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RESUMO

Phakopsora pachyrhizi € o fungo causador da ferrugem asiatica da soja, a doenca
mais severa da cultura, causando perdas significativas na producdo. O controle qui-
mico acontece em larga escala com fungicidas sitio-especificos, dentre os quais: DMI
(triazdis), Qol (estrobilurinas) e SDHI (carboxamidas de segunda geracdo). Esse
fungo é altamente adaptavel as estratégias de controle, e devido a resisténcia do pa-
toégeno a esses fungicidas a reducédo na eficicia de controle da ferrugem é percebida
safra apés safra. Esses fungicidas apresentam de médio a alto risco para o surgi-
mento de resisténcia, pois sdo usados intensivamente e isoladamente. Para a obten-
cdo de conhecimento sobre a ocorréncia e prevaléncia de resisténcia do fungo
P.pachyrhizi aos fungicidas dos grupos DMI, Qol e SDHI em Mato Grosso do Sul (MS),
buscou-se no primeiro capitulo identificar a evolucao da resisténcia do fungo a fungi-
cidas DMIs e aos Qols em uma série de dados de onze safras (2009/10 a 2020/21)
coletadas na Fundacdo Chapadao na microrregido sojicola de Chapadao do Sul/MS,
por meio da analise de tendéncia com o teste ndo-paramétrico Mann-Kendall (a =
0,05). O segundo capitulo aborda uma estratégia anti-resisténcia eficaz e de baixo
custo, por meio do monitoramento da populac¢éo do patdgeno pelo coletor de esporos
modelo SIGA, que possibilitou a identificacdo de in6culo na area de cultivo. Somado
a isso, a resisténcia do fungo a fungicidas SDHI foi verificada por meio de reacdo em
cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QPCR), a partir das amostras de
aerossois adquiridas pelo coletor no periodo de outubro de 2020 a janeiro de 2022. O
grupo DMI ndo apresentou reducao de eficacia ao longo das safras. Por outro lado,
houve tendéncia a prevaléncia de resisténcia para o grupo Qol provavelmente devido
a estabilidade da resisténcia mesmo na auséncia de fungicida, caracterizando uma
mutacao irreversivel. Foi detectado e quantificada a prevaléncia relativa do alelo sel-
vagem (186) do gene sdhC de P. pachyrhizi selvagem e mutante (86F) que confere
sensibilidade ou resisténcia aos fungicidas SDHI, no periodo de safra e no pousio,
indicando flutuacéo alélica ao longo do tempo analisado. Para a ferrugem Asiatica da
soja, o0 monitoramento de aerossois, por meio da aerobiologia com coletores simplifi-
cados e analise por PCR em tempo real, foi (til na deteccao e quantificacao de espo-
ros de P.pachyrhizi com alelo selvagem (186) ou mutante (86F) do gene sdhC, que
confere resisténcia ao grupo quimico SDHI.

Palavras-chave: estratégias inteligentes anti-resisténcia; controle quimico; patégeno
fungico foliar; Glycine max.



ABSTRACT

Phakopsora pachyrhizi is the fungus that causes Asian soybean rust, the most severe
disease in the crop, causing significant yield losses. Chemical control occurs on a large
scale with site-specific fungicides, including: DMI (triazoles), Qol (strobilurins) and
SDHI (second generation carboxamides). This fungus is highly adaptable to control
strategies, and due to the pathogen's resistance to these fungicides, the decrease in
the efficacy of rust control is noticed season after season. These fungicides present a
medium to high risk for the emergence of resistance asif they are used intensively and
alone. To obtain knowledge about the occurrence and prevalence of resistance of the
fungus P. pachyrhizi to fungicides from the DMI, Qol and SDHI groups in Mato Grosso
do Sul, the first chapter sought to identify the evolution of the fungus' resistance to
DMiIs fungicides and Qols in a series of data of eleven harvests (2009/10 to 2020/21)
collected at Fundacao Chapadao in the soybean microregion of Chapadéo do Sul/MS,
through trend analysis with the non-parametric Mann-Kendall test (a = 0.05). The sec-
ond chapter addresses an effective and low-cost anti-resistance strategy, through
monitoring the pathogen population using the SIGA model spore collector, which made
it possible to identify the inoculum in the cultivation area. In addition, the resistance of
the fungus to SDHI fungicides was verified using real time quantitative polymerase
chain reaction (qPCR), based on aerosol samples acquired by the collector from Oc-
tober 2020 to January 2022. The group DMI did not show a reduction in effectiveness
throughout the harvests. On the other hand, there was a tendency towards the preva-
lence of resistance to the Qol fungicides probably due to the stability of resistance in
the absence of the fungicides, characterizing an irreversible mutation.Wild-type (186)
and mutant (86F) alleles of P. pachyrhizi, which confers sensitivity or resistance to the
SDHI fungicides, was detected and quantified, during the harvest period and fallow,
indicating allelic fluctuation over the time analyzed. For Asian soybean rust, aerosol
monitoring, through aerobiology with simplified collectors and real-time PCR analysis,
was useful in detecting and quantifying spores of P. pachyrhizi with wild-type (186) as
well mutant allele (86F) of the sdhC gene, which confers resistance to SDHI fungicides.

Keywords: smartanti-resistance strategies; chemical control; foliar fungal pathogen;
Glycine max.
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1  ANALISE TEMPORAL DA RESIS:I'ENCIA A FUNGICIDAS EM FERRUGEM
ASIATICA DA SOJA EM CHAPADAO DO SUL, MS

RESUMO

Phakopsora pachyrhizi € o fungo causador da doenca foliar mais severa da soja bra-
sileira. O controle quimico acontece em larga escala com fungicidas sitio-especificos,
dentre os quais: DMI (triazéis) e Qol (estrobilurinas). A reducédo no controle dessa
doenca com estes fungicidas € percebida safra apds safra devido a resisténcia do
patégeno a estes fungicidas. O objetivo deste trabalho foi identificar a tendéncia de
resisténcia do fungo Phakopsora pachyrhizi a fungicidas DMIs e aos Qols em uma
série de dados de onze safras na microrregido sojicola de Chapadao do Sul/MS, e
ainda, compreender o comportamento do fungo ano apés ano. Para tanto, com os
dados de safras (2009/10 a 2020/21) foram realizadas analise de tendéncia para re-
sisténcia da P. pachyrhizi aos grupos DMIs e Qols. O grupo DMI ndo apresentou re-
ducéo de eficacia ao longo das safras. Por outro lado, para o grupo Qol, houve ten-
déncia a resisténcia. A aptiddo competitiva do fungo P. pachyrhizi pode ter promovido
a auséncia de tendéncia para resisténcia ao triazol. A tendéncia de resisténcia do
fungo ao Qol, ocorre devido a estabilidade e frequéncia de isolados mutados mesmo
na auséncia de fungicida. Esse tipo de resisténcia ndo pode ser reversivel ou minimi-

zada.

Palavras-chave: Glycine max; Série temporal; Resisténcia fungica; Eficacia de fungi-

cidas pertencentes aos grupos DMIs e Qols.
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TEMPORAL ANALYSIS IN THE ASIAN SOYBEAN RUST RESISTANCE TO FUNGI-
CIDES IN CHAPADAO DO SUL, MS

ABSTRACT

Phakopsora pachyrhizi is the fungus that causes the most severe foliar disease of Bra-
zilian soybeans. Chemical control occurs on a large scale with site-specific fungicides,
including: DMI (triazoles) and Qol (strobilurins). The reduction in control of this disease
with these fungicides is noticed crop after crop due to the pathogen's resistance to
these fungicides. The objective of this work was to identify the resistance trend of the
fungus Phakopsora pachyrhizi to DMI fungicides and Qols in a series of data from
eleven harvests in the soybean microregion of Chapadéo do Sul/MS, and also to un-
derstand the behavior of the fungus year after year. To this end, using harvest data
(2009/10 to 2020/21), trend analysis was carried out for P. pachyrhizi resistance to the
DMIs and Qols groups. The DMI group did not show a reduction in efficacy throughout
the harvests. On the other hand, for the Qol group, there was a tendency towards
resistance. The competitive ability of the fungus P. pachyrhizi may have promoted the
absence of a tendency towards triazole resistance. The trend towards resistance of
the fungus to Qol occurs due to the stability and frequency of mutated isolates even in

the absence of fungicide. This type of resistance cannot be reversible or minimized.

Keywords: Glycine max; Time series; Fungal resistance; Efficacy of fungicides be-
longing to the DMIs and Qols groups.
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1.1 INTRODUCAO

A ferrugem asiatica da soja, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Syd. &
P. Syd., é considerada a doenca mais severa na cultura da soja brasileira (Ribeiro et
al., 2016) reduzindo a produtividade em até 80% na ocorréncia de surtos epidémicos
(EMBRAPA, 2013). Além da perda direta, essa doenca compromete a qualidade do
produto final, em consequéncia da desfolha precoce que influencia na formacéo, no
enchimento de vagens e peso final do grédo (Moura, 2018).

A ferrugem ocorre em todos os paises produtores de soja no mundo, mas € na
América do Sul que ocasiona os maiores danos a producéo, em funcdo da grande
area de soja cultivada, e da prevaléncia de condi¢fes climaticas ideais ao desenvol-
vimento do fungo durante todo o ano (Li et al., 2010; Henning et al., 2014). No Brasil,
o primeiro relato oficial do fitopatdgeno foi em 2001 (Yorinori et al., 2021), e atualmente
esta presente na maioria dos estados brasileiros produtores de soja (Consércio Anti-
ferrugem, 2024).

A capacidade do fungo P. pachyrhizi em se conectar entre areas ocorre devido
a disperséo aérea dos esporos em longa distancia a partir de uma area de origem (Li
et al., 2010). Na existéncia de hospedeiro adequado, o fungo P. pachyrhizi pode so-
breviver e produzir uredoésporos durante todo o ano, favorecendo a ocorréncia da do-
enca na safra da soja (Hartman et al., 2015). Aliado a isso, temperaturas entre 18 e
26 °C, umidade relativa entre 75% e 80%, agua livre na superficie do limbo foliar, séo
fatores favoraveis as infec¢cdes e ao desenvolvimento da doenca, tornando-a mais
destrutiva nessas condi¢des (Sikora et al., 2014; Nunes; Martins; Pontes, 2018).

Uma das estratégias para a diminuicdo do in6culo da ferrugem é o vazio sani-
tario, que consiste na eliminacdo do principal hospedeiro, a soja, nos Estados em que
seu cultivo pode ser realizado durante todo o ano (Godoy et al., 2020). Desta forma,
foi instituido que a soja deve ser cultivada por determinados periodos do ano, e a
pausa fitossanitaria ocorre por um periodo de 90 dias sem a presenca de soja viva e
plantas voluntarias nas lavouras (Brasil, 2022).

Outra técnica para o manejo da ferrugem é o controle quimico utilizando fungi-
cidas. Esse método ocorre em larga escala por ser a principal forma de controle dessa
doenca (Nascimento, 2018), e devido a extensa area geografica cultivada com a soja
no Brasil, 45.088,6 mil ha (CONAB, 2024). Os principais grupos quimicos de fungici-

das sitio-especificos utilizados pertence aos inibidores da desmetilacdo (DMI,
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“triaz6is”), inibidores de quinona externa (Qol, “estrobilurinas”) e inibidores da enzima
succinato desidrogenase (ISDH, “carboxamidas”), que atuam contra um unico ponto
da via metabdlica de um patdgeno ou contra uma Unica enzima ou proteina (Godoy et
al., 2020). Outros fungicidas multissitios sintéticos ou biolégicos também sédo incorpo-
rados no controle e sé@o utilizados normalmente, com a finalidade de retardar ou evitar
a selecéo de bidtipos resistentes aos fungicidas sitio-especificos (Godoy et al., 2021).

As aplicagbes com fungicidas, normalmente sao realizadas preventivamente,
seguindo critérios como a presenca da doenca na regido, condi¢des ambientais favo-
raveis e ocorréncia da ferrugem nas areas de producéo (Godoy et al., 2017). Contudo,
0 excessivo numero de aplicacdes de fungicidas tem aumentado a selecao de indivi-
duos resistentes aos produtos de sitio-especificos (Ishii; Holloman, 2015), tendo em
vista que a resisténcia de um fungo ao fungicida é a resposta natural dos fungos a
uma ameaca externa a sua sobrevivéncia, obtida através de processos evolutivos
(Godoy et al., 2020).

Isolados de P. pachyrhizi menos sensiveis aos DMIs foram observadas em la-
vouras brasileiras na safra 2007/08 e na safra 2013/14 foi constatado a reducédo de
eficacia no controle do fungo para fungicidas Qols (EMBRAPA, 2015). Por isso, o po-
sicionamento atual séo aplicacdes de fungicidas sitio-especifico em mistura com fun-
gicidas multissitios na cultura da soja, com o intuito de recuperar a baixa eficacia dos
produtos que ja apresentam reducdo da sensibilidade, preservar a vida efetiva dos
principios ativos utilizados e aumentar a eficiéncia de controle (Juliatti; Belotti; Juliatti,
2014; Godoy et al., 2020).

Atualmente existem 211 fungicidas comerciais registrados para o controle da
P. pachyrhizi na cultura da soja (MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abas-
tecimento — Brasil. AGROFIT - Sistemas de Agrotdxicos Fitossanitérios, 2024). Apesar
desse numero elevado de fungicidas comerciais registrados, a maioria € formada pela
combinacéo de ingredientes ativos sitio-especificos, fungicidas iguais (mesmo fungi-
cida com nome comercial diferente) e fungicidas genéricos (produtos com 0 mesmo
principio ativo), muitos deles com reconhecida eficacia de controle reduzida (Godoy
et al., 2021).

Sabendo que a ferrugem impacta diretamente a produtividade da soja, que o
uso de fungicidas € necessario, mas a utilizacédo inadequada e em excesso pode levar
a resisténcia da ferrugem, € preocupante a reducdo, cada vez maior, do controle

dessa doenca safra ap0s safra. Portanto, o objetivo deste trabalho foi conhecer a
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tendéncia de resisténcia da ferrugem asiatica da soja a fungicidas do grupo dos DMIs
e Qols em uma série temporal de dados de onze safras na microrregido sojicola de
Chapadé&o do Sul/MS e ainda, compreender melhor o comportamento do fungo ano

apos ano.
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1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Campo experimental e tratamentos

Para a avaliacdo do comportamento temporal do controle da ferrugem em onze
safras (2009/10; 2010/11; 2012/13; 2013/14; 2014/15; 2015/16; 2016/17; 2017/18;
2018/19; 2019/20 e 2020/21) na regido de Chapadéao do Sul, MS, foram obtidos dados
de experimentos de campos conduzidos na instituicdo de pesquisa Fundacédo Chapa-
dao, que integra a rede de ensaios cooperativos coordenado pela Embrapa Soja. Esta
regido contempla a macrorregido sojicola 3 (Kaster; Farias, 2012; Hirakuri et al.,
2020), mesorregiao leste e microrregido de Cassilandia (IBGE, 1990).

Os ensaios de rede vém sendo realizados desde a safra 2003/2004 para a
comparacao da eficiéncia de fungicidas registrados, e em fase de registro, para o con-
trole da ferrugem asiética da soja. Nesses 11 experimentos, os fungicidas foram ava-
liados individualmente, em aplicacfes sequenciais, em semeaduras tardias, cim a fi-
nalidade de determinar a eficiéncia de controle (Godoy et al., 2021).

Os experimentos ao longo de onze safras (Tabela 1) foram conduzidos na area
experimental da Fundacdo Chapadao, sempre nas coordenadas geograficas S: 018°
46’ 26,1” e W: 52° 38’ 47,2” em uma altitude média de 810 m.

Tabela 1 — Safras, cultivares, datas das semeaduras e estadios das aplicacées com
fungicidas na cultura da soja de onze safras em Chapad&o do Sul, MS
Estaddios no momento

Safras Cultivares Datas das semeaduras

das aplicagcdes?
2009/2010 P98Y11 19/11/2009 R1, R5.1 e R5.3
2010/2011 BRS Valiosa RR 19/11/2010 RleR4
2012/2013 BRS Valiosa RR 19/11/2012 RleR4
2013/2014 P98Y30 31/10/2013 R1, R5.1, R5.3
2014/2015 BRS Valiosa RR 28/11/2014 R1, R4 e R5.2
2015/2016 TMG Anta 82 RR 28/10/2015 R1, R5.1e R5.4
2016/2017 5G 8015 RR IPRO 19/11/2016 R1, R5.1 e R5.2
2017/2018 M8372 IPRO 23/11/2017 V9, R3,R5.1 e R5.3
2018/2019 M8372 IPRO 23/11/2018 V10, R3, R5.1 e R5.3
2019/2020 M8372 IPRO 19/11/2019 V11, R3,R5.1 e R5.3
2020/2021 M8372 IPRO 19/11/2020 V11, R2,R5.1 e R5.3

Fonte: elaboracao do proprio autor.
Nota: dados obtidos da Fundagéo Chapadédo, MS. 'Classificacdo dos estadios fenoldgicos da soja se-
gundo Ritchie et al. (1997).
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O clima da regido foi classificado segundo Kdppen, do tipo tropical imido (Aw),
com estacdo chuvosa no verao e seca no inverno e precipitacdo média anual de 1.850
mm, com temperatura média anual variando de 13°C a 28°C (Cunha; Magalhées; Cas-
tro, 2013).

O solo do ambiente experimental foi classificado como Latossolo Vermelho Dis-
trofico (EMBRAPA, 2006; Santos et al., 2018).

A semeadura, em todas as safras, foi realizada com cultivares suscetiveis a
ferrugem no sistema plantio direto (SPD). O delineamento experimental foi em blocos
casualizados com 4 repeticbes. As parcelas foram compostas por 7 linhas de 6 m e
espacamento de 0,45 m totalizando 18,9 m? de area de parcela conforme sugerido
por BRASIL, 19809.

No decorrer do ciclo da cultura foram realizados tratos culturais como pulveri-
zacao de herbicida, inseticida e adubacédo, conforme necessidade e recomendacao
na cultura da soja para a regidao (EMBRAPA, 2008; Seixas et al., 2020).

Para a aplicacéo dos tratamentos com fungicidas foi utilizado um pulverizador
costal de pressédo constante de 3,0 kgf cm-?, pressurizado a CO2, equipado com uma
barra de 2,0 m, com seis pontas pulverizadoras jato leque tipo XR 11002, espacadas
de 0,50 m, conduzida a uma altura de 0,50 m do alvo com volume de calda de 150 L
hat. Foram pulverizados os fungicidas tebuconazol (250 g/L) do grupo quimico tria-
z0is - DMI e azoxistrobina (200 g/L) do grupo das estrobilurinas — Qol durante as onze
safras.

1.2.2 Avaliacdo da doenca e obtencéo dos dados climéaticos

As avaliacdes de severidade da P. pachyrhizi na cultura da soja, foram realiza-
das em pelo menos dois estadios de desenvolvimento da soja em cada safra (Tabela
2), para obtencédo do valor médio de severidade da parcela, em quatro pontos de ava-

liagéo.
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Tabela 2 — Safras, datas e estadios da soja no inicio da doenca, quantidade de avali-
acOes e estadios que foram realizadas, quantidade de dias de epidemia e taxa meé-
dia do progresso da Ferrugem Asiatica na cultura da soja de onze safras em Chapa-

dao do Sul, MS
. ) o ) Taxa de pro-
Inicio Quantidade Estadio Dias de
Safras ] ) ) ) gresso da
dadoenca  de avaliacdes das avaliacdes epidemia
doenca

2009/2010 15/01/2010 - R3 5 R5.1, R5.3, R5.5, R6, R7.1 46 48,2
2010/2011 09/02/2011 - R5.1 4 R5.4, R5.5, R6, R7.1 39 33,2
2012/2013 13/02/2012 - R5.2 5 R5.2, R5.3, R5.4, R5.5, R6 29 29,2
2013/2014 22/01/2014 - R5.2 3 R5.3, R5.5, R6 29 10,1
2014/2015 02/02/2015 - R4 4 R5.1, R5.3, R5.4, R5.5 39 12,4
2015/2016 12/01/2016 - R5.3 2 R5.5, R6 27 2,2
2016/2017 26/01/2017 - R3 5 R5.2, R5.3, R5.4, R5.5, R6 44 20,9
2017/2018 02/02/2018 - R4 4 R5.3, R5.4, R5.5, R6 38 12,1
2018/2019 28/01/2019 - R3 4 R5.1, R5.3, R5.4, R5.5 41 18,1
2019/2020 28/01/2020 - R4 5 R5.2, R5.3, R5.4, R5.5, R6 40 19,5
2020/2021 15/02/2021 - R5.3 5 R5.3, R5.4, R5.5, R6, R7.1 32 19,5

Fonte: elaboracéo do préprio autor.
Nota: dados obtidos da Fundagéo Chapadéo, MS. 1Classificacdo dos estadios fenoldgicos da soja se-
gundo Ritchie et al. (1997).

As avaliacdes foram realizadas nas duas linhas centrais da parcela com auxilio
de uma escala diagramatica (Godoy; Koga; Canteri, 2006), que determina a porcen-
tagem de area foliar lesionada em 10 folhas por parcela da metade inferior e superior
da planta.

Ap0s a quantificacdo da severidade, foi determinado a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD), de acordo com Shaner e Finney (1977): AACPD =
izn-1 [(xi + xi+1)]/2 (ti+1 —ti ), onde n € o nimero de avaliacdes, x é a severidade da
doenca e (ti+1 —ti ) € o intervalo de tempo entre duas avaliacées consecutivas (Sha-
ner; Finney, 1977).

Em seguida, foi determinada a eficacia dos fungicidas (Abbott, 1925) através
dos dados da AACPD. Foi calculado a porcentagem de eficacia (%E) dos tratamentos
fungicidas em relac&o ao tratamento testemunha, de acordo com Abbott (1925): %E
= (T — F)IT x 100. Onde: %E = Porcentagem de eficacia; T = AACPD média do trata-
mento testemunha, e F = AACPD do tratamento fungicida.

Para determinar o comportamento da ferrugem usamos a taxa média do pro-

gresso da doenca. Foi quantificado os dias de epidemia desde a primeira infeccao
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constatada em cada safra até a ultima avaliacdo de severidade da doenca. Os dados
meédios de progresso da doenca (AACPD) em cada safra foram divididos pelo nimero
de dias de epidemia, o resultado foi a taxa média de progresso da doenca (Tabela 2).

Em todas as onze safras, os dados climéticos, temperatura do ar e umidade
relativa do ar foram obtidos a partir da plataforma do INMET — Instituto Nacional de
Meteorologia do Brasil, que fornece informacéo, por hora, da minima, maxima e média
temperatura e umidade do ar. No entanto, neste trabalho foram utilizados dados da
maxima e minima temperatura do ar e dados médios da umidade relativa do ar.

Os dados pluviométricos foram coletados diariamente no local dos experimen-
tos, por meio de pluvidmetro de plastico. Na ocorréncia de chuva, ao término de cada
periodo (matutino e vespertino) foi registrado a quantidade de chuva (mm) ocorrida no
dia. E, para verificar a quantidade de chuva ocorrida durante a noite, a observac¢ao do
pluvibmetro acontecia no inicio do outro dia. Os milimetros de chuva observados du-

rante o dia e a noite foram somados.

1.2.3 Anélise estatistica

Para verificar a eficiéncia de cada ingrediente ativo (azoxistrobina e tebucona-
zol) no controle da ferrugem em soja ao longo das safras, foi aplicado o teste néo-
paramétrico de Mann-Kendall (a = 0,05). A eficiéncia foi verificada em termos de: au-
séncia ou presenca de tendéncia (positiva ou significativa) para perda de eficacia dos
ingredientes ativos em questdo. Posteriormente, para estas mesmas variaveis foram
construidos gréficos para demonstrar a variabilidade dos fungicidas ao longo das sa-
fras.

Utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-Kendall por determinar se a série de
dados analisada possui tendéncia temporal de alteracao estatisticamente significativa.
E, por basear-se em rejeitar ou ndo a hipétese nula (H0), de que ndo exista tendéncia
presente nos dados, adotando-se um nivel de significancia (a) (Salviano; Groppo; Pel-
legrino, 2016).

Foi utilizado este método também, por ndo exigir que os dados apresentem distri-
buicdo normal (Yue; Pilon; Cavadias, 2002), mas exige que sejam independentes e
aleatdrios (Neeti; Eastman, 2011), e ainda, por ser pouco influenciado por mudancas

abruptas ou séries ndo homogéneas (Zhang et al., 2009).
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As andlises foram realizadas no ambiente estatistico R (R Core Team, 2018),

utilizando o pacote trend (Pohlert, 2018).

1.2.4 indices de favorabilidade climatica ao desenvolvimento da doenca

Para sabermos o indice da favorabilidade climatica a infec¢éo e ao desenvolvi-
mento do fungo P. pachyrhizi na regido de Chapad&o do Sul, MS, foram utilizadas
informacdes de trabalhos da literatura, da estacdo meteorolégica INMET e estacao
local do estudo, para a elaboracao de favorabilidade de ocorréncia da doenca na area,
onde foram atribuidas notas entre zero e um (0 e 1). Um significou a condicdo étima
para ocorréncia da ferrugem asiatica da soja, e zero condicbes menos favoraveis,
onde a doenca nao teria progresso. Foram indicados numeros de temperatura em
graus (°C), umidade relativa do ar em porcentagem (%) e precipitacdo em milimetro
(mm).

Com informacgdes, de diferentes autores, sobre temperatura e umidade 6tima a
infeccdo da P. pachyrhizi e desenvolvimento da doenca (Marchetti; Melching; Bromfi-
eld, 1976; Kochman, 1979; Hegde et al., 2002; Radons, 2012; Bonde; Nester; Bener,
2013; Nunes; Martins; Del Ponte, 2018), foram indicados dias com temperatura ma-
xima, até 28° C e dias com temperatura minima, 21° C. A partir disso, foram indicados
os dias de temperatura 6tima para germinacao do urediniésporo e para a infeccao do
fungo na folha.

A umidade relativa do ar também foi indicada, adotada 85% para a considera-
céo de condicao de molhamento foliar (Radons, 2012). Assim, quando os dados da
estacdo apresentavam valores iguais ou acima deste, determinou-se molhamento fo-
liar, permitindo a estimativas de periodo diario de molhamento foliar.

Na determinacdo da quantidade de chuva que influencia na infeccéo e pro-
gresso da doenca, foi utilizado a quantidade de precipitacdo minima a partir de 9 mm
e a maxima passando de 38,5 mm de chuva. Tendo como base o trabalho de Dufault
et al., (2010) para precipitacédo (45 ou 85 mm h!) que interferem negativamente na
taxa de urediniésporos.

Ao fim, o indice da favorabilidade climatica ao desenvolvimento da doenca foi
calculado para todas as safras separadamente. Foram somados os dias com tempe-
ratura 6tima (entre 21 e 28 °C) aos dias com umidade 6tima, desde a emergéncia da

soja até a colheita. No caso da umidade 6tima, foi somado a umidade relativa do ar
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(>85%) a precipitacdo maior que 9 mm, descontando as precipitacdes maiores que
38,5 mm.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Eficécia dos grupos quimicos triazol (DMI) e estrobilurinas (Qol) nas sa-
fras

Neste estudo, o grupo dos inibidores da desmetilacdo (DMI - triaz6is), ndo apre-
sentou reducao significativa de eficacia ao longo das safras (Tabela 3). Enquanto o
grupo dos inibidores externos de quinona (Qol - estrobilurinas) apresentou tendéncia

para a resisténcia (Tabela 3).

Tabela 3 — P-valores dos testes de Mann-Kendall para as variaveis area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) e Eficacia Abbott (%) (EF) para os ingredi-
entes ativo Tebuconazol e Azoxistrobina

Fungicidas Variavel Mann-Kendall
Tebuconazol AACPD 0,64
EF 1,00Ns
AACPD 0,18N\s

Azoxistrobina EE 0,05*

Fonte: elaborado pelo préprio autor.
Nota: *significativo (a = 0.05); n&o significativo (NS).

Esta analise foi corroborada pela variabilidade da eficacia dos fungicidas tebuco-
nazol e azoxistrobina no controle da Ferrugem asiatica da soja ao longo das onze

safras (Figuras 1 e 2).
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Figura 1 — Eficacia média (I desvio padrao) no controle da Ferrugem asiatica da
soja pelo fungicida tebuconazol (DMI) nas safras 2009/10 a 2020/21 no municipio de
Chapadéao do Sul, MS
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Fonte: elaborado pelo préprio autor

Figura 2 — Eficacia média (I desvio padrao) no controle da ferrugem asiatica pelo
fungicida azoxistrobina (Qol) nas safras 2012/13 a 2020/21 no municipio de Chapa-

dao do Sul, MS
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Fonte: elaborado pelo préprio autor.

1.3.2 Comportamento da Ferrugem nas safras

Nas parcelas testemunhas, sem a utilizacao de fungicidas, houve diferentes taxas
de progresso da ferrugem ao longo das safras analisadas, onde foram obtidas varia-
¢cOes entre 48,2 (2009/2010) e 2,2 (2015/16) (Figura 3).
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Figura 3 — Severidade média da ferrugem asiatica com desvio padrao, representado
pela taxa de progresso da doenca nas safras 2009/10 a 2020/21 no municipio de
Chapadéo do Sul, MS
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Fonte: elaborado pelo préprio autor.

1.3.3 indice de favorabilidade climéatica ao desenvolvimento da doenca

O indice de favorabilidade climatica a infeccdo e desenvolvimento do fungo P.
pachyrhizi na regido de Chapadao do Sul, MS, foi calculado levando-se em conside-
racdo os fatores climaticos isolados: como temperatura, umidade relativa do ar e pre-
cipitacao (Tabela 4).
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Tabela 4 — Safras, duragao do ciclo da cultura em dias, quantidade de dias favora-
veis a doenga, indice de favorabilidade climéatica ao desenvolvimento da Ferrugem
nas safras de 2009/10 a 2020/21 em Chapadédo do Sul, MS

2009 2010 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

/10 /112 /13 /a4 /15 /16 /17 /18 /19 /20 /21

Ciclo da cultura 111 133 129 138 134 127 135 135 132 127 138
Dias favoraveis adoenca 94 118 119 126 123 119 124 128 123 119 97
Dias de T °C 6tima 93 103 110 122 119 119 118 120 122 119 72
Dias de URA (>85) 10 6 20 11 21 18 16 18 8 24 75
Dias chuva >= 9mm 45 42 37 27 31 3B 37 40 32 38 30
Dias com chuva>=385 6 12 8 4 4 8 11 9 7 12 5

Safras

Dias de umidade 6tima 49 36 49 34 48 45 42 49 33 50 100

indice de favorabilidade
] ] 139 159 156 167 164 160 169 155 169 172
climatica

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

1.4 DISCUSSAO

1.4.1 Eficécia dos grupos quimicos triazol (DMI) e estrobilurinas (Qol) nas sa-
fras

A resisténcia do fungo P. pachyrhizi aos triazéis e estrobilurinas foi relatada no
Brasil na safra 2007/08 e 2013/14 respectivamente (EMBRAPA, 2015). Mutacdes no
gene nuclear que codifica para a proteina alvo do fungicida DMI, gene citocromo P450
na enzima 14-a- desmetilase (CYP51), como F120L, Y131H/F, K142R e 1475T, ou por
superexpressao de CYP51 (Schmitz et al., 2014). E, mutagbes no gene do cito-
cromo b (CYTB), nos cédons 129, 137 e 143, bem como mutacao F129L em isolados
monourediniais, que conferem resisténcia aos fungicidas Qol (Klosowski et al.,
2016a).

Neste estudo, o grupo dos inibidores da desmetilacdo (DMI - triaz6is) ndo apre-
sentou reducao de eficacia de controle do fungo P. pachyrhizi o longo das safras ana-
lisadas no municipio de Chapadéo do Sul, assim ndo houve tendéncia para resisténcia
do fungo P. pachyrhizi neste grupo. Ao contrario do grupo DMI, o grupo dos inibidores
externos de quinona (Qol - estrobilurinas) apresentou tendéncia para a resisténcia do
fungo P. pachyrhizi a esse grupo (Tabela 3).

Apesar do grupo DMI, representado pelo tebuconazol, estatisticamente nao ter

apresentado reducao de eficacia no controle da ferrugem, visualmente a figura 1
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mostra a falta de padr&o no controle da doenca ao longo das safras analisadas, essas
oscilacdes de controle variaram de 13,8% a 71,6%. De uma safra para outra, 2014/15,
2015/16 e 2016/17 o mesmo fungicida demonstrou comportamento totalmente dife-
rente, podendo ser observado mudanca abrupta na eficiéncia de controle.

Uma das justificativas para a falta de tendéncia a menor sensibilidade do fungo
ao fungicida, é devido aos DMIs apresentarem resisténcia quantitativa ou continua,
que se manifesta gradualmente, de forma parcial e variavel em grau. Dessa forma,
uma populagdo menos sensivel pode ser revertida para mais sensivel se o fungicida
for usado com menor intensidade ou com a utilizacdo de fungicidas alternativos para
o controle da doenca (Brent; Hollomon, 2007).

Essa afirmativa € confirmada pelo trabalho de Klosowski (2015), que testou a sen-
sibilidade do fungo P. pachyrhizi a fungicidas DMIs em duas &reas de producéo de
soja, convencional e organica. A populacdo de P. pachyrhizi da area convencional
apresentou menor sensibilidade ao tebuconazol, em relacdo a populacéo do sistema
de producado de soja orgéanica. Isso se deve a individuo mutantes em areas onde foi
utilizado fungicida (area convencional), visto que, a resisténcia do fungo P. pachyrhizi
aos triazois esta presente nas lavouras produtoras de soja do Brasil desde a safra
2007/08 (EMBRAPA, 2015). Essa resisténcia ocorre devido a mutacdo do fungo P.
pachyrhizi, que ocorre no gene nuclear que codifica para a proteina alvo do fungicida
DMI, gene citocromo P450 na enzima 14-a- desmetilase (CYP51) ou por superexpres-
séo de CYP51 (Schmitz et al., 2014).

Assim, a menor sensibilidade da P. pachyrhizi aos DMIs que foi observada grafi-
camente, mas que néo foi significativa estatisticamente, pode estar relacionada com
aptidao competitiva, onde isolados mutantes tém desvantagens competitivas (esporu-
lacdo, patogenicidade, crescimento micelial, periodo latente) na auséncia de fungicida
(Klosowski, 2015). Isolados menos sensiveis ao DMI apresentam desvantagens com-
petitivas em comparacdo com isolados sensiveis e do tipo selvagem. Mas, € impor-
tante ressaltar, que a frequéncia de isolados resistentes diminui na auséncia de fun-
gicida, mas ndo sdo completamente eliminados da populacéo (Klosowski et al.,
2016b).

Isolados resistentes a fungicidas com aptiddo competitiva, sé6 competem bem na
natureza sob pressao de selecao do fungicida. Assim, a resisténcia pode ser parcial-
mente reversivel quando a pressao de selecdo do fungicida € removida ou minimi-

zada. Portanto, reduzir o numero total de aplicag6es com fungicidas DMI, alternar e/ou
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associa-lo com fungicidas nao resistentes pode favorecer o declinio de linhagens re-
sistentes que apresentam déficit de aptiddo (Brent; Hollomon, 2007; Mikaberidze;
Mcdonald, 2015).

Ao contrario do que acontece com os triazéis, o grupo Qol representado pela
azoxistrobina apresentou tendéncia para a resisténcia do fungo P. pachyrhizi a esse
grupo. A resisténcia do grupo das estrobilurinas ndo pode ser reversivel ou minimi-
zada. Isso porque, a mutagao F129L no gene CYTB no fungo P. pachyrhizi s&o mais
frequentes, e ndo estéd associada a aptiddo competitiva, como registrado em um ex-
perimento, que comparou isolado com sensibilidade reduzida ao Qol, com isolado
possuindo o gene CYTB de tipo selvagem, e ambos competiram igualmente bem, ne-
nhum dos isolados apresentaram desvantagens competitiva, assim a frequéncia de
isolados mutados pdde ser estavel mesmo na auséncia de fungicida (Klosowski et al.,
2016b).

Essa tendéncia a resisténcia do fungicida pertencente ao grupo Qol € bem ilus-
trada na figura 2. Nela, foi observado reducéo na eficicia de controle da ferrugem ao
longo das safras analisadas. Observou-se também que o nimero de aplicacdes au-
mentou ao longo das safras, de duas aplicacdes na safra 2012/13 para o dobro de
aplicacdes na ultima safra analisada, 2020/21.

Em suma, a resisténcia dos fungicidas DMIs pode ser reversivel porque depende
da aptidao competitiva, na auséncia de fungicida a frequéncia de fungos P. pachyrhizi
resistentes € menor na area cultivada com soja, e também por causa da frequéncia
das mutacdes, que ocorrem em algumas, mas nao em todas as copias do gene CYP51
no genoma de P. pachyrhizi (Schmitz et al., 2014). JA a mutacdo F129L no gene
CYTB, que confere resisténcia do fungo aos fungicidas Qols, sdo mais frequentes
porque 0 gene mutado é herdado mitocondrialmente, sendo presente em mdltiplas
copias em uma célula o que significa que nenhum ou todos os genes CYTB sdo mu-
tados (Klosowski, 2015).

E importante evidenciar também, que moléculas diferentes, mesmo pertencendo
ao mesmo grupo quimico, tém comportamento diferente, umas sdo mais eficientes
gue outras, e algumas perdem sua eficacia de controle antes que outras. Isso acon-
tece, porque o mecanismo de reconhecimento do fungicida pelo fungo é diferente para
cada produto, mesmo que pertencam ao mesmo grupo quimico (Roese, 2011).

Outra justificativa ao resultado da analise de tendéncia desse trabalho, refere-se

a classificacdo de resisténcia dos fungicidas triazois e estrobilurinas. Os fungicidas
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DMIs sao classificados como risco médio de resisténcia (FRAC, 2023), possuem re-
sisténcia quantitativa e de grau variavel (Brent; Hollomon, 2007). Apesar da resistén-
cia ser conhecida em varias espécies de fungos, com diversos mecanismos envolvi-
dos, os DMIs possuem grande diferenga no espectro de atividade (FRAC, 2023).

Os fungicidas Qols séo classificados como alto risco para a resisténcia (FRAC,
2023) pois 0 gene que confere resisténcia do fungo P. pachyrhizi a esse grupo é her-
dado mitocondrialmente e essa mutagdo ndo pode ser reversivel e nem minimizada
(Klosowski, 2015; Klosowski et al., 2016b), devido a alteracao na sequéncia de nucle-
otideos do gene citocromo b, impedindo a ligagcdo com o fungicida, conferindo resis-
téncia completa do patdégeno ao fungicida (Kim et al., 2003). O alto nivel de resisténcia
ocorre quando ha mutagéo qualitativa, que consiste na substituicdo de uma glicina por
uma alanina (G143A) na posicao 143 (Godoy et al., 2020).

Perante isso, e tendo em vista que os principais grupos de fungicidas com um
anico modo de acéo disponiveis para controle da ferrugem apresentam adaptacéo do
fungo, os fungicidas multissitios sintéticos (clorotalonil, mancozebe e oxicloreto de co-
bre) tém sido utilizados sozinhos ou em associa¢do com fungicidas sitio-especificos,
para aumentar a eficiéncia de controle, presumindo que resisténcia ja ocorre no pa-
tossistema (FRAC, 2019).

Essa estratégia é valida em fungéo do baixo risco de resisténcia, e também porque
os fungicidas multissitios atuam em diferentes pontos metabdlicos do fungo (FRAC,
2019; Godoy et al., 2020). Contudo, devem ser misturados com fungicidas sitio-espe-
cificos que apresentem eficacia ao redor de pelo menos 50%, uma vez que, os mul-
tissitios ndo tém potencial para recuperar o controle de fungicidas sitio-especificos
que apresentem eficacia inferior a 50% (Reis et al., 2017).

Desse modo, do ponto de vista econdmico e estratégico, para reducao do impacto
negativo causado pela doenca, a medida de controle baseada no escape é uma ex-
celente opcao, pois, o clima tropical € favoravel ao desenvolvimento da ferrugem du-
rante todo o ano. Assim, é importante a prevencao da doenca pela fuga em relacéo a
presenca do patégeno, semeando cultivares de soja precoces no inicio da época re-
comendada. As primeiras semeaduras realizadas apds o vazio sanitario tendem a
apresentar sintomas da doenca a partir da fase de enchimento de gréos, quando apre-
sentam (FRAC, 2019).
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1.4.2 Comportamento da ferrugem nas safras

A ocorréncia de inéculo no ano todo e fatores climaticos influenciam na incidéncia
e progresso da ferrugem. Ao longo das onze safras estudadas, o fungo P. pachyrhizi
teve comportamento diferente, com taxa de progresso da doenca variando de uma
safra para outra (Figura 4).

Na safra de 2009/2010 a doenca iniciou seu ciclo na primeira quinzena de janeiro
(Tabela 2), com 46 dias de epidemia desde sua incidéncia na area. Essa ocorréncia
pode ter sido em virtude do EI Nifio moderado, que proporcionou inverno chuvoso, e
garantiu a sobrevivéncia de plantas voluntarias e do fungo P. pachyrhizi em vérias
regides durante a entressafra (Consorcio Antiferrugem, 2019). Além disso, as condi-
cOes climaticas durante a safra foram favoraveis para o progresso da ferrugem (Ta-
bela 4).

Na safra 2010/2011, na area experimental a incidéncia da ferrugem ocorreu em
fevereiro, consequentemente menos dias da soja em contato com a o fungo (39 dias)
(Tabela 2). Assim, o progresso da doenca foi menor que no ano anterior (Figura 4),
devido ao inverno seco que desfavoreceu a manutencdo do indculo que sobrevivem
em plantas voluntarias na entressafra (Consoércio Antiferrugem, 2019). Isso também
foi observado na estacéo, onde durante o ciclo da cultura foram 36 dias de umidade
Otima ao desenvolvimento da doenca, mas apenas 6 dias de umidade relativa do ar
em condicBes de molhamento foliar (85%) (Tabela 4) (Radons, 2012). Houve também
12 dias com precipita¢des acima de 38,5 mm (DUFAULT et al., 2010) que pode ter
interferido negativamente na quantidade de uredospoéros. Assim, foi obtido menor pro-
gresso da doenca.

Episodios diferentes ocorreram na safra 2011/2012, em decorréncia do fenémeno
La Nifia (CPTEC, 2022) que proporcionou seca no nordeste de Mato Grosso do Sul,
mas especificamente em Chapadéao do Sul, desfavorecendo a presenca do inéculo da
Ferrugem nas lavouras de soja. Dessa forma, ndo houve a doenca ferrugem nesta
safra.

A incidéncia da ferrugem na safra 2012/2013 ocorreu na primeira quinzena de
fevereiro na fase do enchimento de gréos (R5.2) (Tabela 2). A entrada tardia do ino6-
culo na area de cultivo ocorreu devido as chuvas irregulares que atrasaram a semea-
dura no Centro Oeste, em funcdo do fendmeno El Nifio predominante nesta safra, mas

em novembro ele perdeu forga e o clima mudou para a neutralidade. Além disso, no
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Sul do pais a ocorréncia de chuvas irregulares desfavoreceu a doenca (Consorcio
Antiferrugem, 2019), uma vez que chuvas em volumes intensos ou dias seguidos de
precipitagéo sao prejudiciais a esporulagao, interferido negativamente na taxa de ure-
dosporos disponiveis para infec¢cdo no dossel da lavoura (DUFAULT et al., 2010).

Na safra 2013/2014, a ferrugem avancou na regidao Centro-Oeste na segunda
quinzena de janeiro na unidade experimental, com as plantas no estadio de enchi-
mento de graos (R5.2) (Tabela 2). As chuvas no nordeste de Mato Grosso do Sul
foram em baixo volume, ndo favorecendo o progresso da doenca (Figura 4), e, na
estacao foram 27 dias precipitacao 6tima ao desenvolvimento da doenca e 11 dias de
umidade relativa indicando molhamento foliar (Tabela 4) (Radons, 2012).

O progresso da doenca na safra 2014/2015 foi maior que na safra anterior na
estacdo experimental (Figura 4), em funcdo das chuvas constantes e alto volumes
desde a semeadura até a colheita, e 20 dias com umidade relativa (>85%) 6tima ao
desenvolvimento do fungo (Tabela 4) (Radons, 2012). Além disso, houve relato da
incidéncia da ferrugem em soja voluntaria na entressafra, devido ao inverno menos
rigoroso na regido Sul. Em Mato Grosso do Sul, também foi relatado ocorréncia da
ferrugem em soja guaxa (Consoércio Antiferrugem, 2019).

Na safra 2015/2016, a incidéncia da ferrugem na area experimental, ocorreu na
primeira quinzena de janeiro com a soja no estadio R5.3 (Tabela 2). O progresso da
doenca ndo foi expressivo devido a estiagem no Centro-Oeste, mesmo com inéculo
de P. pachyrhizi na entressafra em consequéncia do inverno menos rigoroso na regiao
Sul e excesso de chuvas, que permitiu a sobrevivéncia de soja guaxa. Excesso de
chuvas na regido Sul e estiagem no Centro-Oeste foram resultados do El Nifio forte
nessa safra (Consorcio Antiferrugem, 2019).

Na safra de 2016/2017, o fenbmeno predominante foi o La Nifia, com menor in-
tensidade (CPTEC, 2022). Chuvas normais no Centro-Oeste. Houve seca ha Bolivia.
Na regido Sul as temperaturas foram baixas até outubro, o que favoreceu o “vazio
sanitario natural” (Consorcio Antiferrugem, 2019). Mesmo com a reducgéo de inéculo
do fungo vindo da Bolivia e sul do pais, na estacdo, houve grande progresso da do-
enca, que pode ser explicado pela incidéncia da doencga no estadio vegetativo da
planta (R3), totalizando 44 dias de epidemia (Tabela 2), somando com as condi¢cbes
favoraveis ao desenvolvimento do fungo (Tabela 4), a ferrugem progrediu (Figura 4).

Na safra 2017/2018 a incidéncia da ferrugem na estacédo ocorreu no dia 02 de

fevereiro com a cultura no estadio R4 (Tabela 2), por causa dos atrasos nas chuvas
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no Centro-Oeste (Consorcio Antiferrugem, 2019), proporcionado pelo La Nifia mode-
rado (CPTEC, 2022). O progresso da doenca foi menor em relacdo a safra passada,
em virtude do menor contato da cultura da soja com o fungo, 38 dias de epidemia
(Tabela 2).

O progresso da ferrugem no ano agricola 2018/2019 foi maior que na safra ante-
rior, em funcdo da grande sobrevivéncia de plantas de soja voluntarias do inverno em
vérias regides, fazendo com que a doenca chegasse mais cedo nas areas de cultivo,
como foi o caso do Parana, em 31/10, e do pais vizinho, Paraguai, onde a primeira
ocorréncia foi em 15/10 (Consorcio Antiferrugem, 2021a), e na area experimental foi
em 28/01/2019 - R3 (Tabela 2). Somado a isso, a ocorréncia de chuvas regulares na
regido de Chapadao do Sul, MS, foi determinante para o desenvolvimento da ferru-
gem.

Na safra 2019/2020 os primeiros sintomas da Ferrugem foram constatados na
segunda quinzena de janeiro, com a cultura no estadio reprodutivo, R4 (Tabela 2). Em
Chapadéao do Sul, MS, as condi¢8es climéticas, estavam 6timas para o desenvolvi-
mento do fungo. Foram 24 dias com umidade relativa maior que 85% (Tabela 4), indi-
cando molhamento foliar (Radons, 2012). Nessa entressafra também foram constata-
das presenca de ferrugem em soja guaxa (Consoércio Antiferrugem, 2021b).

Na safra 2020/2021 os coletores do Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana
(IDR — Parand) detectaram esporos do fungo P. pachyrhizi em 26 de outubro, na re-
gido oeste do Paran4, e o servico de monitoramento do Paraguai também detectou a
presenca do fungo em plantas voluntarias de soja e no kudzu (Pueraria lobata), hos-
pedeiro alternativo do fungo. A presenca de indculo na regido, a antecipacao do peri-
odo chuvoso e as frente frias com chuvas e ventos, favoreceram a disperséo de es-
poros de fontes de indculo remanescente no periodo do inverno (Consércio Antiferru-
gem, 2021b). Na area experimental, a presenca inicial da doenca ocorreu na segunda

quinzena de fevereiro (Tabela 4), com constante progresso.

1.4.3 indice de favorabilidade climéatica ao desenvolvimento da doenca

O progresso da ferrugem asiatica da soja é extremamente dependente das con-
dicdes ambientais durante a estacao, por ser uma doenca policiclica, as folhas infec-
tadas durante o ciclo da cultura servem de fonte de inéculo para novas infec¢ées du-

rante o mesmo ciclo. Os fatores climaticos como temperatura, umidade relativa do ar
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e precipitacdo, podem ser um indicativo de favorabilidade climéatica ao desenvolvi-
mento da doenca (Godoy; Barros; Xavier, 2012).

Assim, sabendo que doencgas e ambiente estdo intimamente relacionados (Ra-
dons, 2012), a sobrevivéncia de esporos no ar é fortemente afetada por fatores ambi-
entais, como temperatura, radiacéo solar e ultravioleta, e umidade relativa. Esporos
transportados por ventos predominantes sdo depositados na superficie de outras fo-
Ihas de plantas hospedeiras (Nunes; Martins; Del Ponte, 2018).

Em condi¢Bes umidas os urediniésporos de P. pachyrhizi germinam e infectam
a folha sob temperaturas entre 14 a 22 °C, mas na auséncia de umidade isso ocorre
na temperatura de 20 °C (Marchetti; Melching; Bromfield, 1976).

Temperatura extremas, muito baixa, inferior a 5 °C, assim com temperatura
muito alta superior a 30 °C reduzem a viabilidade e sobrevivéncia dos esporos da
(Hegde et al., 2002), por reduzirem cerca de 80% a producéo de esporos P. pachyrhizi,
refletindo em auséncia ou atraso de desenvolvimento da epidemia de ferrugem asia-
tica (Bonde; Nester; Bener, 2013). Kochman, (1979) também observou reducdo no
desenvolvimento dos esporos do fungo P. pachyrhizi quando expostos a temperaturas
de 28,6° a 42,5°.

Portanto, em condi¢do de agua livre na superficie da folha, os uredinidsporos
germinam, sob temperaturas 6timas (18 a 26 °C) e umidade relativa entre 75% e 80%
(Nunes; Martins; Del Ponte, 2018). Antes disso, Kochman, (1979) constatou a sobre-
vivéncia de ureddsporos sob faixas de temperatura de 17° a 27° C.

A elevada frequéncia de chuva e alta intensidade de orvalho, sédo favoraveis as
infeccbes e ao desenvolvimento da ferrugem (Sikora et al., 2014). A umidade relativa
do ar é um dos elementos que mais influenciam no tempo de molhamento foliar, ne-
cessario para que o processo de infeccao inicie e se complete, resultando em favore-
cimento da progressao da doenca (Radons, 2012).

A umidade relativa do ar € comumente utilizada como um indicador e pode ser
usada para estimar o periodo de molhamento foliar (Streck, 2006; Radons, 2012). E a
temperatura do ar atua como catalisador biolégico dos patdgenos, acelerando seu
crescimento e desenvolvimento (Radons, 2012).

A &gua livre decorrente da chuva é fonte de molhamento foliar, e juntamente
com a umidade decorrente do orvalho, afetam principalmente a infeccéo e a esporu-
lacdo de fungos fitopatogénicos, sendo disseminado regionalmente, acelerando epi-

demias como a da ferrugem asiatica da soja (Nunes; Martins; Del Ponte, 2018).
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Esse efeito direto na epidemia da ferrugem proporcionados pela chuva, esta
relacionado com o impacto das gotas de agua que dispersam os ureddsporos entre
as folhas da soja, fazendo a dispersao dentro do dossel da cultura, principalmente nos
estagios iniciais da doenca (Fitt; Mccartney; Walklate, 1989; Madden, 1992; Del Ponte,
et al., 2006).

A precipitacdo € importante na severidade da ferrugem asiatica da soja, por
contribuir na extenséo da duragéo do periodo de molhamento foliar, reducéo da tem-
peratura dentro do dossel até o 6timo, e consequente liberacdo dos esporos (Del
Ponte et al. 2006), acelerando o progresso da epidemia, quando a distribuicdo de chu-
vas ocorre em maiores volumes, em relacdo a quando ocorrem em menores volumes,
onde a doenca progride mais lentamente (Godoy et al., 2009).

Mas obviamente as chuvas ndo podem ser exacerbadas ao ponto de serem
prejudiciais a esporulacéo (Godoy et al. 2009), em volumes intensos de chuva (45 ou
85 mm h1) ou dias seguidos de precipitacdo, acabam interferindo negativamente na
taxa de ureddsporos disponiveis para infeccdo no dossel da lavoura (Dufault et al.,
2010).

Somado a isso, enquanto ha orvalho a liberacéo de esporos € minima, aumen-
tando apos as folhas secarem (Nunes; Martins; Del Ponte, 2018). No experimento de
Moraes (2018) este episddio foi evidenciado, onde o maior volume de chuvas acumu-
lado no periodo foi registrado justamente quando ocorreu este declinio na progressao
da Ferrugem.

1.5 CONCLUSAO

Nas onze safras analisadas ndo houve tendéncia para resisténcia do fungo P.
pachyrhizi ao grupo triazol, representado pelo tebuconazol. Houve tendéncia de resis-
téncia do fungo P. pachyrhizi ao fungicida do grupo Qol, azoxistrobina.

A aptiddo competitiva do fungo P. pachyrhizi pode ter promovido a auséncia de
tendéncia para resisténcia ao triazol. A tendéncia de resisténcia do fungo ao Qol -
azoxistrobina, ocorre devido a estabilidade e frequéncia de isolados mutados mesmo
na auséncia de fungicida. Assim, esse tipo de resisténcia nao pode ser reversivel ou

minimizada
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2  AEROBIOLOGIA DO PATC')GENO DA FERRUGEM ASIATICA DA SOJA: MO-
NITORAMENTO DE INOCULO E DETECCAO DE ALELO DE RESISTENCIA
(SdhC-186F) A FUNGICIDA

RESUMO

A doenca ferrugem asiatica da soja é causada pelo fungo basidiomiceto Phakopsora
pachyrhizi. Considerada mundialmente uma das doencas mais importantes da soja, a
ferrugem pode causar perdas significativas na producdo. As populacdes desse fungo
sao consideradas altamente adaptaveis as estratégias de manejo quimico, dado seu
carater intensivo e a aplicacdo em larga escala de fungicidas especificos de alto risco
para resisténcia. Essas populacdes tém apresentado resisténcia aos trés principais
grupos quimicos de fungicidas: triazdis (DMI), estrobilurinas (Qol) e carboxamidas
(SDHI). No Brasil, desde 2013, os fungicidas SDHI sao utilizados para o controle da
ferrugem e apresentam alto risco para a emergéncia de resisténcia se forem usados
isoladamente. Como medidas apropriadas anti-emergéncia de resisténcia ndo foram
tomadas, a resisténcia a SDHI emergiu e foi dispersa por todo o pais. Para preencher
uma lacuna de conhecimento atual sobre a prevaléncia de resisténcia a fungicidas
SDHI na regido de Chapadéao do Sul, MS, buscou-se com esse trabalho monitorar a
dispersdo da mutacdo que confere ao fungo resisténcia a fungicidas do grupo dos
SDHiIs por meio de aerobiologia do patégeno. Para isso, no periodo de outubro de
2020 a janeiro de 2022, foi utilizado como ferramenta o coletor de esporos SIGA, para
capturar esporos fungicos transportados pelo ar. Essa técnica foi somada a técnica
molecular de PCR quantitativo em tempo real (QPCR TR) para detectar e quantificar
a flutuagcéo temporal dos alelos do gene sdhC da P. pachyrhizi selvagem (186) e mu-
tante (86F). No periodo analisado, detectou-se inéculo da P. pachyrhizi, tanto durante
a safra, quanto no pousio sem a cultura na area. Evidenciou-se que populacdes do
patdgeno com a mutacao 86F no gene sdhC para resisténcia a SDHIs estéo presentes
em Chapadéo do Sul. Além disso, foi demonstrada a oscilagdo temporal na prevalén-
cia da mutacao 86F para resisténcia a SDHIs.

Palavras-chave: aerobiologia; medidas anti-resisténcia; monitoramento da disperséo
de Phakopsora pachyrhizi com gene de mutagéo; manejo quimico; resisténcia a fun-

gicidas.
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AEROBIOLOGY OF THE ASIAN SOYBEAN RUST PATHOGEN: INOCULUM MON-
ITORING AND FUNGICIDE RESISTANCE ALLELE (SdhC-186F) DETECTION

ABSTRACT

The Asian soybean rust is caused by the basidiomycete fungus Phakopsora pach-
yrhizi. Considered one of the most important diseases of soybeans worldwide, rust can
cause significant losses in production. These fungus populations are considered highly
adaptable to chemical management strategies, given their intensive nature and the
large-scale application of site-specific fungicides with high-risk for resistance. These
populations have shown resistance to the three main chemical groups of fungicides:
triazoles (DMI), strobilurins (Qol) and carboxamides (SDHI). In Brazil, since 2013,
SDHI fungicides have been used to control rust and present a high-risk of the emer-
gence of resistance if used alone. Since appropriate anti-resistance emergency
measures were not taken, resistance to SDHI emerged and was spread throughout
the country. To fill a gap in current knowledge about the SDHI fungicides resistance
prevalence in the Chapadao do Sul, MS region, this work aims to monitor the spread
of the mutation that confers resistance to SDHI fungicides to the fungus through aero-
biology of the pathogen. For this purpose, from October 2020 to January 2022, SIGA
spore collectors were used as a tool to capture airborne fungal spores. This technique
was associated with molecular detection by quantitative real-time PCR (RT qPCR) to
detect and quantify the sdhC gene temporal fluctuation of the wild-type (186) and mu-
tant (86F) alleles of P. pachyrhizi. During the analyzed period, P. pachyrhizi inoculum
was detected, both during the cropping season and during the fallow period without
the crop in the area. It was found that pathogen populations with the 86F mutation in
the sdhC gene for resistance to SDHIs are present in Chapadao do Sul. In addition, it
was demonstrated a temporal oscillation in the prevalence of the 86F mutation for re-

sistance to SDHiIs.

Keywords: aerobiology; anti-resistance measures; monitoring the spread of
Phakopsora pachyrhizi with the mutation gene; chemical management; fungicide re-

sistance.
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2.1 INTRODUCAO

A ferrugem asiatica da soja € uma doenca de importancia mundial causada pelo
fungo Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd. Desde o surgimento da doenca no Brasil,
em 2001 (Yorinori, 2021a), o patdgeno se espalhou para a maioria das regides brasi-
leiras produtoras de soja (Consorcio Antiferrugem, 2024a) e de outros paises da Ameé-
rica do Sul, como o Paraguai e Argentina (Li et al., 2010; Yorinori, 2021a).

A expansédo geografica eficiente do patdégeno na América do Sul tem sido as-
sociada a grande capacidade do fungo P. pachyrhizi em se conectar entre areas e as
condi¢Bes ambientais propicias para a sobrevivéncia e desenvolvimento do patégeno
durante todo o ano, proporcionando fontes permanentes de inéculo da ferrugem (Li et
al., 2010). Mas, ndo apenas na América do Sul, a ferrugem ocorre em todos os paises
produtores de soja no mundo (Li et al., 2010; Henning et al., 2014). Por isso, existe a
necessidade de desenvolver estratégias para impedir a disseminagéo desse patégeno
para outras areas de cultivo de soja livre da doenca, uma vez que, o manejo da doenca
€ um dos principais desafios dos produtores.

O patégeno é altamente adaptavel as estratégias de controle, com tolerancia
fungica as principais classes de fungicidas especificos, tornando o controle quimico
menos eficaz (Godoy et al., 2016; Barro et al., 2021). Além disso, a quebra da resis-
téncia genética presente nas cultivares de soja (Akamatsu et al., 2013; Paul et al.,
2013), tornam o numero de solugdes praticas para o controle da doenca limitado.
Dessa forma, as perdas em produtividade podem chegar a 100% (Yorinori, 2021b).

O conhecimento sobre a biologia populacional do fungo é importante na desco-
berta de novos modos de acéo contra a P. pachyrhizi, a disponibilidade de um genoma
de referéncia de alta qualidade é essencial. A grande dificuldade na caracterizacao do
genoma do fungo pelas técnicas de sequenciamento, decorrentes do tamanho e com-
plexidade do genoma desse patdégeno (EMBRAPA, 2019). Contudo, estudos recentes
com isolados de P. pachyrhizi possibilitaram a realizacao e conclusado do sequencia-
mento e montagem do genoma (Gupta et al., 2023).

A natureza complexa do genoma do fungo foi desvendada por meio do sequen-
ciamento de Ultima geracéo, onde as leituras de pequenos e longos fragmentos de
DNA foram realizadas através de lllumina e PacBio, respectivamente. O genoma da
P. pachyrhizi é extremamente rico em sequéncias repetitivas e DNA nao codificante,

constituindo aproximadamente 90% de todas as sequéncias, e abriga varias familias
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de transposons, elementos que podem permitir que o patdgeno se adapte rapida-
mente a novos ambientes (Gupta et al., 2023).

Essa técnica além de contribuir para decifrar a biologia do fungo, auxilia no
entendimento a nivel molecular e a sua complexa interagdo com a soja, ampliando o
entendimento da adaptabilidade, evolucédo e diversidade genética de P. pachyrhizi.
Esse conhecimento abre caminhos para novas estratégias de manejo e controle da
ferrugem asiatica na soja (EMBRAPA, 2019).

Atualmente, a principal estratégia de manejo utilizada para a diminui¢éo do in6-
culo da P. pachyrhizi e para promover o escape da doenca, € o vazio sanitario, medida
legislativa com determinacdes estaduais de periodos em que a area fica sem plantas
de soja, o principal hospedeiro do fungo. Outra técnica recomendada, consiste na se-
meadura de cultivares precoces e/ou com genes de resisténcia no inicio do periodo
de semeadura (Godoy et al., 2020a).

ApoOs a chegada do inéculo na area de cultivo de soja, para reduzir a intensi-
dade da doenca, a estratégias mais utilizada é o controle quimico com fungicidas
(Nascimento, 2018) de sitio-especificos pertencentes aos grupos quimicos DMI, (ini-
bidores da desmetilagdo) conhecidos como “triazéis”, Qol (inibidores de quinona ex-
terna) as “estrobilurinas” e SDHI (inibidores da enzima succinato desidrogenase) as
“carboxamidas”, que atuam contra um Unico ponto da via metabdlica de um patégeno
ou contra uma Unica enzima ou proteina (Godoy et al., 2020a). Outros fungicidas,
multissitios ou bioldgicos, também sao empregados para o controle dessa doenca
(Godoy et al., 2021).

As populacdes brasileiras de P. pachyrhizi tém apresentado resisténcia aos
fungicidas triaz6is — DMI (Schmitz et al., 2014) e estrobilurinas - Qol (Klosowski et al.,
2016), ja os fungicidas SDHI, sdo considerados de médio a alto risco para sele¢do de
resisténcia em populacdes de patdogenos de plantas (Simdes et al., 2018; BORBA,
2020).

Os SDHlIs, do grupo carboxamida de segunda geracgéao, foram registrados para
0 manejo de doencas da soja no Brasil em 2013 (MAPA — Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — Brasil. AGROFIT - Sistemas de Agrotoxicos Fitossanita-
rios, 2024). Os fungicidas pertencentes a esse grupo inibem especificamente a respi-
racdo mitocondrial, visando a succinato desidrogenase (enzima Sdh ou complexo II

da cadeia respiratoria) (Sierotzki; Scalliet, 2013; Klappach; Stammler, 2019).
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Isolados de P. pachyrhizi resistentes aos fungicidas SDHI surgiram na safra
2015/2016, os quais apresentaram mutacéo no gene SdhC, resultando na substituicdo
de aminoacidos SAhC-I86F no local alvo (Muller; Stammler; May De Mio, 2021). Os
isolados que carregam esta substituicdo, provavelmente sédo os responsaveis pelo au-
mento da frequéncia e rapida disseminacdo nos campos de soja em todo o pais de
2015 a 2019 sob pressao de fungicidas (Mello et al., 2021).

A fim de prolongar a vida util dos fungicidas existentes (DMls e Qols) para con-
trole da ferrugem da soja, é necessario projetar estratégias anti-resisténcia inteligen-
tes, evolutivas e eficazes para que os produtores e patologistas de extensao de soja,
possam usar imediatamente a chegada de novos produtos no mercado (Corkley et al.,
2022).

Dentre as estratégias anti-resisténcia esta o monitoramento da populacdo do
patdgeno. Para isso, existe uma ferramenta simples, inteligente e atualmente utilizada,
o coletor de esporos. Ele capturar esporos fungico transportado pelo ar, possibilita a
identificacdo de indculo na area de cultivo (Oliveira et al., 2020) e, juntamente com a
deteccdo baseada em DNA molecular do patégeno (Fraaije et al., 2005), fornece a
deteccao precoce de alelos de resisténcia a fungicidas (Corkley et al., 2022). Em um
estudo com o fungo Mycosphaerella graminicola, foi desenvolvido o método que inte-
gra a captura de esporos com ensaios de PCR em tempo real, comprovando a eficacia
do método (Fraaije et al., 2005).

Estudar a aerobiologia do patégeno causador da ferrugem da soja, ou seja, a
dindmica do patdgeno de planta transportado pelo ar, orientam na adocéo das diretri-
zes anti-resisténcia tradicionais com base na racionalizacdo do uso de fungicidas,
como por exemplo, 0 momento e quantidade de pulverizagdo que deve ser realizado.
Um cronograma de pulverizacéo de fungicida eficaz e baseado na aerobiologia para
a reducao das perdas de produtividade, tende a contribuir para a diminuicdo do im-
pacto ambiental devido a diminuicao de aplicacao desnecessarias, aplicando somente
guando houver o patdégeno na area, e diminui também a presséo de selecédo do fungo
para resisténcia a fungicidas (Vicentini et al., 2023).

Pesquisas em aerobiologia fungica vém sendo desenvolvidas em todo o mundo
h& mais de duas décadas. A associagdo de tecnologias moleculares com o uso de
dados aerobioldgicos fornece medidas quantitativas de indculo do patégenos de plan-
tas que esta no ar na area de estudo, e em tempo real, melhorando o entendimento

dos patossistemas, e consequentemente, o0 manejo de doengas (Van Der Heyden et
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al., 2021). Além disso, a captura de esporos combinada com o qPCR (real quantitativo
areacdo em cadeia da polimerase) tem sido usada com sucesso para detectar e quan-
tificar patdgenos no ar, permitindo também o estudo de diferentes genétipos de paté-
genos, que podem estar relacionados a resisténcia a fungicidas (Fraaije et al., 2005).
A amostragem de esporos € Util para monitorar mudancas nas populacdes de patdge-
nos de plantas e detectar indculo fangico antes da infeccéo. Portanto, usando um dis-
positivo de amostragem de esporos posicionado em duas area de cultivo de soja no
Mato Grosso do Sul, juntamente com um ensaio de gPCR em tempo real, os objetivos
do nosso estudo foram: 1) monitorar DNA fangico especifico de uredinidosporos aero-
transportados de Phakopsora pachyrhizi liberados nas safras de 2020 e 2022, e em
2021 tanto dentro quanto fora da safra, e 2) revelar a prevaléncia de alelos que con-
ferem resisténcia do fungo aos grupos quimico Succinato Desidrogenase - SDHI (“car-

boxamidas”).

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Monitoramento da disperséo aérea de esporos

O monitoramento da dispersdo aérea de esporos do fungo Phakopsora
pachyrhizi foi realizado por meio de coletores simplificados de esporos, feitos com
base no modelo SIGA, desenvolvido por Igarashi em 1986 (lgarashi et al., 1986). A
sigla SIGA faz referéncia ao criador do equipamento, Dr. Seiji Igarashi. O coletor foi
construido a partir de tubos, conexdes e reducdes de PVC acoplados entre si (Figura
1A) e sobre um rolamento (Figura 1B) no apice de uma haste de ferro (figura 1C), com
bases para serem fixada no solo (Figura 1D) (Oliveira et al., 2020).

O rolamento possibilitou que o coletor rotacionasse conforme a dire¢céo do vento,
e 0s tubos permitiram a passagem livre do vento em seu interior. No interior do tubo
havia um suporte no qual foi instalada uma Iamina de vidro. Nela, foi colado um pedaco
de fita adesiva dupla face, onde os urediniésporos de P. pachyrhizi eram aderidos
(Zoz; Gheller, 2015) (Figura 1E). Numa das extremidades da lamina foi colada etiqueta
de identificacéo, para o registro do nome do produtor, do municipio e da data que a

lamina foi inserida no coletor.
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Figura 1 — Coletor de esporos (modelo SIGA)

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Nota: (A) Tubos, conexdes e redugbes de PVC acoplados entre si que permite a passagem livre do

vento em seu interior; (B) Rolamento, possibilita que coletor rotacione conforme a dire¢do do vento;

(C) Haste de ferro que sustenta o coletor; (D) Bases que fixam o coletor no solo; (E) Posicionamento

da lamina de microscopia, com a fita adesiva de dupla face e a etiqueta de identificagdo, na curva de

PVC (fixag&o no interior do equipamento); (F) Coletor de esporos instalado a campo. A direita do co-
letor de esporos havia uma estagdo meteoroldgica portatil.

O coletor foi instalado na Fundacao Chapadéo (18°46' 26,1 "'S; 52° 38' 47,2" O)
em Chapadao do Sul, MS, e operou entre outubro de 2020 a janeiro de 2022. O
coletor foi instalado em area de cultivo de soja, a uma altura de 1,5 metros do solo e
proximo a uma estacao meteorolégica (Figura 1F). As laminas de microscopia con-
tendo amostras de esporos aéreos do patdégeno foram coletadas semanalmente, co-
locadas em uma caixa porta laminas de plastico (Figura 2A) e armazenadas em free-

zer - 20°C, até a extracdo de DNA.

2.2.2 Extracdo de DNA fungico de amostras de esporos transportados pelo ar

Apos a coleta dos esporos, com auxilio de uma lamina de aco inox modelo Wil-
kinson Sword (Figura 2B), a fita adesiva contendo esporos fangicos era retirada de
cada lamina de microscopia inserida no coletor SIGA, colocada dentro de tubos ep-
pendorf de 2 mL (Figura 2C) que continham 0,5 g de esferas de vidro estéreis (400 —
455 um de diametro; Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA). Os tubos eram identificados
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com o local e data da amostragem e armazenados em caixas de polipropileno (Figura

2C) em freezer a -20 °C até o momento da realizacdo da extracdo do DNA.

Figura 2 — Amostras de aerobiologia retiradas dos coletores de esporos SIGA, pro-
cessamento pré-extracdo de DNA e seu armazenamento

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Legenda: (A) Caixa porta laminas de plastico contendo amostras de aerobiologia de Phakopsora
pachyrhizi obtidas no amostrador de esporos SIGA; (B) Retirada de fita adesiva contendo esporos
fingicos aéreos da lamina de microscopia; (C) Tubos eppendorf de 2 mL contendo a amostra de es-
poros flngicos em fita adesivas, e as esferas de vidro; (D) Caixa em polipropileno onde as amostras
foram armazenadas em freezer - 20°C até a extragdo de DNA.

A extracdo de DNA flngico constituiu-se em processo de multiplas etapas, tendo
sido realizada de acordo protocolo de Doyle, Jeff e Doyle, Jane (1990), cujo tampéo
de extracao foi constituido por: CTAB (2%), NaCl (1,4 M), EDTA (20 mM), Tris- HCI
(100 mM) pH 8,0, PVP (1%), 2 mercaptoetanol (0,2%).

Em cada tubo contendo fita adesiva e as esferas de vidro foram adicionados 750
pL de tampdéo de extracao e incubou-se em banho-maria a 65°C por 45 minutos, agi-

tando-se suavemente os tubos por inversao a cada 10 minutos. Apés, adicionou-se
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500 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (CAI) na proporcao de 24:1 (v/v) para a des-
proteinizacdo. Os tubos foram brevemente agitados em vortex e entdo centrifugados
por 10 minutos a 10.000 rpm em centrifuga néo refrigerada. Em seguida, o sobrena-
dante foi coletado e transferido para tubo novo devidamente identificado, nos quais
adicionou-se 400 pL de isopropanol gelado e 1 pL do corante GlycoBlue™ (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Este ultimo, serve como coprecipitante de acido
nucleico, isto €, o corante permite melhor visualizacdo do sedimento de centrifugacéo
contendo DNA colorindo-o levemente de azul. Os tubos foram agitados suavemente
para precipitacdo do DNA e levados ao freezer por 2 horas.

ApoOs esse tempo, para a recuperacao do DNA, as amostras foram centrifugadas
a temperatura ambiente por 10 minutos a 10.000 rpm, e o sobrenadante foi descartado
para retirada do isopropanol. Para a retirada dos sais da amostra e para que o pellet
de DNA soltasse da parede do tubo, foi adicionado 500 pL de alcool etilico a 70% em
cada tubo, centrifugou-se por 5 minutos a 12.000 rpm e descartou-se o sobrenadante.
Esse procedimento com &lcool etilico a 70% foi realizado duas vezes. Apés, o pellet
de DNA foi lavado uma vez com 500 uL de &lcool etilico a 100% em cada tubo, cen-
trifugado por 5 minutos a 12.000 rpm e descartado o sobrenadante. Os pellets de DNA
visualizados por coprecipitacdo com GlycoBlue™, foram deixados secar ao ar dentro
dos tubos, por duas horas em uma cabine de fluxo laminar.

Para ressuspender o DNA fangico total obtido, foi acrescentado aos tubos 40 pL
de Tris HCI [pH 7,4] e 4 pL de RNAase (110 pL mL). Em seguida, foram incubados
em banho-maria a 37°C por 30 minutos, eliminando assim os RNAs.

A integridade e pureza das amostras de DNA, bem como a medi¢éo da concen-
tracdo do acido nucleico, foi verificada em espectrofotbmetro, NanoDrop 2000/2000c
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA), utilizando 2 pL da solug¢éao Tris HCI [pH 7,4]
para calibracdo do aparelho e 2 pL da amostra de cada tubo. Apés as leituras, as
amostras foram armazenadas em freezer a —20°C.

A concentracao total de DNA obtida variou de 3,5 a 95,4 ng pL.

2.2.3 PCRem tempo real (RT gPCR) para deteccao de alelos do gene sdhC de
P. pachyrhizi

Antes da deteccao quantitativa de alelos do gene sdhC de P. pachyrhizi, pro-

cedeu-se a amplificagdo por PCR convencional, de parte do gene (381 pb) para gerar
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amplicons que foram usados como DNA modelo padrédo para a calibracdo quantitativa
da curva padrao nas reacfes de RT gPCR.

Foram selecionados DNAs de dois isolados de P. pachyrhizi para esta etapa
inicial do experimento. As reagdes de PCR foram conduzidas em um volume final de
30 pL contendo agua ultrapura, 50 ng de DNA total, 0,1 uM de cada primer (Tabela
1), 0,2 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl2 3,0 yL de tampédo 10 x e 1 U de Taq DNA
polimerase (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). As amplificacbes foram realizadas
em um termociclador Mastercycler® Nexus (Eppendorf®, Hamburgo, Alemanha)
usando as seguintes condicfes de ciclagem: desnaturacéo inicial a 95°C por 5 min,
seguida por 35 ciclos a 95°C por 30 s, 55°C de recozimento temperatura por 1 min
(BORBA, 2020) e 72°C por 1 min; e extensao final a 72°C por 5 min.

Tabela 1 — Primers para amplificacdo por PCR do gene parcial SdhC de P.
pachyrhizi utilizados para a curva padrdo RT gPCR

Primers Sequéncia (5’ - 3’)
SdhC-5224 F CGA AGG CTACATACACTTC
SdhC-5223 R GCG TCT CAG AAT CCATAG

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
Nota: esses primers amplificam um fragmento SdhC de 381 pb de comprimento, segundo Borba
(2020).

A amplificacdo positiva dos amplicons de PCR dos dois isolados de P.
pachyrhizi foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%. Os produtos de PCR
foram purificados com o kit Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega, Ma-
dison, WI, EUA) e armazenados para uso posterior. Para a calibracdo quantitativa das
curvas padrao RT gPCR para cada um dos alelos SdhC, uma diluicdo serial de um
pool do DNA modelo dos dois isolados foi preparada para obter as seguintes concen-
tragcdes em um volume de reacdo final de 20 uL: 90; 45; 9; 4,5; 2,25 e 0,9 pg-mL™L.

As reacOes de RT gPCR foram preparadas com um volume de reacgéao final de
20 uL, contendo 10 pL de 1X Master Mix iTaq Probe (Bio Rad, Hercules, CA, EUA), 1
ML de forward primer (iniciador adiante) a 300 nM, 1 yL de reverse primer (iniciador
reverso) a 300 nM, 1 pL da sonda a 150 nM (Tabela 2), 3 yL de agua deionizada
ultrapura e 4 ou 5 yL de DNA modelo da amostra desconhecida. As reag¢des foram
realizadas utilizando-se termociclador para RT gPCR CFX96 (Bio Rad, Hercules, CA,

EUA). As seguintes condi¢bes de amplificacdo foram aplicadas: 2 min a 95°C (2 - 5
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segundos a 95 °C, 15 - 30 segundos a 60 °C) durante 40 ciclos. Cada reacdo de RT
gPCR foi realizada em duplicata. Os resultados foram analisados utilizando o software
CFX Maestro da Bio Rad.

Tabela 2 — Primers e sonda utilizados para deteccao quantitativa por PCR em tempo
real e quantificacédo da substituicdo 186F em amostras populacionais de Phakopsora

pachyrhizi
Combinacéo de
Primers e sondas Sequéncia (5’ - 3") primers para de-
tecgéo de alelos
especificos*
Primers
Iniciador adiante
KES_2156_86F (A) AAC AGC TAA CTT GGT ATT CCA GGT SdhC 86F: A+C
KES_2155_861 (B) AAC AGC TAA CTT GGT ATT CCA GGA SdhC 861: B+C
Iniciador reverso
gPCR-sdhC R (C) AAA CCA CCG GAT CAC TGATGT
Sonda
Probe - sdhC 6-FAM-ACGGGTTGCGCTCTTACAGGAGGTATTC-BHQ1

Fonte: elaborado pelo préprio autor.

Nota: *As combinacdes desses primers amplificam internamente um fragmento de TANTOS pb do
gene sdhC, segundo Borba (2020), e permitem a detec¢éo do alelo mutante (SdhC 86F, combinacéo
A+C) ou do selvagem (SdhC 861, combinacédo B+C), que confere resisténcia ou sensibilidade a fungi-

cidas SDHI, respectivamente, em rea¢fes independentes.

Este experimento de deteccdo de gPCR nos permitiu quantificar a prevaléncia
de cada um dos alelos do gene SdhC (codificacéo para a variante 861 do SdhC de tipo
selvagem ou a variante SdhC 86F mutante), determinando assim as suas frequéncias
relativas em populacdes de esporos de P. pachyrhizi em amostras temporais de ae-

robiologia.

2.2.4 Representacao descritiva de séries temporais e analises estatisticas

Para sumarizar graficamente a série temporal das quantidades P. pachyrhizi
detectadas por RT qPCR de amostras de aerobiologia contendo indculo fungico trans-
portado pelo ar, foram utilizadas as seguintes bibliotecas do software estatistico R,
dplyr, lubridate, scales, gridExtra, ggthemes, ggplot2 e as funcées geom_line,
geom_point e facet wrap (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020).
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Deteccao de Phakopsora pachyrhizi em amostras de aerobiologia
usando RT qPCR

O monitoramento por aerobiologia da flutuacéo temporal da dispersédo aérea de
esporos do fungo P. pachyrhizi, agente da ferrugem asiatica da soja, foi realizada com
auxilio de coletor de esporo SIGA. Esse monitoramento foi realizado para a determi-
nacao da prevaléncia relativa dos alelos selvagem 186 e mutante 86F do gene sdhC
associados com sensibilidade ou resisténcia a fungicidas SDHI, em Chapadéao do Sul,
MS.

O DNA fungico de P. pachyrhizi foi detectado em 61 das 81 amostras de aeros-
sois (75%) coletadas entre outubro de 2020 e janeiro de 2022. A flutuacéo temporal
alélica foi representada pelas quantidades relativas dos alelos selvagem (861) e mu-
tante (86F) do gene sdhC individualmente, bem como pela soma total das quantidades
destes alelos, que corresponde a deteccdo da populagdo do patdbgeno na amostra
(Figura 3 A, Be C).
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Figura 3 — Quantidades de DNA génico da Phakopsora pachyrhizi detectadas por
PCR quantitativa em tempo real em amostras de aerossois obtidas em coletores
simplificados de esporos modelo SIGA, em Chapadao do Sul, MS, entre outubro de
2020 a janeiro de 2022, para deteccgao de alelo selvagem (186) e alelo mutante (86F)
sdhC (continua)
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Figura 3 — Quantidades de DNA génico da Phakopsora pachyrhizi detectadas por
PCR quantitativa em tempo real em amostras de aerossois obtidas em coletores
simplificados de esporos modelo SIGA, em Chapadao do Sul, MS, entre outubro de
2020 a janeiro de 2022, para deteccgao de alelo selvagem (186) e alelo mutante (86F)
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Figura 3 — Quantidades de DNA génico da Phakopsora pachyrhizi detectadas por
PCR quantitativa em tempo real em amostras de aerossois obtidas em coletores
simplificados de esporos modelo SIGA, em Chapadao do Sul, MS, entre outubro de
2020 a janeiro de 2022, para deteccéo de alelo selvagem (186) e alelo mutante (86F)
sdhC (continuacao)

Quantidade de DNA génico fungico (picogramas.100 mL—")

250
200
150
100
50
0
250
200
150
100
50

250
200
150
100

50

C. Deteccao total dos alelos selvagem SAhC 186 e mutante 86F

Quantidade de DNA génico flngico
(picogramas . 100 uL”)

« 50
« 100
« 150
« >200
ox 4 "

e *® Nteom 0% oFo o8® o0 oo PO i

0 100 200

01/01 19/02 10/04 30/05 19/07

ex4

300

07/07 27/10 16/12

Dia Juliano
Dia e mésdo ano



55

Figura 3 — Quantidades de DNA génico da Phakopsora pachyrhizi detectadas por
PCR quantitativa em tempo real em amostras de aerossois obtidas em coletores
simplificados de esporos modelo SIGA, em Chapadao do Sul, MS, entre outubro de
2020 a janeiro de 2022, para deteccgao de alelo selvagem (186) e alelo mutante (86F)
sdhC (concluséo)
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para melhor representacdo grafica da amplitude de deteccdo temporal do patégeno.

A gquantidade média do alelo selvagem (186) do gene sdhC de P. pachyrhizi foi
de 11,1 picogramas-100 uL* em todo o periodo analisado. Detectou-se a maior quan-
tidade de DNA, de 552,2 pg-100 uL* em fevereiro de 2021, e a menor quantidade
detectada foi de 0,0009 pg em marco de 2021, que esteve abaixo da linha de base de
0,09 pg-100 yL?, correspondente & menor concentracdo na curva padrdo (Figura 3A).

A maior quantidade detectada do alelo mutante sdhC (86F) ocorreu em setembro
de 2021, quantificada em 967,9 pg-100 yL*, seguida por quantidades de 265,0 e 196,6
pg-100 pL* nos meses de fevereiro e junho do mesmo ano (Figura 3B).

A menor quantidade detectada de alelo mutante ao longo dos periodos analisa-
dos (10/2020 a 01/2022), foi de 0,01 pg-100 pL1. Apesar dessas quantidades minimas

detectadas de alelo mutante (Figura 3B), nas amostras subsequentes a quantidade
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de DNA do alelo mutante oscilou para quantidades maiores, indicando flutuacado na
prevaléncia alélica ao longo do tempo (Figura 3A e B).

O total de alelos selvagem e mutante também foi determinado, com base na
soma das frequéncias individuais de cada um dos alelos. Com base nestas estimati-
vas, a quantidade média de DNA génico da P. pachyrhizi em 100 yL* de amostra de
DNA foi de 39,6 picogramas. O total de 967,9 pg-100 yL* de DNA total foi a maior
guantidade detectada [setembro de 2021] em todo o periodo analisado, enquanto a
menor quantidade detectada foi 0,02 pg- 100 uL* de DNA alvo (Figura 3C).

Quanto a prevaléncia do alelo mutante na area, houve flutuacao entre 0 a 100%
ao longo do periodo analisado, com picos de 100% ocorrendo praticamente em todos
0S meses, inclusive no periodo de pousio (vazio sanitario) na entressafra (Figura 3D).
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2.4 DISCUSSAO

Este se tratou de estudo inédito de aerobiologia do fungo da ferrugem da soja,
em uma importante regido produtora da cultura, Chapadéo do Sul, MS, entre outubro
de 2020 e janeiro de 2022, com objetivo de detectar a flutuacdo temporal na preva-
|éncia do alelo mutante 86F do gene sdhC, responsavel por conferir resisténcia a fun-
gicidas SDHI (Mdiller; Stammler; May De Mio, 2021). O estudo foi conduzido com o
auxilio de uma ferramenta de baixo custo para coleta de amostras de aerossois con-
tendo uredosporo de P. pachyrhizi transportados pelo ar. Para deteccao alélica do
DNA génico alvo do fungo e quantificacao especifica, utilizou-se RT qPCR.

Em todo o periodo amostrado detectou-se tanto o alelo selvagem (861) quanto o
alelo mutante do gene sdhC (86F) que confere resisténcia do fungo a fungicidas do
grupo quimico SDHI (Miller; Stammler; May De Mio, 2021). A deteccdo e a prevalén-
cia do alelo mutante em Chapadao do Sul sédo indicios que popula¢cbes de esporos de
P. pachyrhizi com resisténcia a SDHI circulam na regiéo, uma vez que a resisténcia a
estes fungicidas foi relatada como pervasiva no pais (Miller; Stammler; May De Mio,
2021).

O monitoramento direto do inéculo aéreo do patégeno da ferrugem da soja
usando coletores de esporos simples ou sofisticados, em combinagéo com a detecgao
molecular de alelos ou variantes génicos associados com resisténcia a fungicidas, é
considerado util para revisdes precisas dos riscos de epidemias da doenca causadas
por populacdes resistentes a fungicidas, como documentado em outros patossistemas
(Fraaije et al., 2005; Van Der Heyden et al., 2021; Vicentini et al. 2023).

Preconiza-se que o monitoramento continuo do in6culo de P. pachyrhizi trans-
portados pelo ar (isto é, a aerobiologia do patdgeno) na area de cultivo antes mesmo
da manifestacdo sintomatica da doenca nas plantas, possibilita o0 manejo técnico e
econdmico da ferrugem, racionalizando-se a tomada de decisdo em pulverizar, espe-
cialmente sobre quando e quais fungicidas utilizar (West et al., 2008; Godoy et al.,
2017; Oliveira et al., 2020). Em consequéncia, 0 manejo da ferrugem se tornaria mais
assertivo, evitando-se pulverizagbes preventivas, desnecessarias e com moléculas
fungicidas ineficazes (West et al., 2008; Ceresini et al. 2024). Poderia, como conse-
guéncia, auxiliar na implementacéo de um programa de manejo integrado da ferrugem

visando diminuir a presséo de selecao para resisténcia, bem como diminuir o impacto
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ambiental em decorréncia do uso intensivo de fungicidas nos agroecossistemas (West
et al., 2008; Ceresini et al. 2024).

Um aspecto peculiar deste nosso estudo foi a deteccdo do indculo da P.
pachyrhizi durante o periodo de vazio sanitério, na auséncia da cultura da soja na
area. Hipotetizamos que isso pode ter ocorrido devido ao fluxo génico do patégeno a
longa distancia (Twizeyimana et al., 2011), onde o indculo do fungo pode ter sido dis-
perso e atingido a area de cultivo por correntes de ar, uma vez que a ferrugem ocorre
também em paises vizinhos que néo praticam o vazio sanitario de forma regular e
regulamentada como o Brasil (Henning et al., 2014). De fato, na existéncia de hospe-
deiro suscetivel adequado, o fungo P. pachyrhizi pode sobreviver e se reproduzir, li-
berando quantidades elevadas de in6culo aéreo durante todo o ano (Hartman et al.,
2015).

Nesse sentido, por possuir condi¢cdes climaticas ideais para o desenvolvimento
da doenca e para evitar continuidade espacial e temporal do cultivo da soja pratica-
mente durante todo o ano, o Brasil e o Paraguai praticam o vazio sanitario, regula-
mentado por leis federal e estadual (Brasil, 2022; SENAVE, 2011). Esse periodo de-
vazio sanitario consiste em restringir o cultivo de soja, que é o principal hospedeiro do
patogeno (Godoy et al., 2020a), para que os ureddsporos de P. pachyrhizi que per-
manecerem no campo apos a colheita percam a viabilidade na auséncia de plantas
hospedeiras voluntarias, uma vez que se trata de patégeno biotréfico obrigatério (Con-
sércio Antiferrugem, 2024b). Entretanto, alguns paises que fazem divisa com o Brasil,
como a Argentina e Bolivia, produzem soja no intervalo das principais safras, néao re-
alizam o vazio sanitario, proporcionando fontes permanentes de in6culo do fungo da
ferrugem contribuindo para a disperséo (Li et al. 2010; Twizeyimana et al., 2011; Yo-
rinori, 2021c).

Por sua vez, ha relatos de que o feijao kudzu (Pueraria lobata) é hospedeiro
secundario importante do fungo P. pachyrhizi podendo contribuir in6culo primario para
epidemias em soja (Yorinori, 2021c). Por exemplo, em novembro de 2021, foram cons-
tatados focos de ferrugem em feijao kudzu e em plantas voluntarias de soja nas areas
de Capitdn Meza e Pirap6, no departamento de Itapua, no Paraguai. Esse foco foi
detectado pelo Servicio Nacional de Calidad y Sanidad Vegetal y de Semillas - SE-
NAVE daquele pais (Consércio Antiferrugem, 2021a).

Conforme a legislacéo vigente, no estado de Mato Grosso do Sul, apds o pousio,

a semeadura da soja pode ser iniciada a partir de 16 de setembro (BRASIL.
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MAPA/DAS, 2022). Contudo, naturalmente, os produtores esperam até as primeiras
chuvas ap6és o periodo de estiagem para iniciarem a semeadura (Silva Neto; Moreira;
Silva, 2010). Na area de estudo, as primeiras semeaduras de soja iniciaram em 20 de
outubro de 2020. Por sua vez, detectou-se a prevaléncia do alelo mutante do gene
sdhC que confere resisténcia a SDHIs em P. pachyrhizi, j& entre outubro e dezembro
de 2020 (Figura 3A e B e Apéndice A). Essa elevada prevaléncia do alelo mutante do
gene sdhC, mesmo antes do estabelecimento da cultura na area (ou ainda nos pri-
mordios de desenvolvimento), do inicio das epidemias de ferrugem, e sem que pulve-
rizacbes de fungicidas tivessem sido realizadas, também pode ser explicada por
aporte de indculo do patégeno com resisténcia a fungicidas SDHI por fluxo génico
decorrente de disperséo aérea de ureddésporos de outras regibes, como anteriormente
explanado (Twizeyimana et al., 2011).

A outra peculiaridade detectada em nosso estudo, diz respeito a flutuacdo da
prevaléncia do alelo mutante para resisténcia a SDHI, oscilando entre 0 a 100% ao
longo do periodo analisado, com picos de 100% ocorrendo praticamente em todos 0s
meses do ano (Figura 3D). Esta oscilagdo, na safra, provavelmente esteve relacio-
nada com a dinamica do manejo quimico de doencas da soja na area experimental de
cultivo, incluindo-se a ferrugem. Ou seja, o uso de moléculas fungicidas SDHI pode
ter contribuido para a selecéo positiva da variante SdhC 86F que confere resisténcia
ao fungicidas em P. pachyrhizi, enquanto o uso de outras moléculas eficazes contra
ferrugem, especialmente os fungicidas multissitios, pode ter selecionado negativa-
mente a mutacao para resisténcia, favorecendo a sobrevivéncia dos individuos selva-
gens sensiveis a SDHI nos meses de fevereiro e abril de 2021.

E também possivel que urediniésporos de P. pachyrhizi com a variante mutante
SdhC 86F capturados pelo coletor de esporos, tenha se originado de areas vizinhas
submetidas a pulverizacdo com fungicidas SDHI, ou ainda de lavouras semeadas
mais cedo na regido, logo apds o término do vazio sanitario. Essas lavouras tendem
a multiplicar o fungo no final do ciclo da cultura, em fung&o do decréscimo do residual
dos produtos favorecendo a disseminacao desse inoculo para outras lavouras adja-
centes e mais novas em regides vizinha (EMBRAPA, 2015; Godoy et al., 2020a)

Para dar suporte a afirmacao sobre a influéncia do manejo quimico de doencgas
da soja sobre a dinamica da disperséo de inéculo de P. pachyrhizi com resisténcia a
fungicidas SDHI, consultamos e tabulamos o portfélio de fungicidas usados na Fun-

dacdo Chapadao, durante o periodo experimental. Por exemplo, para manejo da
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mancha alvo, foram realizadas pulverizacdes calendarizadas de fungicidas aos 44, 57
e 71 dias apos a emergéncia (DAE) da soja, em 08 e 21/12/2020 e em 04/01/2021
respectivamente. Foram utilizados fungicidas de diferentes grupos quimicos, incluindo
moléculas do grupo multissitio (como o clorotalonil, 0 mancozebe e o oxicloreto de
cobre), que possuem baixo risco para resisténcia, pois atuam em diversos sitios me-
tabdlicos nos fitopatégenos (Ceresini et al., 2024; FRAC, 2019; Godoy et al. 2020a)
(Tabela 3). Todos esses fungicidas registrados para mancha alvo e outras manchas
foliares sdo também registrados para manejo da ferrugem (Brasil, 2024).

Tabela 3 — Ingrediente ativo com seus respectivos grupos quimico, concentracao
(g-L ou kg?) e dose comercial (mL ou g pc-ha?) utilizados em manejo da mancha
alvo na area. Chapadéo do Sul, MS, safra 2020/21.

Igrediente ativo Grupo quimico Concentracao Dose
Piraclostrobina + Fluxapiroxade* Estrobilurina + Carboxamida (SDHI) 333 + 167 350
Trifloxistrobina + Protioconazol Estrobilurina+ Triazolinthione 150 + 175 500
+ Bixafem* + Carboxamida (SDHI) + 125
Protioconazol + Fluxapiroxade* Triazolinthione + Carboxamida (SDHI) 280 + 200 300
. ) Isoftalonitrila + Pirazol carboxamida
Clorotalonil + Fluindapyr* 500 + 40 2400
(SDHI)
Mancozebe Alquilenobis (ditiocarbamato) 800 1500
) Alquilenobis (ditiocarbamato) + Inorga-
Mancozebe +Oxicloreto de Cobre ) 300+201,6 1000
nico
Fluxapiroxade* + Oxicloreto de Cobre Carboxamida (SDHI) +Inorganico 50+ 420 1200

Fonte: Elaborado pelo préprio autor. Dados fornecidos pela Fundacdo Chapadao. *Exemplos de molé-
cula fungicida SDHI.

Especificamente para manejo da ferrugem asiatica da soja, foram realizadas
pulverizacdes calendarizadas de fungicidas aos 45, 58, 73 e 86 DAE em 07 e
21/01/2021 e em 05 e 18/02/2021, respectivamente, com principios ativos dos seguin-
tes grupos quimicos: Qol estrobirulinas, DMI triazéis e SDHI carboxamidas, que agem
em sitios especificos do metabolismo fungico, atuando contra uma unica enzima ou
proteina, em apenas um Unico ponto da via metabdlica de um patdgeno [e portanto
de maior risco para resisténcia] (Ceresini et al. 2024; Godoy et al. 2020a), e também
os multissitios, Alquilenobis (ditiocarbamato, mancozeb), Isoftalonitrila (clorotalonil) e

inorganico (oxicloreto de cobre) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Ingrediente ativo com seus respectivos grupos quimico, concentracao
(g.L* ou kgt) e dose comercial (mL ou g.pc.hat), AACPD média e porcentagem de
eficiéncia do controle (E%), utilizados no manejo ferrugem asiética da soja. Chapa-

dao do Sul, MS, safra 2020/21.

Ingrediente Ativo Grupo quimico Concentracdo Dose AACPD E%
Picoxistrobina+Ciproconazol Estrobirulina+Triazol 200+80 300 338,8 36,1
Clorotalonil+Tebuconazol Isoftalonitrila+Triazol 450+50 2500 284,9 46,2
Fluxapiroxade +Oxicloreto de co- i .
b Carboxamida + Inorganico 50 +420 1200 329,3 379
re
Fluxapiroxade+Protioconazol Carboxamida+Triazolinthione 200+280 300 284,3 46,4
) ) o Estrobilurina+Pirazol carboxa-
Azoxistrobina+Benzovindiflupyr . 300+150 200 4432 16,4
mida
o ] o Estrobilurina+Pirazol carboxa-
Picoxistrobina+Benzovindiflupyr id 100+50 600 459,6 13,3
mida
Piraclostrobina+Fluxapiroxade Estrobilurina+Carboxamida 333+167 300 365,9 30,9
Epoxiconazol+Fluxapiroxade Triazol+Carboxamida 50+50
. . o 800 386,5 27,1
+Piraclostrobina +Estrobilurina +81
Bixafem+Protioconazol Carboxamida+Triazolinthione 125+175
I . o 500 2655 49,9
+Trifloxistrobina +Estrobilurina +150
Picoxistrobina+Tebuconazol Estrobilurina+Triazol 26,66+33,33
) o 2500 292,121 449
+Mancozebe +Alquilenobis (ditiocarbamato) +400

Fonte: Elaborado pelo préprio autor. Dados fornecidos pela Fundacdo Chapadao.

Os primeiros sintomas visiveis da doenca na soja ocorreram apenas no estadio
R5.3, trés dias antes da ultima aplicacdo com fungicidas (15/02/2021). Entretanto, em
Mato Grosso do Sul a doenca ja vinha sendo constatada desde janeiro de 2021 (Con-
sércio Antiferrugem, 2021b).

Embora essas pulveriza¢des de fungicidas na area experimental normalmente
resultam em reducdo da taxa de progresso da ferrugem (area abaixo da curva de
progresso da doenca, AACPD), a eficacia do manejo quimico foi de moderada a baixa
(Tabela 4). A maior eficacia detectada foi de 49,9% para a formulagdo contendo os
ingredientes ativos Bixafem (SDHI) + Protioconazol (DMI triazol) + Trifloxistrobina (Qol
estrobilurina) (125+175+150 g-L-1), porém ainda abaixo de 50%. Por sua vez, é im-
portante salientar que fungicidas DMI triazéis e Qol estrobilurinas presentes nas mis-
turas ou co-formulagdes citadas (Tabela 4) sdo considerados de baixa eficacia para

manejo da ferrugem em funcéo da resisténcia generalizada a estas moléculas no pais
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na ultima década (Schmitz et al., 2014; Klosowski et al., 2016). Dessa forma, uma
mistura dessas moléculas com fungicidas SDHI pode ter o mesmo efeito de pulverizar
fungicidas SDHIs isoladamente, do ponto de vista de elevada presséo de selecdo so-
bre as populacdes do patégeno (Ceresini et al. 2024).

Ja que as co-formulacfes ou misturas de fungicidas SDHI com DMI triazdis ou
Qol estrobilurinas podem ser problematicas, recomenda-se a ado¢édo de misturas com
fungicidas multissitios como de medida importante para manejo da resisténcia aos
fungicidas SDHIs. Isso considerando tanto a mutacao SdhC 86F ja prevalente no pais,
guanto para que novas mutacdes conferindo resisténcia aos SDHIs ndo venham a
emergir nas populacdes de P. pachyrhizi (FRAC, 2018; Godoy et al., 2020b; Ceresini
et al., 2024). Nas ultimas décadas, nenhum caso de resisténcia de campo contra fun-
gicidas multissitios foi relatado (Mcgrath, 2004; FRAC, 2018).

Assim, considera-se que os fungicidas multissitios oferecem a possibilidade de
associacao a fungicidas sitio-especificos ou alternacdo com fungicidas de sitio tnico
que apresentam risco de resisténcia média a alta, por proteger e prolongar a vida Util
desses fungicidas que sao altamente eficazes, oferece suporte a fungicidas de sitios-
especifico para serem ainda mais eficientes, e, além disso, os fungicidas multissitios
fornecem niveis e espectro adicionais no manejo de doencas (FRAC, 2018; Godoy et
al., 2020b; Ceresini et al., 2024).

Em suma, concluiu-se que o monitoramento da aerobiologia do patégeno da fer-
rugem da soja, com auxilio de coletor simplificado de esporos modelo SIGA é uma
excelente ferramenta, quando associada a deteccdo molecular, por RT gPCR, do pa-
tdgeno e mutacdes para resisténcia a fungicidas, para manejo integrado e sustentavel
da doenca no campo. Se institucionalizado, poderia ser incorporado em sistemas de
alerta aos produtores, extensionistas e pesquisadores sobre a presenca de indculo
fungico relevante para inicio das epidemias de ferrugem, ainda na auséncia de sinto-
mas nas plantas hospedeira (Ceresini et al., 2024). Isso auxiliaria sobremaneira no
planejamento racional das pulveriza¢cdes de fungicidas para o manejo da ferrugem
asiatica, evitando-se aplicacOes preventivas desnecessarias.

O coletor de esporos SIGA ja vem sendo utilizado por muitos produtores na re-
gido, onde o nivel de indculo € monitorado com base na contagem de esporos por
microscopia Otica em laboratorio com pessoas qualificadas para esse tipo de identifi-

cacao. Contudo, o sucesso desta pesquisa foi, de fato, conseguirmos, a partir de uma
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ferramenta tao rastica e simples, extrair informacao molecular relevante para o manejo

sustentavel da ferrugem da soja.

2.5 CONCLUSAO

O monitoramento da dispersdo do indculo do patbgeno com coletor simplifica-
dos de esporos, associado a deteccdo molecular por RT gPCR foi Gtil na detec¢éo e
quantificacdo da flutuacdo temporal populacional de Phakopsora pachyrhizi, bem
como na deteccado da prevaléncia do alelo mutante do gene sdhC, que confere resis-
téncia a fungicidas SDHI, com aplicagfes praticas para o manejo racional da doenca

com fungicidas.
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APENDICE A — FLUTUACAO ALELICA DA POPULACAO DE PHAKOPSORA PACHYRHIZI, COM DATA DA COLETA, QUAN-
TIDADE DE PICOGRAMA (PG 100 ML') ALELO MUTANTE 86F E SELVAGEM 186 SEPARADO E A SOMA DOS DOIS E PRO-

PORCAO DE ALELO MUTANTE 86F. CHAPADAO DO SUL, MS

MESES DATA DAS ALELO MUTANTE ALELO SELVA- ngé;yggb\;\glz [I)DSSESL%CGS ORDEM DAS
AMOSTRAS (86F) GEM (186) GEM (186) TANTE (86F) AMOSTRAS
01/10/2020 1
14/10/2020 1,0026 0,409 1,2753 82,1809 2
Média Outubro 2020 1,00 0,41 1,28 82,18
Desvio padrédo
07/11/2020 0,025 0,2548 0,2798 8,935 3
18/11/2020 0,0285 0,0314 0,0599 47,5793 4
19/11/2020 26,4244 0,2963 26,7208 71,2695 5
Média Novembro 2020 8,83 0,19 9,02 42,59
Desvio padrao 15,24 0,14 15,33 31,46
03/12/2020 1,9564 0,0134 1,9698 99,3197 6
10/12/2020 0,0934 0,2431 0,2149 52,8142 7
13/12/2020 0,0078 0,0144 0,0222 35,1351 8
Média Dezembro 2020 0,69 0,09 0,74 62,42
Desvio padrao 1,10 0,13 1,07 33,15
01/01/2021 9
07/01/2021 0,5907 0 0,5907 100 10
21/01/2021 5,4456 0 5,4456 100 11
26/01/2021 4,8587 0 4,8587 100 12
28/01/2021 0,4043 5,031 5,4352 3,7742 13
Média Janeiro 2021 2,82 1,26 4,08 75,94
Desvio padréo 2,70 2,52 2,34 48,11
02/02/2021 265,042 552,2249 817,2669 16,3508 14
04/02/2021 4,6939 0 4,6939 100 15
05/02/2021 0,1008 0 0,1008 100 16
09/02/2021 3,6847 0 3,6847 100 17
15/02/2021 0 0 0 0 18
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17/02/2021 95,6336 20,1756 115,8092 82,5786 19
18/02/2021 0,0317 0,0285 0,0602 52,6578 20
25/02/2021 0,2853 0 0,2853 100 21
26/02/2021 1,2165 0 1,2165 100 22
28/02/2021 0 0 0 0 23
Média Fevereiro 2021 37,07 57,24 94,31 65,16
Desvio padrédo 85,43 174,03 256,56 43,97
02/03/2021 0,1443 0 0,1443 100 24
11/03/2021 0,0301 0,0352 0,0653 46,0949 25
12/03/2021 0 0 0 0 26
19/03/2021 2,3445 0 2,3445 100 27
20/03/2021 0,0077 0,0009 0,0082 97,2868 28
24/03/2021 0 0 0 0 29
Média Marco 0,42 0,01 0,43 57,23
Desvio padréo 0,94 0,01 0,94 48,86
04/04/2021 0,0331 0,0285 0,0616 53,7525 30
07/04/2021 1,2522 3,462 4,7141 26,2212 31
13/04/2021 0,0389 0,0226 0,0615 63,2114 32
14/04/2021 0 38,717 38,717 0 33
24/04/2021 0,9073 0 0,9073 100 34
29/04/2021 2,6798 0,0834 2,7632 98,089 35
Média Abril 2021 0,82 7,05 7,87 56,88
Desvio padrédo 1,05 15,57 15,22 39,45
01/05/2021 0,0152 0,0336 0,0488 31,1475 36
05/05/2021 0,0786 7,1406 7,2192 50,5129 37
14/05/2021 0,0563 0,0254 0,0816 68,9127 38
19/05/2021 0 0 0 0 39
26/05/2021 14,8783 0 14,8783 100 40
Média Maio 2021 3,01 1,44 4,45 50,11
Desvio padrédo 6,64 3,19 6,61 37,79
09/06/2021 0,1497 3,4573 3,607 50,8398 41
16/06/2021 5,3702 0 5,3702 100 42
23/06/2021 196,627 0,6774 197,3044 99,6567 43
Média Junho 2021 67,38 1,38 68,76 83,50
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Desvio padrao 111,96 1,83 111,33 28,28
07/07/2021 0,0894 3,2292 3,3186 7,9303 44
22/07/2021 11,0758 0 11,0758 100 45
27/07/2021 0,4725 0 0,4725 100 46
Média Julho 2021 3,88 1,08 4,96 69,31
Desvio padrao 6,24 1,86 5,49 53,16
24/09/2021 967,9464 0 967,9464 100 47
Média Setembro 2021 967,95 0,00 967,95 100,00
Desvio padrdo
07/10/2021 1,4488 0,0309 1,4797 82,3066 48
21/10/2021 2,4951 0 2,4951 100 49
Média Outubro 2021 1,97 0,02 1,99 91,15
Desvio padrdo 0,74 0,02 0,72 12,51
05/11/2021 0,3443 0,0645 0,4088 84,2202 50
11/11/2021 0 0 0 0 51
19/11/2021 5,0026 0,0026 5,0052 99,9481 52
27/11/2021 4,4966 0 4,4966 100 53
Média Novembro 2021 2,46 0,02 2,48 71,04
Desvio padrédo 2,65 0,03 2,64 47,94
10/12/2021 2,9836 0 2,9836 100 54
23/12/2021 3,5977 10,6958 14,2934 31,0723 55
31/12/2021 14,8973 0 14,8973 100 56
Média Dezembro 2021 7,16 3,57 10,72 77,02
Desvio padrao 6,71 6,18 6,71 39,80
01/01/2022 57
08/01/2022 0,0272 0,0276 0,0548 49,635 58
15/01/2022 0,011 0,0198 0,0308 35,7143 59
22/01/2022 0,0099 0,0139 0,0238 41,5966 60
29/01/2022 0,0184 0,0366 0,055 33,4545 61
Média Janeiro 2022 0,02 0,02 0,04 40,10
Desvio padrédo 0,01 0,01 0,02 7,22
Média geral 28,47 11,15 39,61 63,87
Desvio padrao 133,08 72,53 165,94 38,02
Valor maximo 967,9464 552,2249 967,9464 100,00
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