knott, a 5%.

4.4. Determinacdo de ragas de Colletotrichum lindemuthianum de feij&o-vagem

Para determinar as ragas fisiolégicas dos 12 isolados de C.

lindemuthianum obtidos de feijdo-vagem (Tabela 1), foram semeadas as cultivares
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diferenciais de feijoes, em bandejas de vermiculita esterelizada, Michelite, Michigan Dark
Red Kidney, Perry Marrow, Cornell 49-242, Widusa, Kaboon, México 222, Pi 207262,
TO, TU, AB 136 e G 2333. Foram utilizadas cinco plantas por genotipo para cada isolado,
de acordo com a metodologia empregada por Pastor-Corrales (1991) e Carbonell et al.
(1999). Suspensdes de conidios de 10° conidios.mL™ foram pulverizadas sobre as plantulas
de feijdo de cada um dos gendtipos. Uma planta do cultivar Pérola suscetivel a todas as
racas de C. lindemuthianum foi utlizada para cada série diferenciadora como testemunha.
As plantulas foram mantidas em uma sala climatizada a temperatura ao redor de 23°C,
umidade de 90% e luminosidade controlada com fotoperiodo de 12 horas.

A avdliacdo da severidade da doenca nas plantulas, quanto a
resposta a infeccao, foi feita de 7 a 10 dias apds a inoculagdo através da utilizacdo de uma
escala de notas de 1 a 9, na qual indices de 1 a 3 representam genotipos resistentes e
indices acima de 3 denotam gendtipois suscetivels. Por meio de um sistema binério de
avaiacdo, foi possivel chegar a deteccdo em nivel de raca, conforme valores numéricos
atribuidos, segundo Pastor-Corrales (1991).
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5. Resultados e Discussao

a) Avaiacdo da sensibilidade in vitro do crescimento micelial de Colletotrichum

lindemuthianum de feij&o-vagem afungicidas

Os resultados referentes as avaliacdes da porcentagem média de
inibicdo do crescimento micelial dos 12 isolados de C.lindemuthianum de feijéo-vagem as
diferentes concentragdes dos fungicidas encontram-se nas Tabelas 3 a 11.

Observa-se baixa sensibilidade dos isolados, quanto a inibi¢do do
crescimento micelial aos fungicidas Oxido cuproso (Tabela 3), mancozeb (Tabela 4),
tiofanto metilico (Tabela 5), carbendazim (Tabela 6) e oxicloreto de cobre + mancozeb
(Tabela 8), pois predominantemente a faixa de EDsp foi superior a 1000 pg.mL™ desses
fungicidas, com excecéo de alguns isolados com faixa de EDsy entre 100-1000 pg.mL™
para mancozeb, isolados Feij 3153 e Feij 3155; carbendazim, isolado Feij 3156. A Figura
1 ilustra a baixa sensibilidade do isolado Feij 3149 ao tiofanato metilico

Para o chlorothalonil, houve diferenca na sensbilidade dos
isolados, pois a faixa da EDsp foi de 10-100 pg.mL™ para cinco isolados (Feij 3150, Feij
3153, Feij 3154, Feij 3155 e Feij 3156) e faixa de EDsg entre 100-1000 pug.mL™, para os
outros seis isolados e apenas o isolado Feij 3148 apresentou a faixa de EDsy superior a
1000 pg.mL™ (Tabela 7).

Os isolados apresentaram ata sensibilidade a piraclostrobina
(Tabela 9), pois apresentaram a faixa de EDs, entre 1-10 pg.mL™. A figura 2 ilustra a
sensibilidade do isolado Feij 3148 a esse fungicida
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Figura 1. (A) Crescimento micelial do isolado Feij 3149 de Colletotrichum
lindemuthianum na auséncia de fungicidas e (B) crescimento micelial na presenca de 10
ng.mL ™ de tiofanato metilico.

Figura 2. (A) Crescimento micelia do isolado Feij 3148 de Colletotrichum lindemuthianum
na presenca de 100 pg.mL™ de piraclostrobina e na auséncia de fungicida (B).
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Para as misturas metiram + piraclostrobina a faixa de EDs, entre os
isolados foi variavel, pois trés deles (Feij 3147, Feij 3150 e Feij 3156) a faixa de EDsg foi
de 10 - 100 pg.mL™ e para os demais isolados, foi de 100-1000 pg.ml™ (Tabela 10). Paraa
mistura de tiofanato metilico + chlorothalonil o isolado Feij 3153 apresentou faixa de EDs
de 10-100 pg.mL™, nove isolados a faixa de 100-1000 pg.mL™ e dois isolados ( Feij 3148
e Feij 3157) faixa superior a 1000 pg.mL™ (Tabela 11).

Nas Tabelas 12 a 20 estdo relacionadas a porcentagem de inibicéo
da germinagdo de conidios dos isolados Feij 3147, Feij 3150, Feij 3155 e Feij 3158, frente
as diferentes concentracbes dos diversos fungicidas, bem como a faixa de EDsy. Foi
observada baixa sensibilidade dos isolados quanto a germinacdo dos conidios aos
fungicidas Oxido cuproso (Tabela 12), tiofanato metilico (Tabela 14) e carbendazim
(Tabela 17), pois apresentaram faixa de EDs, a esses produtos superior a 1000 pug.mL™.
Para mancozeb (Tabela 13), oxicloreto de cobre + mancozeb (Tabela 18) e tiofanato
metilico + chlorothalonil (Tabela 19), a faixa de EDsy dos isolados ficou entre 10-100
nug.mL™. E para piraclostrobina (Tabela 16) e metiram + piraclostrobina (Tabela 20), a
faixa de EDs foi entre 1-10 ug.mL™. E por fim, para o chlorothalonil (Tabela 15), afaixa
de EDsy foi inferior a1 ug.mL™.

Tabela 12. Porcentagem média de inibicdo da germinacéo de conidios de quatro isolados
de Colletotrichum lindemuthianum a 6xido cuproso.

Concentracdo (pug.mL™)
Isolado Faixade
EDsy
1 10 100 1000  (ug.mL™

Feij-3147 286 2208 26,75 4312 >1000
Feij-3150 1,79 2282 2641 4385 >1000
Feij - 3155 0,00 1845 20,59 38,77  >1000
Feij-3158 537 2302 21,99 4348 >1000
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Tabela 13. Porcentagem média de inibicdo da germinacdo de conidios de quatro isolados
de Colletotrichum lindemuthianum a mancozeb.

Concentragdo (pug.mL™)

Isolado Faixade
EDs,

1 10 100 1000  (ug.mL™®
Feij - 3147 9,35 42,08 92,73 100  10-100
Feij-3150 1154 43,08 86,92 100  10-100
Feij-3155 8,82 4278 9305 100  10-100
Feij-3158 1330 47,83 84,14 100  10-100

Tabela 14 Porcentagem média de inibicdo da germinacéo de conidios de quatro isolados de
Colletotrichum lindemuthianum a tiofanato metilico.

Concentraczo (pug.mL™)
Isolado Faixade
EDs,
1 10 100 1000 (ug.mL™)

Feij -3147 1,04 9,87 20,78 31,04 >1000
Feij-3150 436 9,23 19,74 34,36  >1000
Feij-3155 0,00 4,55 17,11 36,05 >1000
Feij-3158 384 1049 2302 3897 >1000

Tabela 15. Porcentagem média de inibicdo da germinacdo de conidios de quatro isolados
de Coalletotrichum lindemuthianum a chlorothal onil.

Concentragdo (ug.mL™)

Isolado Faixade
EDs,

1 10 100 1000 (ug.mL?
Fej - 3147 67,09 100 100 100 <1
Felj - 3150 68,71 100 100 100 <1
Felj - 3155 74,33 100 100 100 <1
Fej - 3158 69,30 100 100 100 <1




39

Tabela 16. Porcentagem média de inibicdo da germinagdo de conidios de quatro isolados
de Colletotrichum lindemuthianum a piracl ostrobina.

Concentraczo (pug.mL™)

|solado Faixa de EDs,
1 10 100 1000 (ug.mL™)

Feij-3147 2312 84,16 100,00 100,00 1-10
Feij-3150 19,23 8385 100,00 100,00 1-10
Feij-3155 21,12 8396 100,00 100,00 1-10
Feij-3158 23,79 8312 100,00 100,00 1-10

Tabela 17. Porcentagem média de inibicdo da germinacdo de conidios de quatro isolados
de Colletotrichum lindemuthianum a carbendazim.

Concentracdo (pug.mL™)
Isolado Faixade
EDso
1 10 100 1000  (ug.mL™)

Feij - 3147 2,86 12,73 21,04 23,12  >1000
Feij - 3150 6,92 11,28 20,77 33,33  >1000
Feij - 3155 6,42 7,22 18,45 28,61  >1000
Feij - 3158 4,09 14,07 15,60 3581  >1000

Tabela 18. Porcentagem meédia de inibicdo da germinacéo de conidios de quatro isolados
de Colletotrichum lindemuthianum a oxicloreto de cobre + mancozeb.

Concentraczo (pug.mL™)
ISO' adO Faixade
EDso
1 10 100 1000 (ug.mL™

Feij - 3147 7,73 22,93 64,18 100 10-100
Feij - 3150 9,50 16,88 71,77 100 10-100
Feij - 3155 4,14 11,14 6529 100 10-100
Feij - 3158 11,74 21,67 78,60 100 10-100
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Tabela 19. Porcentagem média de inibicdo da germinacdo de conidios de quatro isolados

de Colletotrichum lindemuthianum a tiof anato metilico + chlorothal onil.

Concentracgo (pug.mL™)
Isolado Faixade
EDso
1 10 100 1000 (ugmi
Fej - 3147 4,38 12,89 65,21 100,00 10-100
Feij - 3150 0,26 11,08 62,80 100,00 10-100
Fej - 3155 3,63 14,25 65,03 100,00 10-100
Feij - 3158 3,66 13,32 64,75 100,00 10-100

Tabela 20. Porcentagem média de inibicdo da germinacéo de conidios de quatro isolados
de Colletotrichum lindemuthianum a metiram + piracl ostrobina.

Concentragdo (pg.mL™)
Isolado Faixa de EDx,
1 10 100 1000 (ng.mL™)
Feij - 3147 2062 62,63 100,00 100,00 1-10
Feij-3150 21,64 59,89 100,00 100,00 1-10
Feij-3155 2332 6373 100,00 100,00 1-10
Feij-3158 19,84 68,67 100,00 100,00 1-10

A variagdo na sensibilidade do crescimento micelia de C.

lindemuthiaunum a fungicidas do grupo dos benzimidazois (benomyl, carbendazim e

tiofanato metilico) pode ser encontrada na literatura, principalmente em isolados obtidos de
feijdo-seco, destinados a gréos (BALARDIN; RODRIGUES, 1995; RAVA et a. 1998;
MARINGONI; BARROS, 2002; SARTORATO, 2006; SARTORI; MARINGONI, 2007,

RAJESHA et a. 2010).

Para isolados que apresentaram sensibilidade a esse grupo de

fungicidas, verifica-se dréstica redugcdo no crescimento micelial em concentracdes iguais
elou inferiores a 1 pgmL™ (BALARDIN; RODRIGUES, 1995; RAVA et al. 1998;
MARINGONI; BARROS, 2002; SARTORATO, 2006; SARTORI; MARINGONI, 2007) e
em contrapartida, isolados com baixa sensibilidade, apresentam crescimento miceliano em
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concentracdes superiores a 100 pg.ml™ (MARINGONI; BARROS, 2002) ou 1000 pg.mi™
(SARTORATO, 2006; SARTORI; MARINGONI, 2007), desses fungicidas. Os resultados
aqui observados para os 12 isolados de C. lindemuthianum oriundos de isolamento de
feijdo-vagem apresentaram baixa sensibilidade a carbendazim e tiofanato metilico (Tabelas
5 e 6), com faixa de EDs, predominantemente superiores a 1000 pg.mL™, resultados esses
concordantes com os observados por Maringoni e Barros (2002); Sartorato (2006); Sartori
e Maringoni (2007), podendo assim serem considerados resistentes a esses fungicidas
semel hantes aos isolados de feijdo comum.

Tanto o tiofanato metilico (Tabela 14) quanto o carbendazim
(Tabela 17) apresentaram baixa eficiéncia na inibicdo da germinacdo dos conidios dos
quatros isolados de C. lindemuthianum, pois a faixa de EDs, foi superior a 2000 pg.mL™.
Entretanto, ha relato em literatura de que isolado de C. lindemuthianum sensivel a benomyl
apresentou 52,2% de inibicdo na germinacdo de conidios na presenca da concentracdo de
0,8 pg.mL™ desse produto (RAVA et a. 1998). J& Maringoni e Barros (2002) ndo
constataram a inibicdo da germinacdo de cinco isolados de C. lindemuthianum com
resisténcia cruzada a benomyl, carbendazim e tiofanato metilico, na presenca de 100
pg.mL™ desses fungicidas.

No Brasil ha relatos de alguns fungos causadores de doengas em
plantas que sdo resistentes aos fungicidas do grupo dos benzimidazois, como por exemplo
Botrytis cinerea (GHINI; KIMATI, 2000), Guignardiacitricarpa (MARTINS et a., 1998)
e Didymella bryoniae (SANTOS et ., 2006) entre outros

A resisténcia de fungos aos fungicidas benzimidazéis é devida a
mutacdo do gene B-tubulina principa mente nos codons 198 ou 200 (MCKAY et a., 1997,
MCKAY et d., 1998).

Para chlorothalonil, cinco isolados apresentaram alta sensibilidade
do crescimento micelial ao fungicida (Tabela 7), com faixa de EDsy 10-100 pg.mL™. Esses
resultados foram semelhantes aos de Baumgart e Porto (1978) que, ao avaliarem o
crescimento micelial de um isolado de C. lindemuthianum, concluiram gque a concentragéo
de 10 pg.mL™?, mesmo n&o inibindo 100% o crescimento do fungo, foi eficiente, pois
inibiu 50% do crescimento do mesmo. Para outros seis isolados, a faixa de EDs
encontrou-se entre 100-1000 pg.mL™, coincidindo com os resultados de Maringoni e
Barros (2002), que obtiveram resultado semelhante ao avaliarem os isolados Feij 2761 e
Feij 2768 de C. lindemuthianum na presenca de chlorothalonil. Rava et a. (1998) também
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obtiveram resultados semelhantes, tendo encontrado inibicdo em 50% do crescimento
micelial de C. lindemuthianum, na faixa de concentracéo entre 100 pg.mL™* e 500 pg.mL™
de chlorothal onil.

Apenas o0 isolado Felj 3148 apresentou baixa sensibilidade a
chlorothalonil, sendo inibido apenas em concentragdes maiores que 1000 pg.mL™*(Tabela
7). Rajesha et a. (2010) também ndo obtiveram inibicdo do crescimento micelial de um
isolado de C. lindemuthiaunum, na concentragdo de 800 pg.ml™. Sartori e Maringoni
(2007) relataram que osisolados I-11, 1-12, 1-13 e 1-15 de C. lindemuthianum apresentaram
baixa sensibilidade a chlorothal onil, mesmo quando expostos a 1000 pg.mL ™.

Quanto a germinacdo de conidios, todos os isolados foram
sensiveis a chlorothalonil tendo sua germinacdo inibida na concentragdo de 1 pg.mL™
(Tabela 15). Rava et al. (1998) relataram que a germinacdo de conidios de C.
lindemuthianum foi inibida completamente com concentracdes inferiores a 0,032 pg.mL™
de chlorothalonil; Maringoni e Barros (2002) constataram que isolados de C.
lindemuthianum foram sensiveis a chlorothalonil, com inibicdo da germinacdo dos
conidios em concentragdes inferioresa 1 pug.mL™, assim como este estudo.

Existem na literatura alguns relatos da variagdo de sensibilidade a
chlorothalonil em outros patdgenos. Cheah et al. (1981), ao trabalharem com Pyrenopeziza
brassicae in vitro, encontraram que a inibicdo do crescimento micelia se situava na faixa
de ED de 1-10 pg.mL™, no mesmo estudo, os autores relatam que concentracdes inferiores
a 0,1 pg.mL™ j& seriam suficientes para inibir completamente a germinac&o de conidios.
Jayasinghe e Wysundera (1995) obtiveram 100% de inibicBo de germinacéo de
Cylindrocladium quiqueseptatum na concentracdo de 25 pg.mL™ de chlorothalonil e Mesta
et al. (2009), ao trabalharem com Alternaria helianthi em girassol, relataram inibicdo de
crescimento miceliano e germinacso na faixa de concentracdo de 0,2-0,3 ug.mL™ daguele
fungicida.

Para a mistura de tiofanato metilico + chlorothalonil os isolados de
C. lindemuthianum se comportaram de forma variavel quanto a sensibilidade (Tabela 11).
O isolado Feij 3153 foi 0 mais sensivel a mistura, encontrando-se na faixa de EDsy de 10-
100 pg.mL™, esse resultado pode ter ocorrido em funcéo da sensibilidade do isolado a
chlorothalonil, visto que o isolado apresentou-se sensivel a esse principio ativo de forma
isolada, ndo apresentando sensibilidade a tiofanato metilco. O resultado obtido em relagéo
ao isolado Feij 3153 foi semelhante ao obtido por Balardin e Rodrigues (1995), que
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relataram inibicéo do crescimento micelial em 50% de oito isolados de C. lindemuthianum,
em concentracdes inferiores a 50 pg.mL™ da mistura de tiofanato metilico + chlorothal onil
e a Sartori e Maringoni (2007), que relataram que os isolados 1-14 e 1-19 de C.
lindemuthianum foram inibidos na faixa de EDs, de 10-100 pg.mL™.

JA os isolados Feij 3148 e Feij 3157 foram pouco sensiveis a
mistura, pois concentracdes superiores a 1000 pg.mL™ ndo foram suficientes para inibir
em 50% o crescimento micelial desses isolados; Sartori e Maringoni (2007) encontraram o
mesmo padréo de sensibilidade para osisolados I-12, 1-13 e I-14 de C. lindemuthianum.

Os demais isolados apresentaram sensibilidade na faixa de EDsg de
100-1000 pg.mL™ de tiofanato + chlorothalonil (Tabela 11) semelhante aos resultados
descritos por Sartori e Maringoni (2007) que obtiveram esse valor de EDsg para 0s isolados
[-4 e I-7 de C. lindemuthiaunum.

Os resultados quanto a inibicdo da germinacdo de conidios para
tiofanto metilico + chlorothalonil encontram-se na Tabela 19. Os quatro isolados ficaram
na faixa de EDso de 10-100 pg.mL™ da mistura, que confirma a ac&o de chlorothalonil na
inibicdo de germinacdo dos conidios. N&o ha relatos em literatura quanto a agdo dessa
mistura de fungicidas na germinacdo de conidios de C. lindemuthiaunum, no entanto
alguns autores citam o efeito de tiofanato metilico + chlorothalonil na germinacéo de
outros fungos fitopatogénicos, como por exemplo, Silva et al. (2006) relatam que a
concentragdo 0,5 pg.mL™ do fungicida foi o suficiente para inibir a germinacéo de dois
isolados de Myrothecium roridum oriundos de algodéo.

Em relagdo ao mancozeb, houve pequena variacdo da sensibilidade
dos isolados de C. lindemuthiaunum, apenas os isolados Feij 3153 e Feij 3155
apresentaram inibic&o do crescimento micelia na faixa de EDsp de 100-100 pg.mL™. Os
demais isolados apresentaram baixa sensibilidade ao fungicida, pois apresentaram faixa de
EDso superior a 1000 pg.mL™ (Tabela 4). Raesha et a. (2010), a0 avaiarem a
sensibilidade de C. lindemuthianum a mancozeb, encontraram resultados semelhantes ao
relatarem a inibicdo do crescimento micelia na faixa de EDsp 20-100 pg.mL™, entretanto
Rava et a.(1998) encontraram isolados do mesmo fungo sensiveis a mancozeb, pois
tiveram o crescimento micelial inibido na faixa de EDsy 20-100 pg.mL™ de concentragdo
do fungicida.

Para a germinagdo de conidios, todos os quatro isolados testados
apresentaram sensibilidade nas faixas de EDsy 10-100 pg.mL™ para o mancozeb (Tabela



13). Rava et al. (1998) encontraram inibicdo da germinacdo de conidios na faixa EDs
0,032 — 0,16 pg.mL™ de concentraco.

Na literatura, alguns autores relatam a sensibilidade de diversos
fungos fitopatogénicos a mancozeb. Cheah et al. (1981) verificaram que a faixa de
concentracdo de 1-10 pg.mL™ inibiu em 50% o crescimento miceliad e germinacdo de
conidios de Pyrenopeziza brassicae, agente causal da mancha luminosa do aface; Alam et
a. (2004) ao avaliarem a sensibilidade de Fusarium oxysporum, causador da podridao
radicular em pimenta, encontraram inibicdo total da germinacdo de conidios para aquele
fungo em concentracBes inferiores a 500 pg.mL™* de mancozeb; Tsa et a. (2006)
relataram que a faixa de EDsy 10-100 pg.mL™ de mancozeb inibiu em 50% o crescimento
mecelial de isolados de Colletotrichum gloesporioides de manga e de Colletotrichum
musae de banana e de faixas inferiores a 10 ug.mL™ para inibir Colletotrichum
gloesporioides de pomelo. No mesmo estudo, os autores relatam que concentragdes
inferiores a 10 pug.mL™ inibiram em 50% a germinacdo de conidios para todos os
patégenos avaliados.

O fungicida mancozeb é classificado por Kuck e Gisi (2007), como
possuidor de baixo risco de desenvolvimento de resisténcia em fungos, isso se deve ao
modo de acdo classificado como multissitio, de acordo com o mesmo comité. Devido a
diversificada atuacéo enzimaética, é possivel que ocorra variacdo quanto a sensibilidade de
isolados fungicos em relacdo ao fungicida.

A sensibilidade de C. lindemuthianum quanto a piraclostrobina
mostrou-se uniforme, pois todos os isolados tiveram crescimento micelial e germinacéo de
conidios inibidos em 50% quando expostos a faixa de EDsp 1-10 pg.mL™ desse fungicida
(Tabela9 e 16).

Sartorato (2006) relatou que oito isolados de C. lindemuthianum
apresentaram alta sensibilidade a piraclostrobina, pois todos eles foram completamente
inibidos em concentracdes inferiores a 187,5 pg.mL™. Sartori e Maringoni (2007) a0
avaliarem a sensibilidade de 20 isolados de C. lindemuthianum a trifloxystrobin, fungicida
pertencente a0 grupo das estrobilurinas assim como piraclostrobina, encontraram 16
isolados sensiveis ao fungicida, sendo estes inibidos em 50% do crescimento micelial com
concentracdes inferiores a 1 pg.mL™. No entanto, no mesmo estudo os autores relatam que
os isolados 1-12 e 1-13 foram inibidos apenas em concentragbes que variaram entre 100
pg.mL™ e 1000 pg.mL™.
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Outros autores também relatam a ata sensibilidade de alguns
fitopatdgenos quando expostos a piraclostrobina. Ferreira et a. (2006) ao avaliarem a
sensibilidade de Cylindrocladium candelabrum em eucalipto, relataran que as
concentracdes de 0,21 pg.mL™ e 0,34 ug.mL™ de piraclostrobina foram efetivas parainibir
em 50% a germinacd@o de conidios e o crescimento micelial respectivamente; Zang et a.
(2012) relataram que a concentracgo de 0,0243 pg.mL™ de piraclostrobinainibiu em 50% a
germinacdo de conidios de Cercospora sojina em soja; Bezerra (2007) obteve 98% de
inibicdo da germinacd de Amphobotrys ricini com a concentracdo de 10 pg.mL™ de
azoxistrobina. Em contrapartida, Kimura et al. (2001) relatam que apenas concentragcoes
maiores que 1000 pg.mL™ de azoxistrobina, fungicida do grupo da estroblilurinas, seriam
capazes de inibir em 50% o crescimento micelia de Botrytis cinerea in vitro,
demonstrando a baixa sensibilidade deste patdgeno ao fungicida.

Para a mistura de metiram + piraclostrobina os isolados Feij 3147,
Feij 3150 e Feij 3156 apresentaram faixa de EDsp 10 — 100 pg.mL™, os demais isolados
ficaram na faixa de EDsp 100 - 1000 pg.mL™ para o crescimento miceliano (Tabela 10).
Quanto a inibicdo da germinacdo de conidios, os quatros isolados avaliados foram
sensiveis a mistura na faixa de concentragdo de 1 - 10 pg.mL™ (Tabela 20).

Alguns autores relatam a ocorréncia de maior sensibilidade de
outros fungos a mistura de metiram + piraclostrobina. Silva et a. (2006) ao avaliarem a
sensibilidade de Myrothecium roridum, agente causa da mancha-de-mirotécio em
algodoeiro, relataram que os isolados CNPA 0012 e CNPA 0014, tiveram 50% do
crescimento micelial inibido nas concentragdes de 0,79 pgmL? e 3,36 pgmL*
respectivamente, para a germinagdo de conidios os autores citam gue a concentracdo de
0,99 pg.mi™ da mistura do fungicida inibiu a germinacdo do isolado CNPA 0012, j& o
isolado CNPA 0014 teve a germinagéo de conidios inibida na concentragdo de 0,07 pg.mL”
! damistura

Tsai et a. (2006), ao avaliarem a sensibilidade de Colletotrichum
gloesporioides a metiram, relataram que os isolados 2209 e 2428 provenientes de manga e
pomelo, foram inibidos em 50% do crescimento micelial com concentracdes que variaram
entre 10 ug.mL™ e 100 pg.mL™ do fungicida. No mesmo estudo, os autores observaram
gue um isolado de Colletrichum musae apresentou a mesma faixa de sensibilidade de 10 -
100 pg.ml™ para inibicdo em 50% do crescimento micelia e os demais isolados tiveram a
inibicdo da germinac&o em concentragdes inferiores a 10 pg.mi™.
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A diferenca de inibicdo entre crescimento micelial e germinagédo de
conidios, observada nos fungicidas inibidores do processo respiratério deve-se,
provavelmente, a0 mecanismo de acdo. As estrobirulinas, oxazolidinedionas e
imidazolinonas atuam por meio da inibicdo da respiracdo mitocondrial, bloqueando a
transferéncia de elétrons entre o citocromo b e o citocromo c1 (Complexo 111) impedindo a
formacdo de ATP e consequentemente a producdo de energia. Os conidios para
germinarem demandam alta energia que é obtida pelas vias respiratérias convencionais
inibidas por estes fungicidas. O micélio, por sua vez, aém das vias respiratérias
convencionais pode gerar energia por vias alternativas e por glicolise. A energia gerada
pelas vias aternativas € limitada, no entanto pode ser suficiente para que o micélio cresca
por algum espaco de tempo, mesmo apos o contato com o fungicida (LEROUX, 1996;
YPEMA; GOLD, 1999, citados por TOFOLI et a., 2003).

Para os fungicidas cupricos, éxido cuproso e a mistura oxicloreto
de cobre + mancozeb, os isolados apresentaram baixa sensibilidade mesmo a 1000 pg.mL™
(Tabela 3 e 8). Quanto a germinacdo de conidios, os quatros isolados avaliados
apresentaram baixa sensibilidade a 6xido cuproso, pois ndo houve inibicdo em 50% da
germinacdo de conidios nem a na maior concentracdo testada que foi de 1000 pg.ml™
(Tabela 12). Para a mistura oxicloreto de cobre + mancozeb, todos os isolados se
encontraram na faixa de EDs de 10-100 pg.ml™(Tabela 18).

N&o foi localizada na literatura a sensibilidade de isolados de C.
lindemuthianum a fungicidas cupricos, no entanto, alguns autores citam a agdo desses
fungicidas em outros fungos. Cheah et al. (1981) relatam que concentracdes superiores a
100 pg.mL™? de hidréxido de cobre inibiram em 50% o crescimento micelia e a
germinagdo de conidios de Pyrenopeziza brassicae, agente causador da mancha luminosa
em aface; Alam et a. (2004) relatam que concentracBes inferiores a 500 pg.mL™ de
oxicloreto de cobre inibiram em 50% a germinacdo de conidios de Fusarium oxisporum;
Tsai et al. (2006) citam que a faixa de EDso de 10-100 pg.mL™ de sulfato de cobre inibiu
em 50% o crescimento micelial e a germinacdo de esporos para isolados de C.
gloesporioides e C. musae; Montag et al. (2006) relatam que a concentragdo 1 mmol/L de
oxido cuproso inibiu completamente a germinacdo de Venturia inaequalis, agente causal
da sarna da macieira, e Mesta et al. (2009) ao avaliarem o crescimento micelial de
Alternaria helianthi, agente causal da mancha de Alternaria em girassol, relataram que a
apenas concentracdes superiores a 0,3 ug.mL™ de oxicloreto de cobre inibiram em 50% o
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crescimento micelial, no mesmo estudo os autores relatam que a germinacdo de conidios

foi inibida com concentracdes inferiores a0,3 pg.mL™ do fungicida

b) Avaliacdo da sensibilidade de isolados de Colletotrichum lindemuthianum a

fungicidasin vivo

Os resultados, apresentados na Tabela 21 foram semelhantes aos
ocorridos in vitro, o tratamento com o fungicida piraclostrobina, apresentou total auséncia
de sintomas da doenca para os quatros isolados testados apds sete dias de incubacdo
(Figura 3). A mistura metiram + piraclostrobina também foi €ficiente ndo sendo
observados sintomas da antracnose nas fol has tratadas com esse fungicida.

Os fungicidas mancozeb, chlorothalonil e as mistura tiofanato
metilico + chlrothalonil e oxicloreto de cobre + mancozeb apresentaram bons resultados,
pois apresentaram baixos indices de severidade média da doenca para todos os quatro
isolados (Tabela 21). Em contrapartida, os fungicidas benzimidazois (tiofanato metilico e
carbendazim) n&o controlaram a doenga, visto que, todos os isolados apresentaram baixa
sensibilidade aos fungicidas, assim como ocorreu com os testes in vitro. Os isolados
também apresentaram baixa sensibilidade a 6xido cuproso, pois as folhas tratadas com esse
fungicida apresentaram altos valores de severidade da doenca.

Os menores valores médios de severidade obtidos pela mistura de
fungicidas tiofanato metilico + chlorothalonil, quando comparados aos obtidos por
tiofanato metilico de forma isolada provavelmente caracteriza a sensibilidade dos isolados
a chlorothalonil devido a baixa sensibilidade apresentada pelos isolados de C.
lindemuthianum quanto aos fungicidas benzimidazois.

Alguns estudos de campo relatam a agéo de varios fungicidas sobre
a antracnose do feijoeiro comum. Os resultados foram semelhantes em relagdo a alguns
fungicidas, mas diferiram em relacéo a outros, como por exemplo Bashir et al. (1985) que
relataram a aplicagdo dos fungicidas benomyl e chlorothalonil resultou nos menores

valores de severidade da antracnose em folhas e vagens de feij&o.
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Tabela 21. Severidade de antracnose em folhas primarias destacadas de feijao-vagem
cultivar Itatiba 11 tratadas com diferentes fungicidas e inoculadas com quatro isolados de

Colletotrichum lindemuthianum.

Tratamento

Isolado

Feij - 3147 Feij- 3150 Feij- 3155 Feij - 3158

Testemunha sem fungicida 71,67 a 100,00 a 100,00a 100,00 a
Oxido Cuproso 31,67b°  40,00b 35,00 ¢ 40,00 ¢
Mancozeb 167c 2,67C 167e 300e
Tiofanato Metilico 41,67b 43,33 b 43,33b 55,00 b
Carbendazim 66,67 a 41,67 b 51,67 b 46,67
Chlorothalonil 4,00 c 167c 1,67 e 167e
Piraclostrobina 0,00d 0,00d 0,00 f 0,00 f
Mencozep + Oddoreto de - 4o0c  267c 200e  500d
Tiofanato - metilico  + gg7c  gooc 933d  800d
chlorothalonil

Metiram + piraclostrobina 0,00d 0,00d 0,00f 0,00 f
CV.% 17,65 16,98 10,70 9,61

" Dados transformados em arcsenVx/100.

" Médias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si no teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Figura 3. (A) Isolado Feij 3150 na ausénciade fungicida, (B) com piraclostrobina.

No estudo, esses autores avaliaram duas variedades de feijéo
comum, 6601 e M-19-19, e encontraram os valores de 2,13 e 2,06 de severidade da
antracnose nas folhas quando tratadas com benomyl e chlorothalonil respectivamente para
avariedade 6601 e a testemunha néo tratada com fungicida, apresentou 3,27 de severidade
da doenca nas folhas;

Para a variedade M-19-19 a severidade de antracnose nas folhas de
feijdo foi de 1,80 para benomyl e 1,87 para chlorothaonil, enquanto que a testemunha néo
tratada apresentou 3,33 de severidade. Os autores ainda informaram que a produtividade de
gréos al cancada com a utilizaco desses fungicidas foi bem superior & obtida no tratamento
testemunha, com incrementos de producéo de até 79,07% quando tratados com benomyl.

Os resultados obtidos por Bashir et a. (1985) foram semelhantes
quanto a chlorothalonil, no entanto, diferiram quanto aos valores de severidade obtidos
para tiofanato metilico, fungicida esse com modo de acdo semelhante ao benomyl,
conforme os dados de severidade obtidos no presente estudo.

Em relacdo ao chlorothalonil, Castro et a. (1991) relatam que
plantas de feijdo comum do cultivar Carioca apresentaram 0,88 de severidade da
antracnose na safra das seca de 1985, quando tratadas com chlorothalonil, nimero
significativamente menor do que a testemunha ndo tratada com fungicidas que apresentou
nota 4 de severidade. Esses autores comentam gue a doenca ndo manifestou sintomas nas
folhas e nas vagens na safra das dguas de 1986, quando as plantas foram pulverizadas com
chlorothalonil. Jasper (2010) também relata o menor indice de severidade obtido no

periodo de marco a junho de 2008, quando plantas de feijoeiro, da cultivar IPR88 —
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Uirapuru, foram pulverizadas com chlorothalonil em comparagdo com outros sete
tratamentos (testemunha ndo pulverizada, piraclostrobing, azoxystrobina, hidroxido de
fentina, tebuconazol, difenoconazol e metconazol); Bulisani et al. (1987) encontraram uma
produtividade média de 2630 kg/ha em oito variedades de feijdo comum (Carioca 80,
Aroana 80, Ayso, Moruna 80, Carioca, Rio Negro, Carioca Pitoco e Rosinha IAC) quando
estas foram submetidos ao tratamento com chlorothlonil, em funcdo da baixaincidénciada
antracnose, diferenciando do tratamento testemunha (sem fungicida) que apresentou
produtividade de 2278 kg/ha, os autores relatam ainda que as variedades pulverizadas com
mancozeb, apresentaram a produtividade média de 2635 kg/ha, também devido ao controle
da antracnose.

Para a mistura de tiofanato metilico + chlorothaonil, Garcia et al.
(2007) relatam resultados semelhantes ao avaliarem a pulverizacéo do fungicida em cinco
épocas distintas (15; 29; 43; 57 e 71 dias apds a emergéncia), em um plantio de feijoeiro
cumum cultivar Carioca, no periodo de 1996/1997. No estudo, os valores de severidade da
antracnose sao inferiores a 10% de ocorréncia de lesdes nas folhas quando tratadas com
essa mistura de fungicidas.

Os resultados obtidos para mancozeb e oxicloreto de cobre +
mancozeb foram semelhantes aos obtidos por Castro et a. (1991), que relataram a
severidade da antracnose em plantas de feijoeiro comum foi inferior a 10% da area foliar
guando as plantas foram pulverizadas com mancozeb, a mesma severidade foi encontrada
para o tratamento das plantas com oxicloreto de cobre. No entanto, a severidade
encontrada para carbendazim foi diferente, pois os autores citam que valores foram
inferiores a 10 % da area foliar doente. I1sso mostra que naguela época o fungicida
carbendazim ainda era eficiente no controle da antracnose do feijoeiro.

JA para a piraclostrobina, h& alguns relatos na literatura que
coincidem como os resultados encontrados. Conner et al. (2004) ao avaliarem a eficiéncia
do fungicida piraclostrobina quando aplicado em diversos estagios fenoldgicos da cultura
do feijao branco para o controle da antracnose, obtiveram auséncia de sintomas da doenca
quando a aplicagdo do fungicida foi feita no inicio e no final do florescimento. No mesmo
estudo, os autores citam que 0 menor nimero de infeccdo da antracnose nas vagens foi
obtido no mesmo periodo de pulverizacdo do fungicida; Gillard et al. (2010) ao realizarem
trabalho semelhante, com feijdo seco, relataram que a pulverizagdo de piraclostrobina
reduziu a severidade da antracnose a 2% de lesdes nas folhas, quando o fungicida foi
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aplicado no inicio e no final do florescimento, diferindo assim da testemunha que
apresentou 86% da érea foliar com antracnose.

Todavia os resultados obtidos diferem do encontrado por Jasper
(2010) que obteve até 24,7% de severidade da antracnose apés duas aplicacdes de
piraclostrobina em cultivares de feijao da variedade IPR88 - Uirapuru.

Com relagdo aos resultados obtidos para a mistura de
piraclostrobina com metiram, a ata sensibilidade apresentada pelos isolados quando
tratados com a mistura desses principios ativos pode ter ocorrido em funcdo da
sensibilidade apresentada pelos mesmos a piraclostrobina de modo isolado, ja que néo se
tem conhecimento de relatos em literatura que descrevam a sensibilidade de C.
lindemuthianum a metiram. O mesmo ocorre com o fungicida éxido cuproso, onde ndo ha

relatos sobre a avaliagdo da sensibilidade de C. lindemuthianum e esse fungicida.

c) Determinacéo de racas dos isolados de Colletotrichum lindemuthianum de feijdo-
vagem

Apbs a avdiagdo das plantas inoculadas, constatou-se que 0s

isolados de C. lindemuthianum Feij 3147, Feij 3148, Feij 3149, Feij 3150, Feij 3151, Feij

3152, Feij 3157 e Feij 3158 pertencem adaraca 65, e osisolados Feij 3153, Feij 3154, Feij

3155 e Feij 3156 pertencem a da raca 81 (Tabela 22). A Figura 4 mostra a reagdo de

suscetibilidade e de resisténcia de alguns gendtipos de feijoeiro ao isolado Feij 3155.

Figura 4. (A) Suscetibilidade da variedade México 222 ao isolado Feij 3155 de
Colletotrichum lindemuthianum e (B) resisténcia das variedades Cornell 49-242 (4),
Widusa (5) e Kaboon (6) ao mesmo isolado, obtido de feij&o-vagem.
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Para feijdo comum, Balardin et a. (1990) encontraram a presenca
destas ragas no Estado de Santa Catarina; Somavilla e Prestes (1999) também registraram a
ocorréncias dessas racas no Estado do Rio Grande do Sul; Carbonell et al. (1999) relataram
a ocorréncia das mesmas no Estado de S&o Paulo, bem como Thomazella et a.(2002) que
relataram as ragas no Parana.

Por fim, Abud et a. (2011) também chegaram a esse resultado e
relataram que as ragas 65 e 81 sdo as mais frequentes encontradas em Estados brasileiros,
a0 avaliarem 1189 isolados de C. lindemuthianum provenientes de varias localidades
produtoras de feijéo comum do pais.

Conforme os resultados aqui observados, os gendtipos de feijéo
com resisténcia as ragas 65 e 81 deverdo ser utilizados no melhoramento genético do

feijdo-vagem, visando aincorporacao de resisténcia a antracnose em cultivares suscetiveis.



6. Conclusdes

Isolados de Colletotrichum lindemuthianum de feijdo-vagem
apresentam baixa sensibilidade no crescimento micelial aos fungicidas Oxido cuproso,
mancozeb, tiofanato metilico, carbendazim e oxicloreto de cobre + mancozeb e
sensibilidade a chlorothalonil e piraclostrobing;

Isolados de C. lindemuthianum de feijdo-vagem apresentam baixa
sensibilidade na germinacdo de conidios aos fungicidas 6xido cuproso, carbendazim e
tiofanato metilico e sensibilidade a mancozeb, chlorothalonil, piraclostrobina, oxicloreto de
cobre + mancozeb e metiram + piraclostrobina;

A aplicagdo preventiva de mancozeb, chlorothalonil,
piraclostrobina, mancozeb + oxicloreto de cobre e metiram + piraclostrobina apresentam
eficacia no controle da antracnose em folhas primarias destacadas de feijdo-vagem cultivar
Itatiball;

Os isolados de Colletotrichum lindemuthianum, provenientes de
feijdo-vagem oriundos de vérias localidades do Estado de S&o Paulo, pertencem as racas 65
e81.
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