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RESUMO

O Brasil em 2021 liderou na produgdo mundial de gréos, sendo atualmente
produzidos 362,9 milhdes de toneladas de soja no mundo, sendo que 0 XX% sao
produzidos no Brasil. A Ferrugem Asiatica da Soja (FAS) é causada pelo fungo
biotréfico Phakopsora pachyrhizi. A doenga pode gerar uma redugéo de 100% da
produtividade, preocupando os produtores de soja do Brasil e desde 2001 se tornou
a doenga de maior importancia da cultura. Como estratégias para o controle da
doenga, pode-se adotar algumas técnicas como vazio sanitario e controle da época
de semeadura. Entretanto, o método de manejo mais utilizado € o quimico, como os
fungicidas sistémicos. No entanto, com o passar dos ciclos produtivos da soja a
diminuigdo na eficacia das moléculas € consentida para apenas 20% de eficacia,
sendo de consequéncia provavel a resisténcia a fungicidas inibidores extracelulares
de quinona ou Qols e fungicidas inibidores da desmetilagdo ou DMiIs. Mais
recentemente, os SDHI, inibidores da succinato desidrogenase (registrados em
2013), apresentaram reducdo na sensibilidade e resisténcia em isolados de
P.pachyrhizi, devido a sua natureza de média a alto risco para a selecdo de
resisténcia e mistura destes e a mistura deste com os Qol e DMI ja ineficientes ao
controle da FAS. Foram avaliadas populacdes brasileiras de P. pachyrhizi obtidas
nos estados do Parana (PR) e Rio Grande do Sul (RS), para determinar os niveis
fenotipicos atuais de resisténcia aos fungicidas Qol, DMI e SDHI. A populacgéo de P.
pachyrhizi do Rio Grande do Sul é altamente resistente a tebuconazol, resistente a
piraclostrobina e possui redugao de sensibilidade a fluxapiroxade. Ja a populagéo
de P. pachyrhizi do estado do Parana possui resisténcia a tebuconazol e

piraclostrobina, e sensibilidade a fluxapiroxade.

Palavras-chave: Soja, Ferrugem, Fungicidas, Resisténcia



ABSTRACT

In 2021 Brazil reached leadership in grain production worldwide, currently,
362.9 million tons of soybeans are produced worldwide, of which 135.4 million tons
are produced in Brazil. Asian Soybean Rust (ASR) is caused by the biotrophic
fungus Phakopsora pachyrhizi. The disease can lead to a 100% reduction in
productivity, worrying Brazilian soybean producers. Since 2001 it has become the
most important disease of the crop. As strategies to control the disease, some
techniques can be adopted, such as sanitary void and sowing season control.
However, the most used method is chemical control. The currently prescribed
management is based on systemic fungicides and over the production cycles the
decrease in effectiveness is allowed to only 20% of effectiveness, with a probable
consequence being resistance to extracellular quinone inhibitor fungicides or Qols
and demethylation inhibitor fungicides or DMIs. More recently, SDHI, succinate
dehydrogenase inhibitors (labeled in 2013), showed a reduction in sensitivity and
resistance in P. pachyrhizi isolates, due to their medium to high risk nature for the
selection of resistance and mixture of these and the mixture of this with Qol and DMI
already inefficient in controlling ASR. Brazilian populations of P. pachyrhizi obtained
from the states of Parana (PR) and Rio Grande do Sul (RS) were sampled to
determine the current phenotypic levels of resistance to Qol, DMI and SDHI
fungicides. The population of P. pachyrhizi from Rio Grande do Sul is highly resistant
to tebuconazole, resistant to pyraclostrobin and has reduced sensitivity to
fluxapyroxad. The population of P. pachyrhizi from the state of Parana has resistance

to tebuconazole and pyraclostrobin and sensitivity to fluxapyroxad.

Keywords: Soybean, Rust, Resistence
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1. INTRODUGAO

A soja (Glycine max (L.) Merr.) é uma espécie originaria da Asia, onde vem
sendo cultivada ha centenas de anos. Seu cultivo se expandiu pelo mundo gragas
as suas caracteristicas nutritiva e industriais, além da sua capacidade de
adaptabilidade a diferentes latitudes, solos e condigdes climaticas. Alguns fatores
tém limitado o rendimento, lucratividade e o sucesso da produgao de soja, sendo as
doengas uma das mais importantes (HARTMAN, et al., 1999). Devido ao seu alto
potencial destrutivo, a ferrugem sempre foi considerada uma das mais importantes,
podendo gerar uma perda de até 100% da produtividade final (ANDRADE &
ARARIPE-ANDRADE, 2002). No Brasil, a doenca foi identificada pela primeira vez
no Parana em 2001 (JACCOUD FILHO et al., 2001; YORINORI et al., 2001). Apos
duas safras, ja podia ser encontrada na maioria dos estados produtores de soja,
isso ocorreu pela facilidade que o fungo € disseminado pelo vento e pela presenca
da soja na maior parte do ano, considerando todas as regides produtoras de soja
(HARTMANN et al., 2015; GODOQY et al., 2016).

Cultivares de soja com resisténcia a ferrugem asiatica da soja (FAS) ja foram
desenvolvidas, porém esta resisténcia ndo tem sido duravel e estavel devido ao
rapido surgimento de novos genotipos fungicos virulentos compativeis (YORINORI,
et al., 2005). Para o controle da doencga, alguns fatores estratégicos devem ser
considerados, como por exemplo a época de semeadura, evitar o prolongamento do
periodo de semeadura, utilizagao de cultivares precoces e monitoramento constante
das lavouras. (YORINORI & Wilfrido, 2002). Com a utilizacdo de cultivares
precoces, o fungo possui um menor periodo de tempo para prejudicar a

produtividade final, isso por conta que a cultura fica por um menor tempo no campo.

Apesar da utilizagdo de outros métodos de controle como por exemplo o
vazio sanitario, o manejo da doenga tem se baseado principalmente no controle

quimico com fungicidas sistémicos, mas a eficacia desses fungicidas vem
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diminuindo constantemente durante os ultimos 17 anos no Brasil, para cerca de
20% de eficacia apenas (GODOQY et al., 2016), provavelmente devido a emergéncia
de resisténcia a fungicidas inibidores extracelulares de quinona ou Qols e aos
fungicidas inibidores da desmetilagdo ou DMIs, as duas principais classes de
fungicidas utilizados no Brasil (SCHMITZ et al., 2013). A origem da resisténcia aos
fungicidas € atribuida a alta pressdo de selecdo exercida sobre as populag¢des de
patdogenos da FAS pelo uso intensivo de fungicidas sistémicos de alto risco, em
larga escala, e em pulverizagdes profilaticas baseadas em calendarios (GODOY et
al., 2016).

A redugdo da sensibilidade para todos os fungicidas vem sendo um assunto
importante quando se fala no manejo da FAS. Essa resisténcia é fruto de uma baixa
variedade de fungicidas que sao utilizados em campo para o combate da doenga, e
também devido ao tempo de descoberta, desenvolvimento e de registro de novos
fungicidas, tornando o manejo da resisténcia a fungicida critico para a produgao da
soja. (BORBA, 2019). Logo em 2014, foi registrado em campo a resisténcia do
fungo ao fungicida do grupo dos inibidores da desmetilagcdo (DMIs) (Shmitz et al.,
2014), e no ano seguinte os inibidores extracelulares de quinona (Klosowski, 2015).
Em 2016/2017, foi observada a resisténcia aos inibidores de succinato
desidrogenase (SDHI) (Simdes et al., 2017).

A fim de aumentar a vida util das poucas moléculas novas ainda eficazes sao
necessarias estratégias modernas de manejo integrado para a ferrugem da soja que
abandonem, definitivamente, a pratica comprovadamente prejudicial de
pulverizagdes profilaticas baseadas em calendario. Por sua vez, as companhias
transnacionais que registram e comercializam formulagdes de fungicidas no pais
insistem em nao adotar medidas simples anti resisténcia (como a co-formulagéo de
ativos fungicidas de alto risco apenas com fungicidas protetores de amplo espectro)
e continuam a co-formular novos ingredientes ativos com outros sem eficacia
(MAPA, 2021)

Os objetivos deste estudo foram determinar a sensibilidade de populagdes
brasileiras atuais de P. pachyrhizi aos fungicidas DMI tebuconazol, Qol

piraclostrobina e SDHI fluxapiroxade. Foram coletadas popula¢des brasileiras de P.
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pachyrhizi nos estados do Parana (PR) e Rio Grande do Sul (RS) para determinar

os niveis fenotipicos atuais de resisténcia aos fungicidas Qol, DMI e SDHI.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Phakopsora pachyrhizi isolamento

Os isolados foram obtidos nas safras 2019-2020 e 2020-2021 e em diferentes
localidades dos Estados do Rio Grande do Sul e do Parana, sendo compostos por
esporos coletados dentro de microtubos Eppendorf diretamente de foliolos de soja
de campos infectados com Ferrugem da Soja Asiatica, com o auxilio de um pincel
(figura 1. A, B). Em seguida, esses isolados foram identificados, desidratados (em
silica gel por 24h), e mantidos a -20°C até a sua utilizacdo para os experimentos de

genotipagem dos genes-alvos e detecgao de ECs, (figura 1. C).
2.2 Condigbes Experimentais

Plantas de soja cv. ST 271 IPRO foram cultivadas em vasos plasticos de 2L
contendo casca de pinheiro, vermiculita e turfa (enriquecida com superfosfato
simples e KNO3) como substrato, e mantidos em uma camara de crescimento (23°C
e fotoperiodo de 12 h) (figura 1. D). As plantas foram irrigadas de acordo com suas
necessidades hidricas e fertilizadas com solugao sintética liquida composta por N
(6%), P205 (6%), K20 (8%), Mg (1%), S (1,1%), Zn (0,1%), Mn (0,1%), Fe (0,1%) e
B (0,03%), em V1 (folhas totalmente desenvolvidas em nos unifoliolados) e V3 (trés
nos com folhas unifolioladas totalmente desenvolvidas) estagios fenoldgicos (Fehr e
Caviness 1977). Essas plantas foram utilizadas para a manutencgéo de isolados e
deteccao de EC50.

2.3 Obtencéao de indculo

Os ureddsporos foram expostos a um choque térmico de 40°C por 5 minutos,

seguido de hidratacdo em camara umida por 24 horas (Furtado et al., 2008). Agua
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destilada estéril (1 mL) com tween (1%) foi colocada dentro do microtubo e
misturada vigorosamente com o patégeno (figura 1. E). A concentracdo final foi

ajustada para 1x10° uredosporos mL™".

Figura 1. A. Etapa de secagem por 24 h durante processo de preservacdo de esporos antes do
armazenamento a - 20 °C. B. Coleta de urediniésporos de Phakopsora pachyrhizi com auxilio de
pincel. C. Tubo contendo uredinidsporos de Phakopsora pachyrhizi colhidos a partir de amostras
compostas de folhas de soja infectadas com a FAS. D. Planta de soja crescendo e sala de plantas
sadias. E. Suspensao de uredinidsporos reativados em estado de germinagao. F. As plantas de soja
mantidas em gaiolas metalicas envolvidas por plastico transparente, apds a inoculagéo, para
multiplicagdo e manutengéo de inéculo do patdégeno. G. Uredinidésporos de Phakopsora pachyrhizi
viaveis para inoculagdo. H. Aplicacdo de fungicida pelo método de imersdo. |. Aplicagdo de
suspensao de isolado com o auxilio de aerdgrafo, foliolos inoculados mantidos em placas de Petri
contendo papel de filtro esterilizado umedecido usado em ensaios de sensibilidade a fungicidas. J.

Sala de inoculagdo e manutencado de isolados de Phakopsora pachyrhizi, onde os foliolos de soja
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ficam por 15 dias apds a inoculagao e incubacédo a 24°C / 12 h de fotoperiodo para avaliagao da

severidade da FAS em experimentos de sensibilidade a fungicidas.

2.4 Manutencao de isolados

Plantas de soja no estadio fenolégico V3 foram inoculadas com uma
suspensao de uredosporos de P. pachyrhizi, foram incubadas por 24h no escuro a
23°C e posteriormente foram mantidas nessa mesma temperatura e fotoperiodo de
12 horas até a doenca estar em alto nivel de desenvolvimento para realizagao dos

experimentos (figura 1. F).
2.5 Ensaio de sensibilidade a fungicidas DMI, Qol e SDHI

Folhas de soja foram utilizadas para calcular a concentragao efetiva para
inibir 50% da atividade do patégeno (ECs,) para cada fungicida. Os foliolos de
plantas no estagio fenolégico V1 foram emergidos com fungicidas DMI tebuconazol
(0, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 ug.mL"), Qol piraclostrobina (0, 0,05, 0,10, 0,50, 1,0,
2,5, 5,0, 10,0 ug.mL") e SDHI fluxapiroxade (0, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 ug.mL"),
de acordo com Klosowski et al (2018) e Muller et al (2021) (figura 1. H). Esses
foliolos foram inoculados 24 horas apds, utilizando-se concentragao final ajustada
da 1x10° uredosporos.mL™" até o ponto de escoamento, com o auxilio de um
Aerdégrafo Profissional Dual Action (Modelo ON 10) (figura 1. G, 1). Em seguida, seus
foliolos foram cuidadosamente colocados em placas de Petri de plastico contendo
papel filtro umedecido com solugdo nutritiva (MS Basal Medium - Sigma). Todas as
amostras foram mantidas por 24 horas no escuro a 23°C. Apos esse periodo, as
folhas foram mantidas por 14 dias a 23°C e fotoperiodo 12h (figura 1. J). Para cada
concentragdo do fungicida foram utilizadas quatro placas de Petri contendo folha

unifoliolada representando uma repeticao.
2.5 Avaliagao da doenca

A intensidade da FAS foi avaliada na folha unifoliolada, no décimo quinto dia
apos a inoculagédo das plantas. A severidade da doenca (%) foi estimada por meio
da escala diagramatica de Franceschi et al (2020) (figura 2. C). Ja o numero de

lesdes cm? e urédias cm? foram quantificadas em uma area pré determinada das
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folhas, por meio de microscoépio estereoscopico (marca ZEISS, modelo Stemi 2000)
(figura A, B), segundo Garcés-Fiallos e Forcelini (2013).

Figura 2. A. Delimitagdo da area de avaliagao, realizada com o auxilio de um furador. B. Uso de
microscopio estereoscopico para visualizagdo de lesbes e urédias. C. Monopé e caixa de fotos para

avaliagdo da severidade da doenca. D. Pustulas de ferrugem da soja desenvolvidas em foliolos
inoculadas observadas em estereomicroscépio.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um resultado importante deste estudo preliminar foi a detecgao de resisténcia
multipla aos trés grupos mais importantes de fungicidas (Fig. 3 e 4), incluindo o
fungicida SDHI fluxapiroxade relativamente novo no mercado brasileiro, para o qual
ja houve relatos de resisténcia no pais, em 2020/21 (Mduller et al, 2021; Franceschi
et al., 2020).

Ambas as nossas amostras populacionais compostas de P. pachyrhizi
mostraram sensibilidade reduzida, mas responderam de forma diferente a cada um
dos trés grupos de fungicidas testados (Fig. 3 e 4). Em relacdo a populagao
PP.RS2.21, foi observada diminuigdo na severidade da ferrugem em fungédo do
incremento das concentragdes dos fungicidas tebuconazol (Fig. 3 A, B e C) e
fluxapiroxade (Fig. 3 G, H e |). No entanto, as concentragbes de tebuconazol
testadas néo foram suficientes para reduzir o numero de lesbées (Fig. 3 B) e de
urédias.cm? (Fig. 3 C) resultando em um ECs, > 10 ug L. Em contraste, uma ECs,
mais baixa (3,3 £ 1,2 uyg L") foi associada ao tebuconazol quando baseada na
severidade da doenga (Fig. 3 A). A piraclostrobina foi o unico fungicida que falhou
completamente no controle da FAS em quaisquer das doses testadas, nao
permitindo determinagao da EC 5, (Fig. 3 D e F). Enquanto isso, para o fluxapiroxade
foi detectado ECs,entre 3,2 + 1,3 e 5,7 £ 2,2 ug L (Fig. 3 G e I), o que demonstra

reducéo de sensibilidade ao fungicida.

Quanto a amostra populacional composta PP.PR21.21 avaliada para
sensibilidade aos fungicidas tebuconazol, piraclostrobina e fluxapiroxade (Fig. 4),
embora a severidade da ferrugem tenha diminuido em fungdo do incremento das
concentragdes dos fungicidas, detectou-se EC5, > 10 ug L ' para o tebuconazol,
considerando-se o numero de lesbes cm? (Fig. 4 B), e para a piraclostrobina,
considerando-se o numero de urédias.cm? (Fig. 4 F). Em contraste, EC, mais baixa
(entre 0,4 + 0,1 e 0,8 + 0,4 ug L") para severidade da doenga e nimero de lesbes
cm?, respectivamente, (Fig. 4 D e E) foi detectada para o fungicida piraclostrobina,
em comparagao com o tebuconazol. Para o fungicida fluxapiroxade observou-se

diminuicdo na severidade da ferrugem em funcao das concentragcdes do fungicida, e
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detectou-se ECs, entre 3,2 + 1,3 ug L (Fig. 4 G). Essa resposta se manteve para o

numero de lesdes e urédias.

Tebuconazole
A B 200 C 300
EC50=3.3+1.2 g L™ EC50=>10pug L™ . EC50=>10pg L™
1
150 150
E\i 2001
@ i ! e
g 2 s |
@ 100 < 1004 ot} ' {,
_é’ g 8 1
= @& = ]
s % - ' = 100 '
1
@ 504 | % 501 {’ % ' ¢
\ 1
\ ' ‘\
\\‘__ \\\~- ® \\\~_— ‘}’
04 e ° 04 = 02 TTTEemmmmemm----. o4 00000 T TTEmEmsmsm-----
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100
Dose (ugL™") Dose (ugL™) Dose (ugL™")
Pyraclostrobin
D 100 E 200/ F 400/
EC50=>10 ug L™ EC50=>10pug L™ EC50=>10 pg L™
. 75 150 300
= ‘ +
% g \ ‘{’ NE \
S @ e &
» 504 < 1009 10 8 200 \
z g M } HET
D
g \\ ‘% - \\\ - \\
P a5 T 50+ < 1001 N
I 0+ 0
0.‘0 215 5.‘0 7?5 10‘.0 0.‘0 2.‘5 5.‘0 7:5 10‘.0 OTO 2i5 5i0 7i5 16.0
Dose (ugL™") Dose (ugL™") Dose (ugL™")
Fluxapyroxad
G 100/ H 20 I 300
EC50=3.2+1.3ugL™" EC50=3.6+1.4 g L™ EC50=5.7+22ug L™
1
754 150
o
< N . 2007
9 50 S 100 g '
=) 2 8 ~ %
<) < >
3 - ! 100]
@ 254 | 50 | + \
\ + '
AY
\ N -
04 B e © 04 e e ) o4 00 0 TTTTmmmm—----Tw ©
0 25 50 75 100 0 25 50 75 100 0 25 50 75 100

Dose (ugL™")

Dose (ugL™")

Dose (ugL™")

Figura 3. Sensibilidade in vivo da amostra populacional composta de Phakopsora pachyrhizi
PP.RS2.21 do Rio Grande do Sul aos fungicidas tebuconazol, piraclostrobina e fluxapiroxade, e os
respectivos ECs, com base na severidade da doenga em soja cv. ST 271 IPRO, no numero de

lesdes.cm?e de urédias.cm?.
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Figura 4. Sensibilidade in vivo da amostra populacional composta de Phakopsora pachyrhizi

PP.PR21.21 do Parana ao tebuconazol, piraclostrobina e fluxapiroxade e os respectivos ECs, com

base na severidade da doenga em soja cv. ST 271 IPRO, no numero de lesées.cm? e de

urédias.cm?.
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Figura 5. Severidade da doenga causada pela amostra populacional composta de urediniésporos de
Phakopsora pachyrhizi PP.RS2.21 em soja cv. ST 271 IPRO tratada com tebuconazol, piraclostrobina

ou fluxapiroxade em concentragdes crescentes. Testemunha: Folhas mergulhadas apenas em agua.

Foram identificados diferentes niveis resisténcia com a fenotipagem dos
isolados coletados nos estados do Rio Grande do Sul e Parana para os fungicidas
Qol, DMI e SDHI, resultado semelhante ao de Miller em 2021, o qual também
realizou estudos sobre o patbgeno e como resultado observou multiplas resisténcias
de isolados coletados nos estados de Mato Grosso do Sul, Parana, Sdo Paulo e
Rondénia. Apds a coleta dos isolados e a realizagao da avaliagao do experimento,
foi observado uma série de mutagdes genéticas que indicavam genes de resisténcia
aos principais grupos de fungicidas utilizados no manejo da doenga, os Qols, DMIs
e SDHlIs. Segundo Muller, essa disseminagao de isolados mutantes é o resultado do
longo tempo e uso continuo de diferentes fungicidas DMI para controle de P.
pachyrhizi desde a safra 2002/03 (Reis et al., 2018).

Recentemente, Miuller (2021) verificou a sensibilidade e resisténcia de
populagdes coletadas na regidao norte do Brasil, encontrando multiplas resisténcias

genéticas do fungo aos fungicidas dos grupos SDHI, DMI e Qol. Além disso, os
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genotipos continham mutagao, principalmente nas populagdes que foram aplicados
por Qol e SDHI. Apesar da descoberta, os autores afirmam que ainda assim é raro
encontrar uma populagdo que seja resistente aos trés fungicidas, entretanto, alerta
que, caso o uso abusivo dos fungicidas continuem, futuramente podera nao ser tao

raro assim.

Todos os grupos de fungicidas testados, o fluxapiroxade teve o mesmo
comportamento para as duas regides do pais, que foi uma redugéo na sensibilidade,
valores de ECy, que ndo ultrapassaram o valor limite de 10 ug.L . Borba em 2019
também testou o fungicida fluxapiroxade e benzovindiflupir e obteve resultados
resistentes aos fungicidas, segundo ela o fluxapiroxade teve um valor de ECs,
menor do que para benzovindiflupir, onde seus indices variaram de 0,036 a 3,531 g
L -'. (Borba et al., 2019).

Amostras coletadas de Passo Fundo, Rio Grande do Sul na safra 2015 - 2016
também relataram o mesmo comportamento de resisténcia. As cepas coletadas
mostraram uma alta correlacdo de reducdo de sensibilidade aos SDHIs
benzovindiflupyr e fluxapiroxade. Segundo Simdes, concentragdes mais altas de
SDHI foram geralmente associadas a frequéncias mais altas de resisténcia

geneética. (Simdes et al., 2019).

A identificacado de reducao de sensibilidade a carboxamida fluxapiroxade tém
semelhanga com os resultados identificados por Mello em 2020, que realizou .um
estudo utilizando 770 populagdes de P. pachyrhizi de 4 safras (2015/2016 a
2018/2019) constatando que a concentracdo media efetiva (EC5,) vem aumentando
ao longo do tempo. Quatorze populagdes apresentaram o valor de EC5, acima de 10

ug L™ para as carboxamidas benzovindiflupyr e fluxapiroxade (Mello et al., 2020).
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4. CONCLUSAO

A populacéo de P. pachyrhizi do Rio Grande do Sul possui sensibilidade aos
fungicidas tebuconazol e fluxapiroxade. No entanto, a mesma populagao apresentou
resisténcia para a piraclostrobina. Ja a populagdo de P. pachyrhizi do estado do

Parana possui redugdo de sensibilidade para fluxapiroxade e piraclostrobina, e
resisténcia a tebuconazol.
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