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1. RESUMO

Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib. é o agente causal da antracnose do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), doenca fungica de grande importancia para a cultura, pois
pode causar perdas de até 100% na produ¢do, quando sdo utilizadas cultivares suscetiveis ¢
sementes infectadas, sob condi¢cdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento de epidemias.
O presente trabalho objetivou avaliar a sensibilidade in vitro de 20 isolados de Colletotrichum
lindemuthianum, provenientes de diferentes regides do pais, a cinco fungicidas de diferentes
principios ativos e algumas misturas (carbendazin, chlorothalonil, tiofanato metilico,
chlorothalonil + tiofanato metilico, trifloxystrobin, propiconazol, trifloxystrobin +
propiconazol), em cinco diferentes concentrag¢des (0, 1, 10, 100 e 1000 ug.mL'l) adicionados
em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Os isolados cresceram por sete dias a 25 °C
no meio de cultura BDA e apds esse periodo, discos de 0,5 cm de micélio do fungo, foram
transferidos para placas de Petri com o meio BDA contendo as diferentes concentragdes de
fungicidas. As placas foram incubadas por sete dias a 25 °C, avaliado o crescimento médio do

didmetro das colonias (em cm) e calculado os valores de porcentagem de inibi¢do do



crescimento micelial dos isolados em relagdo ao tratamento testemunha. Os resultados
mostraram que para os fungicidas carbendazin e tiofanato metilico, 11 isolados fingicos foram
totalmente ou parcialmente inibidos na concentragdo de 1 ou 10 pg.mL™. Chlorothalonil
mostrou-se menos eficiente que os demais produtos pelo fato de inibir o crescimento micelial
de apenas trés isolados na concentracio de 1000 pg.mL"'. A mistura de chlorothalonil e
tiofanato metilico mostrou a inibicdo total do crescimento micelial de quatro isolados a 1
pg.mL™, e, a 1000 pg.mL", oito isolados mostraram-se sensiveis a mistura desses produtos. A
mistura de propiconazol e tryfloxistrobin foi a mais efetiva e inibiu o crescimento de 15
isolados a 1 pg.mL™, ocorrendo crescimento micelial de apenas um isolado, na concentra¢io
de 1000 pg.mL™". Propiconazol, a 1 pg.mL", inibiu o crescimento micelial de dez isolados e, a
100 e 1000 pg.mL™', somente um isolado apresentou crescimento micelial. Trifloxystrobin, a 1
pg.mL™, inibiu o crescimento micelial de apenas trés isolados, e, na concentra¢io de 1000
pg.mL™, 11 isolados mostraram-se sensiveis a esse produto. Verifica-se que hé variabilidade
na sensibilidade dos isolados de C. lindemuthianum aos diferentes ingredientes ativos de
fungicidas avaliados, bem como a existéncia de isolados com baixa sensibilidade a

carbendazin e ao tiofanato metilico.



EVALUATION OF THE in vitro SENSITIVITY OF Colletotrichum lindemuthianum
STRAINS TO THE FUNGICIDES. Botucatu, 2007. 51p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia/Protecdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade

Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™.

Author: Juliana Elisa Sartori

Adviser: Dr. Antonio Carlos Maringoni

2. SUMMARY

Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib. is the causal agent of anthracnose in
bean (Phaseolus vulgaris L.). This fungal disease has great importance in the crop, since it
may cause yield losses of up to 100% when susceptible cultivars and infected seeds are used
under environmental conditions that favor the development of epidemics. The aim of this work
was to evaluate the in vitro sensitivity of 20 isolates of Colletotrichum lindemuthianum from
different regions of the country, to five fungicides with different active principles and some
mixtures (carbendazim, chlorothalonil, methyl thyophanate, chlorothalonil + methyl
thyophanate, trifloxystrobin, propiconazole, trifloxystrobin + propiconazole), at five different
concentrations (0, 1, 10, 100, and 1000 pg.mL™), added to potato-dextrose-agar (PDA) culture
medium. The isolates were cultured for seven days at 25 °C in PDA medium, after which 0.5
cm disks of fungal mycelium were transferred to Petri dishes containing PDA medium and the
various concentrations of fungicides. The Petri dishes were incubated for seven days at 25 °C.
We evaluated the mean growth in diameter of the colonies (in cm) and calculated percentage
values for mycelial growth inhibition of the isolates in relation to the control treatment. The
results showed that 11 fungal isolates were completely or partially inhibited by the fungicides

carbendazim and methyl thyophanate at concentrations of 1 or 10 pg.mL". Chlorothalonil



proved less effective than the other products, as it inhibited mycelial growth in only three
isolates, at the concentration of 1000 pg.mL™. The chlorothalonil and methyl thyophanate
mixture showed complete mycelial growth inhibition in four isolates at 1 pg.mL™", while eight
isolates were sensitive to the mixture of these products at 1000 ug.mL". The propiconazole
and trifloxystrobin mixture was the most effective and inhibited growth in 15 isolates at 1
pg.mL"; mycelial growth occurred in only one isolate, at the concentration of 1000 pg.mL™.
Propiconazole at 1 pg.mL"" inhibited mycelial growth in ten isolates. At 100 and 1000pg.mL™",
only one isolate showed mycelial growth. Trifloxystrobin at 1 pg.mL™ inhibited mycelial
growth in only three isolates; at 1000 pg.mL™, 11 isolates were sensitive to this product. It can
be seen that the C. lindemuthianum isolates showed variability in their sensitivity to the
various active ingredients of the fungicides evaluated; in addition, there were isolates with low

sensitivity to carbendazim and to methyl thyophanate.



3. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

3.1. Antracnose do feijoeiro

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) ocupa posi¢do de destaque
entre as culturas em decorréncia de ser um alimento basico para a populagdo destacando-se
como importante fonte de proteina na dieta alimentar do povo brasileiro. No Brasil, o feijoeiro
¢ cultivado nos mais variados tipos de solo, clima e sistema de producdo, tais como, cultivo
solteiro, consorciado ou intercalado com uma ou mais espécies (Yokoama et al, 1996).

A cultura ¢ cultivada em todo o territério nacional em trés safras
anuais sendo umas das poucas culturas cujo mercado é auto regulavel, ou seja, se ocorrer
excesso ou escassez de feijdo, os produtores promovem ajuste da area plantada na safra
seguinte compatibilizando, a curto prazo, a oferta com as necessidades de consumo (Yokoama
et al, 1996).

A produgio brasileira de feijao nos anos 2004/2005 foi de 3.044.400
toneladas, sendo Sdo Paulo (254.500 t), Parana (526.700 t), Minas Gerais (566.000 t), Santa
Catarina (115.500 t), Goids (274.200 t), Bahia (418.000 t), Paraiba (62.700 t) e Ceara (158.100
t) os principais Estados produtores (Agrianual, 2006).



O feijoeiro ¢ uma planta muito vulnerdvel a ac¢do dos agentes do
ambiente, seja de natureza bidtica ou ndo. Em fun¢do da expansdo da érea cultivada com feijao
no Brasil, aliado a seu cultivo sucessivo ao longo do ano, em diversas regides produtoras,
principalmente em condi¢des de irrigagdo, vem ocorrendo um aumento e disseminacdo de
patdgenos nessa cultura, como por exemplo, o fungo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. &
Magn.), agente causal da antracnose do feijoeiro (Neto & Fancelli, 2000).

A antracnose ¢ uma das moléstias fingicas mais importantes para a
cultura do feijoeiro, podendo causar perdas de até 100 %. Trata-se de uma doenca
cosmopolita, ocorrendo em vérios paises da Europa, Asia, Africa, América e Australia. No
Brasil, ocorre nos principais Estados produtores, principalmente quando predomina condic¢des
de alta umidade relativa do ar, temperaturas moderadas e chuvas prolongadas. Essa doenga,
além de provocar reducdo no rendimento da cultura, também pode afetar a qualidade do
produto resultando na descoloracdo, deformagdo e enrugamento ou manchamento dos graos
(Rava & Sartorato, 1994; Neto & Fancelli, 2000).

Essa doenca afeta plantas de feijao em todos os estadios
desenvolvimento, atacando folhas, caules, ramos, vagens e sementes. Muitas plantas podem
ser mortas pela antracnose. Uma conseqiiéncia importante de infec¢des ndo letais € o
desenvolvimento de lesdes nas vagens, que depreciam o grdo para comercializagdo, podendo
ainda causar maiores problemas durante o armazenamento das sementes (Canteri et al, 1999).

Os sintomas da antracnose podem aparecer em toda a parte aérea da
planta (Cripin et al., 1976; Chaves, 1980). O hipocotilo das plantulas € infectado normalmente
por esporos lavados das lesdes cotiledonares. As lesdes formadas no hipocétilo atingem
tamanho consideravel comeg¢ando por uma mancha diminuta que cresce gradualmente no
caule, no sentido longitudinal. Finalmente, as lesdes tornam-se deprimidas e de coloracdo
marrom escura.

No peciolo e no caule, as lesdes geralmente sdo ovaladas, deprimidas
e de coloragdo escura. Se as condi¢des forem propicias ao desenvolvimento do fungo, as
lesdes da base do caule crescem, enfraquecendo-o e tornando-o incapaz de suportar a parte
aérea da planta (Zaumeyer & Thomas, 1957; Zambolim & Chaves, 1978).

Na face inferior das folhas, sobre as nervuras, aparecem manchas

necroticas de coloragdo escura, estendendo-se ligeiramente no tecido circundante e,



geralmente, as lesdes sdo circulares, deprimidas, de coloragdo marrom com bordos escuros e
salientes, circundada por um anel pardo avermelhado. Essas lesdes podem apresentar o centro
de coloragdo clara e rosada devido a esporulacdo do fungo. As sementes sdo frequentemente
afetadas devido a formagdo de cancros nas vagens e apresentam lesdes levemente deprimidas,
de coloragdo marrom ou avermelhada, constituindo-se a principal fonte de indculo priméria
(Balardin & Balardin, 1994; Bianchini et al., 1997; Sartorato, 2005).

O agente causal da antracnose sobrevive de uma estacdo a outra ou de
um cultivo a outro, como micélio dormente dentro do tegumento da semente, nas células dos
cotilédones, na forma de esporos ou em restos culturais. A disseminagdo do patogeno pode ser
feita através de sementes infectadas, vento, chuva, implementos agricolas, insetos, animais e
pelo homem, principalmente quando as plantas encontram-se umidas, podendo a doenga
ocorrer em qualquer estddio fenologico da planta, apesar de os maiores danos serem
observados no inicio do ciclo da cultura (Guzman, 1979 a,b; Balardin & Balardin, 1994;
Sartorato, 2005).

Colletotrichum lindemuthianum, cuja fase perfeita corresponde a
Glomerella cingulata f. sp. phaseoli (Suton, 1992) pertence a subdivisdo Deuteromycotina
(Bianchini et al., 1997). O micélio ¢ ramificado, septado e sua coloracdo, a medida que
envelhece, varia de hialina a quase negra. Os conidios sdo hialinos, unicelulares, oblongos a
cilindricos, apresentando as extremidades redondas ou uma delas pontiaguda. Normalmente,
apresentam na parte central uma drea clara semelhante a um vactolo. A massa de esporos
formada nos acérvulos possui coloracdo rdsea. Os conididforos sdo hialinos, eretos e sem
ramificagdes. Os acérvulos possuem setas, encontradas no hospedeiro, que sdo produzidas
entre os conidiéforos ou nas margens dos acérvulos, sdo pontiagudas, rigidas, septadas e de
coloracdo castanha (Rava & Sartorato, 1994; Bianchini et al., 1997).

Em condi¢des ambientais favordveis, os conidios que atingem a
superficie da planta podem germinar num periodo de seis a nove horas, formando de um a
quatro tubos germinativos e apressorio, sendo que este Ultimo ird aderir a superficie do
hospedeiro. O patégeno penetra mecanicamente através da cuticula e da epiderme do
hospedeiro por meio de uma hifa que se desenvolve do apressorio. Apos a penetragdo, as hifas
infectivas incham e crescem entre as paredes celulares e o protoplasto, sem desenvolver

sintomas por dois a quatro dias. Apos alguns dias, as paredes sdo degradadas enzimaticamente



levando ao surgimento de lesdes aquosas que escurecem devido a alta concentragdo de
taninos. O micélio se agrega dentro das lesdes formando os acérvulos que rompem a cuticula
do hospedeiro na qual serdo formados os conidios (Hall, 1994; Rava & Sartorato, 1994).
Segundo Neto & Fancelli (2000) o agente causal da antracnose pode permanecer no solo por
até 24 meses.

As estratégias que podem ser utilizadas para o controle da antracnose
incluem as praticas culturais, a resisténcia genética e o emprego de produtos quimicos.

Dentre as praticas culturais, podem ser citadas a utilizacdo de
sementes de boa qualidade sanitaria, a rotacdo de culturas, eliminagdo de restos culturais e a
época de plantio. Para o controle da antracnose, o emprego de sementes sadias ¢ uma pratica
que apresenta excelentes resultados. Essas sementes devem ser produzidas em condigdes de
clima semi-arido utilizando-se o sistema de irrigagdo por filtracdo (Zaumeyer & Thomas,
1957; Chaves, 1980; Rava et al., 1981).

A utilizagdo de cultivares resistentes a doenga €, para o produtor, a
forma mais pratica e econdmica de controle. Porém, devido a variabilidade apresentada pelo
fungo, a obten¢do de cultivares resistentes pelos programas de melhoramento ¢ dificultada e,
como conseqiiéncia, os produtores acabam utilizando cultivares suscetiveis. Nesse caso, ¢

obrigatdrio a utiliza¢do do controle quimico (Rava, 2002).

3.2. Controle Quimico

A utilizagdo de fungicidas para o controle da antracnose do feijoeiro
tem sido avaliada através de varios trabalhos.

Segundo Picinini & Fernandes (2000), benomyl, carbendazin e
tiofanato metilico em mistura com chlorothalonil foram eficazes no controle da antracnose em
folhas e vagens do feijoeiro. Issa et al. (1983), em experimento em condi¢des de campo, para
verificar o controle da antracnose observaram que benomyl em mistura com captafol ou
captafol usado sozinho promoveram o melhor controle da doenga.

Canteri et al. (1998), com o objetivo de avaliar o efeito curativo de

fungiciadas sobre a antracnose, em condi¢des de cdmara de crescimento, observaram que a



porcentagem média de controle da doenga pelo benomyl foi de 89 %, 13 %, 5 % e 3 % para as
pulverizacdes feitas aos 2, 3, 4 e 5 dias apds a inoculagdo (DAI), respectivamente. Benomyl
aplicado apdés 2 DAI (100 g/100L) apresentou decréscimo exponencial na porcentagem de
controle da antracnose, ndo ocorrendo o controle satisfatério da doenca. Em testes realizados
com tiofanato metilico (98 g/100 L) pulverizados aos 2 ¢ 5 DAI, Canteri et al. (1995)
observaram comportamento semelhante entre esse produto e benomyl.

Tu & Jarvis (1979 a; b) testaram trés fungicidas pertencentes ao grupo
dos benzimidazoéis sendo o tiofanto metilico e benomyl os mais efetivos e, com o aumento da
concentragdo destes, ocorreu uma redu¢do na germinagdo e na sobrevivéncia de esporos de C.
lindemuthianum, raga delta. Porém , quando o patdgeno foi cultivado em meio de cultura
contendo benomyl, produziu estruturas semelhantes a esclerddios, formados em resposta ao
estresse causado pelo fungicida.

Segundo Maringoni & Barros (2002), durante a safra das aguas de
1998, em algumas lavouras de feijoeiro situadas na Vale do Paranapanema (SP), foi
constatada a ineficacia do controle quimico da antracnose com fungicidas benzimidazdis.

Conforme Zagonel (2002), a combinagdo trifloxystrobin +
propiconazol foi eficaz no controle da antracnose, ferrugem e mancha angular do feijoeiro e, o
fungicida piraclostrobin também tem sido recomendado para o controle da antracnose (Rava,
2002).

Ja Oliveira (2003), quando verificou a eficiéncia de fungicidas do
grupo das estrubilurinas e dos triaz6is no controle da antracnose e da mancha angular do
feijoeiro, observou que, para a antracnose, trifloxystrobin + propiconazol na maior dose (187,5
g/ha) e propiconazol + trifenil hidréxido de estanho destacaram-se controlando totalmente a
doenga. Com excecdo de propiconazol e tebuconazole (ambos do grupo dos triazdis), os
demais produtos testados foram igualmente eficientes, apresentando baixos niveis de infeccao.
Quanto a mancha angular, todos os tratamentos fungicidas foram equivalentes, diferindo da
testemunha tanto para infec¢do nas folhas como nas vagens. Portanto, os fungicidas do grupo
das estrubilurinas associados ou ndo aos fungicidas do grupo dos triazois e estanhado
promoveram controle eficiente da antracnose ¢ da mancha angular.

Segundo Balardin & Rodrigues (1995), com o objetivo de verificar o

efeito de diferentes fungicidas no crescimento micelial in vitro de ragas fisioldgicas de C.



10

lindemuthianum, utilizaram-se os fungicidas tiofanato metilico + chlorothalonil,
chlorothalonil, trifenil hidroxido de estanho, tiofanato metilico e benomyl em diferentes
concentragdes. Observou variacdo significativa no crescimento micelial devido a ag@o dos
fungicidas nas diferentes concentragdes estudadas. O maior efeito inibidor foi causado por
benomyl. A maior inibi¢do foi observada pelos produtos com acdo sistémica, o que pode
implicar em maior pressdo de sele¢d@o e acarretar o surgimento de isolados adaptados.

Rava et al. (1998) avaliando o efeito dos fungicidas benomyl,
fluazinan, chlorothalonil ¢ mancozeb, in vitro, observaram que o fluazinan, um fungicida
protetor com recomendag¢do especifica para Sclerotinia sclerotiorum, foi o que apresentou a
maior inibi¢do do crescimento micelial diferindo dos demais tratamentos; ao contrario do que
foi obtido por Balardin & Rodrigues (1995), que constataram maior inibi¢do do crescimento
micelial quando foram usados fungicidas de acdo sistémica. Segundo Rava et al. (1998),
benomyl apresentou a segunda maior diminuicdo do didmetro da colonia. Resultados
semelhantes com este fungicida foram obtidos por outros autores com C. lindemuthianum
(Balardin & Rodrigues, 1995; Oliveira et al., 1992), com C. gloeosporioides (Goes & Kimati,
1994) e com Alternaria alternata (Ungaro & Azevedo, 1984).

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

metilico.
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3.3. Resisténcia de fungos fungicidas

Os organismos vivos possuem a capacidade de se adaptarem as
condi¢des do meio ambiente. A adaptabilidade dos seres vivos as condi¢des ambientais pode
ocorrer por mudangas provocadas pelo proprio homem, como por exemplo, a introducdo de
pesticidas no meio ambiente. Sdo conhecidas a adaptabilidade de bactérias a antibioticos, de
insetos a inseticidas e de fungos a fungicidas (Dekker, 1977).

O surgimento de fungos resistentes a fungicidas, que inicialmente
eram eficientes no controle de algumas doencas, vem se tornando um sério problema. Até
1970, os casos de resisténcia a fungicidas, em condi¢des de campo, limitavam-se a menos de
10 géneros de fungos, no entanto, a partir de 1988, com o uso mais freqiiente dos fungicidas
sistémicos, 64 géneros de fungos resistentes a fungicidas foram relatados (Delp, 1980).

A resisténcia de fungos aos benzimidazois ja foi detectada em muitas
espécies flngicas e € resultante da mutagdo do gene da [ tubulina causando alteragdo na
seqiiéncia de aminodcidos que determina ou ndo a resisténcia ao fungicida (McKay & Cook,
1997; McKay et al., 1998). Essas mutagdes t€ém sido observadas na regido do cédon 198 ou
codon 200 (Yarden & Katan, 1993), embora muitos outros sitios mutaveis tém sido detectados
em laboratério (Koenraadt et al.,, 1992). O envolvimento direto da mutagdo conferindo
resisténcia aos benzimidazdis tem sido confirmado usando sitios de mutagénese direta
(Fujimura et al., 1992; Koenraadt & Jones, 1993).

McKay & Cook (1997) revelaram que a mutacdo no coédon 198 do
gene da B tubulina, alterando a seqiiéncia de aminoacidos 4cido glutdmico para alanina ou
glutamina, foi responsavel pela resisténcia de Helminthosporium solani a thiabendazol.

Em Monilinia fructicola, Ma et al. (2003) constataram que isolados
desse fungo que apresentavam baixa resisténcia a benomyl e tiofanato metilico possuiam um
ponto de mutagdo no codon 6 do gene da P tubulina, enquanto que os isolados que
apresentavam alta resisténcia a esses fungicidas, apresentavam mutagdo no cédon 198 desse
gene.

Para Tapesia yallundae e T. acuformis, Albertini et al. (1999)
constataram muta¢do respectivamente nos codons 198 e 200 dessas espécies flingicas que

conferiu resisténcia a carbendazin e thiabendazol.
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Em Cladobotrium dendroides, patogénico a Agaricus bisporus, foi
constatada a mutagdo no coédon 50 do gene da P tubulina que conferiu resisténcia a
carbendazin (McKay et al., 1998).

Conforme Schroeder & Providentti (1969), o oidio das cucurbitaceas
(Sphaeoitheca fuliginea) apresentou resisténcia ao fungicida benomyl, decorrido apenas um
ano de sua introdugdo no mercado. Na cultura do ciclame, Bollen & Scholten (1971) relataram
a resisténcia de Botrytis cinerea ao benomyl, em condi¢des de casa de vegetagdo, na
Alemanha, onde foi obtido de plantas doentes um isolado tolerante a altas concentracdes do
produto. Esses mesmos autores observaram a ocorréncia de resisténcia cruzada também aos
fungicidas tiabendazole, fuberidazole e ao tiofanato metilico. No Brasil, Mariotto (1985)
detectou reducdo da eficacia de benomyl no controle de Cercoporidium personatum em
condi¢des de campo, registrando, ainda, que o fungo cresceu em meio de cultura aveia-agar
contendo 100 pg.mL™" do respectivo principio ativo.

Delp (1980) reportou para os benzimidazoles os problemas de
resisténcia iniciaram-se devido ndo somente ao uso intensivo dos produtos, mas também pelo
fato de eles atuarem em um sitio especifico do metabolismo do patégeno e, pela maioria dos
fungos possuirem estirpes resistentes em sua populacao original.

Davidse & Flach (1977) demonstraram em seus trabalhos com
Aspergillus nidulans que a afinidade do benzimidazole com a tubulina ¢ o principal fator que
determina a atividade do fungicida no organismo. Quanto maior for a afinidade do
benzimidazole com a tubulina, maior sera a sensibilidade do organismo ao fungicida. Por
outro lado, uma mutagdo que reduz a afinidade de ligacdo da tubulina com o benzimidazole,
ndo afetando o funcionamento normal da tubulina, origina linhagem resistente.

Os fungicidas sistémicos do grupo dos benzimidazois sdo
considerados de alto risco de resisténcia por possuirem modo de agdo especifico, isto €, atuam
somente em um sitio do metabolismo dos organismos, por isso ndo ¢ necessario mutagdes em
varios pontos para que ocorra resisténcia na populacio (Azevedo, 2006). Porém, a resisténcia
também pode ocorrer para outros grupos quimicos, como os triazéis, que ja desenvolveram
resisténcia, de forma gradual, para alguns patégenos como Erysiphe graminis hordei (Butters
et al., 1984), Sphaerotheca fuliginea (Shepers, 1985), E. graminis tritici (Waard et al., 1986),

Venturia inaequalis (Smith, 1989) e Sclerotinia homeocarpa (Golembiewski, 1993). Esses
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fungicidas do grupo dos triazdis sdo considerados de moderado risco de resisténcia, ou seja, a
velocidade de mudanga de um organismo sensivel a resistente € determinada pela
epidemiologia do patdgeno e a freqiiéncia ou duragdo da pressdo de sele¢do aplicada.

Tinha-se conhecimento da possibilidade de se obter isolados de C.
lindemuthianum resistentes ao benomyl, in vitro (Tu & Mcnaughthon, 1980). Porém,
Maringoni & Barros (2002) avaliando a sensibilidade do crescimento micelial de cinco
isolados de C. lindemuthianum aos fungicidas benomyl, carbendazin, tiofanato metilico e
chlorothalonil, constataram a baixa sensibilidade dos isolados fungicos aos trés primeiros
fungicidas indicando a ocorréncia de resisténcia cruzada. Via de regra, as linhagens resistentes
a um benzimidazol sdo resistentes aos outros do mesmo grupo. Entretanto, existe excecio;
Tuyl et al. (1974) observaram a ocorréncia de mutantes de Aspergillus nidulans resistentes a
benomyl, mas estes eram sensiveis a thiabendazol, e mutantes resistentes a thiabendazol eram
mais sensiveis a benomyl do que outras linhagens.

Conforme Sartorato (2006), de oito isolados de C. lindemuthianum
avaliados In vitro quanto ao seu crescimento micelial em diferentes concentragdes de
fungicidas, seis isolados fingicos mostraram-se resistentes ao tiofanato metilico, nas duas
dosagens testadas (750 ¢ 1000 pg.mL™").

Toledo (1974) obteve um isolado de Erysiphe graminis com
resisténcia ao benomyl e que causava 99 % de infec¢do em plantas previamente regadas com
uma solucdo de 1000 pg.mL™ do fungicida. Outros autores como Delp (1980) e Georgopoulos
e Dovas (1973) apresentaram evidéncias de que fungicidas sist€émicos, como o benomyl, sdo
capazes de induzir adaptacdo de diversos fungos fitopatogénicos.

Os resultados obtidos por Fernandes et al. (2001) demonstram
variagdes de populagdes de Colletotrichum gloeosporioides patogénicos a solanaceas, em
relacdo a sensibilidade ao benomyl. Comparando-se as médias do crescimento micelial dos
isolados fungicos in vitro agrupados em relagdo ao hospedeiro de origem (jilo, berinjela e
pimentdo), verificaram-se que os isolados de pimentdo apresentaram crescimento mais lento
que os restantes, mesmo na auséncia do benomy]l.

Peres et al. (2004) avaliaram a sensibilidade de C. acutatum e de C.
gloeosporioides, isolados de citrus, a benomyl. Observaram que 133 isolados de C.

gloeosporioides tiveram seu crescimento completamente inibido com benomyl a 1,0 pg.mL™" e
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sete isolados foram altamente resistentes. Entretanto, todos os isolados de C. acutatum foram
parcialmente inibidos nas concentragdes 0,1 e 1,0 pg.mL" do principio ativo.

Jayasinghe & Fernando (2000) observaram que isolados de C.
acutatum tolerantes a altos niveis de benomyl, carbendazin e tiofanato metilico foram
altamente sensiveis a tebuconazole, epoxiconazole, propiconazol e bitertanol. Quando
avaliaram os isolados de C. gloeosporioides, observaram que o crescimento micelial deste
isolado foi completamente inibido por benomyl (5 pg. mL™ ), carbendazin (5 pg. mL™ ),
tiofanato metilico (50 pg. mL™ 1) e epoxiconazole (100 pg. mL™).

Silva & Coelho (2003), avaliando o efeito dos fungicidas benomyl,
procimidone e thiabendazole sobre o crescimento micelial de dois isolados de Botrytis
cinerea, causador do tombamento de mudas de Eucalyptus sp, observaram que um isolado foi
resistente a0 benomyl e o outro mostrou-se altamente sensivel ao principio ativo. Para os
outros dois produtos, em todas as doses testadas (zero, meia dose, dose inteira e dose dupla),
os dois isolados tiveram seu crescimento micelial controlado, com excecdo da testemunha, ndo
apresentando resisténcia. A ocorréncia de resisténcia de B. cinerea a benomyl em viveiros de
eucalipto, no Brasil, ja havia sido constatada anteriormente (Ghini & Krugner, 1987; Alfenas
et al., 1999). Isolados de B. cinerea resistentes a benomyl foram relatados em outras culturas
como a do pepino (Hartill et al., 1983) e a do tomate (Miller & Jeves, 1979).

La Mondia (2001) ao avaliar a resisténcia a diferentes fungicidas de
55 isolados de C. gloeosporioides, isolados de Euonymus sp, observou que 44 isolados
fingicos foram resistentes ao tiofanato metilico e 34 isolados tiveram sua DL sy superior a
1000 pg.mL™" de chlorothalonil.

Os triazoéis sdo classificados como inibidores da sintese de esterol
(SBI: “sterol biosynthesis inhibitors”) e representa um marco no desenvolvimento dos
defensivos agricolas sendo um dos mais modernos e importantes grupo de fungicidas
atualmente em uso. Tal importancia ¢ atribuida a caracteristicas especiais como: elevada acdo
inibitéria sobre a formacdo de componentes da membrana celular, rapida absor¢do e
translocagdo pela planta, eficiéncia em doses pequenas, acdo curativa, efeito residual
prolongado, amplo espectro de agdo, flexibilidade para tratamento de sementes, da parte aérea

e via sistema radicular e moderado risco de resisténcia (Forcelini, 1994).
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Quanto ao modo de agdo, ao triazdis podem atuar como protetores ou
como curativos. No primeiro caso, a acdo tdxica € exercida sobre a germinacio de esporos, na
formag¢do do tubo germinativo e no apressorio. Porém, a inibi¢do € apenas parcial, de modo
que pode ocorrer a penetragdo do patdogeno nos tecidos tratados. No segundo caso, o
desenvolvimento do haustdrio e/ou crescimento micelial no interior dos tecidos sdo inibidos
pela presenca do fungicida (Forcelini, 1994).

Kimura et al. (2001) avaliando a sensibilidade in vitro de Botrytis
cinerea, provenientes de viveiros de eucalipto, a varios fungicidas, observaram que o isolado
mostrou-se altamente sensivel a propiconazol, tebuconazole e ciproconazole e com uma menor
sensibilidade a benomyl e tiofanato metilico. Sartorato (2006) observou que a mistura de
propiconazol + trifloxystrobin promoveu a inibicdo total de oito isolados de C.
lindemuthianum, in vitro.

Existem alguns patogenos de grande importancia para a agricultura
que ja desenvolveram ou tém alto risco de desenvolverem resisténcia a diferentes principios
ativos de fungicidas, entre eles, B.cinerea, Erysiphe graminis, Giberella fujikoroi,
Mycosphaerella fijiensis, M. musicola, Phytophthora infestans, Plasmopara viticola,
Pyricularia oryzae, Sphaerotheca spp, Uncinula necator, Venturia inaequalis, V. nashicola,
M. fructicola e C. lindemuthianum sio alguns exemplos que podem ser citados (Tu &
Mcnaughthon, 1980; Bermejo et al., 2000; Ma et al., 2003; Ishii, 2004).

As estrubilurinas ndo apresentam elevado risco de resisténcia como os
benzimidazdis, porém, como a maioria dos fungicidas modernos, medidas devem ser
implementadas para preservar os beneficios que eles oferecem por um maior tempo possivel.
Baseando-se em estudos atuais, o risco de resisténcia aos fungicidas do grupo das
estrubilurinas ¢ menor que aquele para as fenilamidas, porém bem maior que para os triazois.
Knight et al. (2002) relatam que no norte da Guatemala, no Panamé e na Coldmbia ocorrem
baixos niveis de resisténcia de Mycosphaerella fijiensis a estrobilurinas, enquanto que nas
regides produtoras de banana da Costa Rica, foi observado altos niveis de resisténcia do

agente causal da Sigatoka Negra as estrubilurinas.
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O presente trabalho objetivou avaliar a sensibilidade, in vitro, de 20
isolados de C. lindemuthianum, provenientes de diferentes regides do pais, a cinco fungicidas
de diferentes principios ativos e algumas misturas. Para isso, a disserta¢do foi dividida em um
capitulo, sendo este intitulado “Avaliagdo da sensibilidade in vitro de isolados de
Colletotrichum lindemuthianum a fungicidas”, redigido conforme as normas da revista Summa

Phytopathologica, que serd encaminhado posteriormente para andlise junto a este periodico.
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Colletotrichum lindemtuhianum a fungicidas. Summa Phytopathologica,

RESUMO

Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib. é o agente causal da antracnose do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), doenga fingica de grande importancia para a cultura, pois
pode causar perdas de até 100% na producgdo, quando sdo utilizados cultivares suscetiveis e
sementes infectadas, sob condigdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento de epidemias.
O presente trabalho objetivou avaliar a sensibilidade, in vitro, de 20 isolados de C.
lindemuthianum, provenientes de diferentes regides do pais, a cinco fungicidas de diferentes
principios ativos e algumas misturas (carbendazin, chlorothalonil, tiofanato metilico,
chlorothalonil + tiofanato metilico, trifloxystrobin, propiconazol, trifloxystrobin +
propiconazol), em cinco diferentes concentracdes (0, 1, 10, 100 ¢ 1000 pg.mL™") adicionados
em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Os isolados cresceram por sete dias a 25°C
em meio BDA e apos esse periodo, discos de 0,5 cm de micélio do fungo, foram transferidos
para placas de Petri com o meio BDA contendo as diferentes concentragdes de fungicidas. As
placas foram incubadas por sete dias a 25°C e avaliado o crescimento médio do diametro das
coldnias (em cm) e calculado os valores de porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial

dos isolados em relacdo ao tratamento testemunha. Os resultados mostraram que para os
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fungicidas carbendazin e tiofanato metilico, 11 isolados flingicos foram totalmente ou
parcialmente inibidos na concentra¢io de 1 ou 10 pg.mL™". Chlorothalonil mostrou-se menos
eficiente que os demais produtos pelo fato de inibir o crescimento micelial de apenas trés
isolados na concentra¢io de 1000 pg.mL". A mistura de chlorothalonil e tiofanato metilico
mostrou a inibicdo total do crescimento micelial de quatro isolados a 1 pg.mL™”, e, a 1000
pg.mL”, oito isolados mostraram-se sensiveis a mistura desses produtos. A mistura de
propiconazol e tryfloxistrobin foi a mais efetiva e inibiu o crescimento de 15 isolados a 1
pg.mL™, ocorrendo crescimento micelial de apenas um isolado, na concentragio de 1000
pg.mL™. Propiconazol, a 1 pg.mL™, inibiu o crescimento micelial de dez isolados e, a 100 ¢ a
1000 pg.mL™, somente um isolado apresentou crescimento micelial. Trifloxystrobin, a 1
pg.mL™, inibiu o crescimento micelial de apenas trés isolados, e, na concentra¢io de 1000
pg.mL™, 11 isolados mostraram-se sensiveis a esse produto. Verifica-se que ha variabilidade
na sensibilidade dos isolados de C. lindemuthianum aos diferentes ingredientes ativos de
fungicidas avaliados, bem como a existéncia de isolados com baixa sensibilidade a

carbendazin e ao tiofanato metilico.

Palavras-chave adicionais: controle quimico, antracnose do feijoeiro, Phaseolus vulgaris

Sartori, J.E., Maringoni, A.C. Evaluation of the in vitro sensitivity of Colletotrichum

lindemuthianum strains to the fungicides. Summa Phytopathologica,

ABSTRACT

Colletotrichum lindemuthianum is the causal agent of anthracnose in bean (Phaseolus vulgaris
L.). This fungal disease has great importance in the crop, since it may cause yield losses of up
to 100% when susceptible cultivars and infected seeds are used under environmental
conditions that favor the development of epidemics. The aim of this work was to evaluate the
in vitro sensitivity of 20 isolates of C. lindemuthianum from different regions of the country,
to five fungicides with different active principles and some mixtures (carbendazim,

chlorothalonil, methyl thyophanate, chlorothalonil + methyl thyophanate, trifloxystrobin,
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propiconazole, trifloxystrobin + propiconazole), at five different concentrations (0, 1, 10, 100,
and 1000 pg.mL™"), added to potato-dextrose-agar (PDA) culture medium. The isolates were
cultured for seven days at 25°C in PDA medium, after which 0.5 cm disks of fungal mycelium
were transferred to Petri dishes containing PDA medium and the various concentrations of
fungicides. The Petri dishes were incubated for seven days at 25°C. We evaluated the mean
growth in diameter of the colonies (in cm) and calculated percentage values for mycelial
growth inhibition of the isolates in relation to the control treatment. The results showed that 11
fungal isolates were completely or partially inhibited by the fungicides carbendazim and
methyl thyophanate at concentrations of 1 or 10 ug.mL™". Chlorothalonil proved less effective
than the other products, as it inhibited mycelial growth in only three isolates, at the
concentration of 1000 pg.mL". The chlorothalonil and methyl thyophanate mixture showed
complete mycelial growth inhibition in four isolates at 1 pg.mL™, while eight isolates were
sensitive to the mixture of these products at 1000 pg.mL’. The propiconazole and
trifloxystrobin mixture was the most effective and inhibited growth in 15 isolates at 1 pg.mL™";
mycelial growth occurred in only one isolate, at the concentration of 1000 pg.mL™".
Propiconazole at 1 pg.mL™" inhibited mycelial growth in 10 isolates. At 100 and 1000pg.mL™",
only one isolate showed mycelial growth. Trifloxystrobin at 1 pg.mL™ inhibited mycelial
growth in only three isolates; at 1000 pg.mL™, 11 isolates were sensitive to this product. It can
be seen that the C. lindemuthianum isolates showed variability in their sensitivity to the
various active ingredients of the fungicides evaluated; in addition, there were isolates with low

sensitivity to carbendazim and to methyl thyophanate.

Additional keywords: chemical control, bean anthracnose, Phaseolus vulgaris

A cultura do feijoeiro ¢ muito vulneravel a acdo do ambiente, seja de
natureza bidtica ou ndo. Em func¢éo da expansio da area cultivada com feijao no Brasil, aliado
ao seu cultivo sucessivo ao longo do ano, principalmente em condi¢des de irrigagdo, vem
ocorrendo um aumento e disseminacdo de patdgenos nessa cultura, como por exemplo,
Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.), agente causal da antracnose do feijoeiro
(20).
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Essa doenga foliar é uma das mais importantes que ocorre na cultura,
podendo causar grandes perdas quando sdo utilizadas sementes infectadas e cultivares
suscetiveis, sob condi¢des ambientais favoraveis ao desenvolvimento de epidemias (12). Os
danos causados pela antracnose sdo tanto maiores quanto mais precoce for seu aparecimento
na lavoura, podendo atingir as plantas de feijdo em qualquer estadio fenoldgico, atacando
folhas, caules, ramos, vagens e sementes (08). As condi¢des favoraveis ao desenvolvimento da
doenga sdo temperaturas amenas (17-27 °C, com 6timo em 21°C), embora apenas
temperaturas noturnas baixas permitam o desenvolvimento da doenga, sob umidade relativa
acima de 92 % (22). A ocorréncia de chuvas moderadas e periddicas ¢ determinante para a
infeccdo e disseminag¢do local dos esporos (27).

Os sintomas podem ser observados em toda aparte aérea da planta,
mas a fase mais caracteristica da doenca pode ser observada nas vagens, as quais podem ser
infectadas logo apos sua formacgdo. Neste Orgdo, geralmente as lesdes sdo circulares,
deprimidas, de coloragdo marrom, com bordos escuros e salientes, circundada por um anel
pardo avermelhado. Essas lesdes podem apresentar o centro de coloracdo clara e rosada,
devido a esporulagdo do fungo (03, 05, 24).

Uma alternativa, a curto prazo, para o controle da antracnose do
feijoeiro € a utilizacdo de fungicidas. Existem vérias opgdes de produtos quimicos para o
controle dessa doenga, como por exemplo, fungicidas do grupo dos benzimidazdis,
estrubilurinas, triazéis, entre outros. Dentre os produtos quimicos registrados para o controle
da antracnose do feijoeiro pode-se citar do grupo das estrubilurinas o trifloxystrobin,
azoxystrobin, piraclostrobin; do grupo dos triazdis, propiconazol, tebuconazol, difenoconazol;
do grupo dos benzimidazdis, tiofanato metilico, carbendazin; além de outros produtos de
outros grupos quimicos como o chlorothalonil (isoftalonitrila) (01).

Balardin & Rodrigues (03) com o objetivo de verificar o efeito de
diferentes fungicidas no crescimento micelial in vitro de ragas fisioldgicas de C.
lindemuthianum, utilizou os fungicidas tiofanato metilico + chlorothalonil, chlorothalonil,
trifenil hidroxido de estanho, tiofanato metilico e benomyl em diferentes concentragdes.
Observou variagdo significativa no crescimento micelial devido a a¢do dos fungicidas nas
diferentes concentragdes estudadas. O maior efeito inibidor foi causado por benomyl. A maior

inibi¢do foi observada pelos produtos com acdo sist€émica, o que pode implicar em maior
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pressdo de selecdo e acarretar o surgimento de isolados adaptados. Maringoni & Barros (15),
avaliando a sensibilidade in vitro de cinco isolados de C. lindemuthianum aos fungicidas
benomyl, carbendazin, tiofanato metilico e chlorothalonil, observou que todos os isolados
apresentaram baixa sensibilidade aos trés fungicidas do grupo dos benzimidazdis, indicando a
ocorréncia de resisténcia cruzada a estes produtos. No entanto, todos os isolados mostraram-se
sensiveis ao chlorothalonil.

Os fungicidas sistémicos do grupo dos benzimidazodis, como o
benomyl, sdo considerados de alto risco de resisténcia por possuirem modo de agdo especifico,
isto €, atuam somente em um sitio do metabolismo dos organismos, por isso ndo € necessario
mutagdes em varios pontos para que ocorra resisténcia na populagdo (02). Porém, a resisténcia
também pode ocorrer para outros grupos quimicos, como os triazéis, que ja desenvolveram
resisténcia, de forma gradual, para alguns patdogenos como Erysiphe graminis hordei (06),
Sphaerotheca fuliginea (26), E. graminis tritici (30), Venturai inaequalis (28) e Sclerotinia
homeocarpa (13).

Segundo Oliveira (21), para o controle da antracnose, em condicdes
de campo, a mistura de trifloxystrobin + propiconazol e propiconazol + trifenil hidréxido de
estanho promoveram o controle total da doenga. Portanto, o fungicida do grupo das
estrubilurinas (trifloxystrobin) associado ou ndo ao fungicida triazol (propiconazol) e trifenil
hidréxido de estanho promoveram o controle eficiente da antracnose do feijoeiro. Rava (22)
observou que uma outra estrubilurina (pyraclostrobin), sozinha ou em mistura com
epoxiconazole, reduziu a severidade desta doenca surtindo em ganhos médios de 97 % no
rendimento de graos.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a sensibilidade de 20
isolados de C. lindemuthianum, provenientes de varias regides do pais, a fungicidas do grupo

dos benzimidazdis, isoftalonitrila, estrubilurinas e triazdis.
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MATERIAL E METODO

Foram realizados ensaios in vitro para determinar a fungitoxicidade
dos fungicidas a 20 isolados de C. lindemuthianum. Os produtos utilizados sdo recomendados
para o controle da antracnose do feijoeiro (01). Os fungicidas usados no presente trabalho com
o principio ativo, concentragdo, formulag@o e grupo quimico encontram-se na Tabela 1.

Os isolados de C. lindemuthianum utilizados foram cedidos por
diversas instituigdes, sendo provenientes de varias regides do pais (Tabela 2). Para a obtencdo
do indculo, transferiu-se uma por¢ao da colonia de cada isolado, preservado em frascos com
agua destilada e esterelizada, para as placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA). As placas foram incubadas, a 25 °C, por sete dias, visando o crescimento dos
isolados fungicos. Discos de micélio dos isolados, medindo 0,5 cm de didmetro, foram
transferidos para placas de Petri contendo BDA com ou sem fungicida. As placas foram
incubadas por 7 dias a 25 °C.

As suspensdes aquosas dos fungicidas foram adicionadas ao meio de
cultura apos autoclavagem e, quando este atingiu a temperatura de 50°C, obtiveram-se as
concentracdes finais de 1, 10, 100 e 1000 pg.mL". O tratamento testemunha foi representado
pelo meio BDA, sem adi¢do de fungicida. A avaliagdo foi realizada apos sete dias de
incubagdo, a 25 °C, através da média de duas medidas em sentidos perpendiculares, do
didmetro das coldnias, em cm, e calculando a porcentagem de inibicdo do crescimento
micelial, em relagdo ao tratamento testemunha.

Foram instalados sete ensaios, um para cada principio ativo ou
mistura de principios ativos de fungicidas, no esquema fatorial 20 X 5 (20 isolados X 5
concentragdes), disposto em um delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeti¢des. Os dados obtidos foram transformados em arcsen Vx/100 e submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5 %. Foi calculado o intervalo de
EDso (ng.mL™") para cada um dos isolados ensaiados com os diferentes fungicidas, de acordo

com Tozze Junior (29).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas avaliagdes com os diferentes ingredientes
ativos de fungicidas nas concentragdes ensaiadas, sobre a inibi¢do do crescimento micelial dos
20 isolados de Colletotrichum lindemuthianum, encontram-se relacionados nas Tabelas 3 a 9.

Para todos os produtos ensaiados, houve interagdo significativa entre
isolado e concentragdo do fungicida, evidenciando diferencas na sensibilidade entre os
isolados, bem como nas concentracdes dos produtos. De forma geral, maiores inibi¢cdes do
crescimento miceliano foram obtidas nas concentra¢des mais elevadas ensaiadas (Tabelas 3 a
9).

No caso dos fungicidas do grupo dos benzimidazoéis, para carbendazin
e tiofanato metilico, Tabelas 3 ¢ 4, respectivamente, 11 isolados de C. lindemuthianum foram
sensiveis em todas as concentragdes ensaiadas com redugdo de 84,25 — 95 % a 100 % do
crescimento miceliano (I-1, 1-2, 1-3, I-4, 1-7, I-8, -9, I-10, I-11, I-16 e I-18), enquanto que
nove isolados apresentaram baixa sensibilidade nas concentragdes ensaiadas desses principios
ativos de fungicidas (I-5, I-6, I-12, 1-13, I-14, I-15, I-17, I-19 e 1-20). A Figura 1 ilustra o
crescimento micelial do isolado I-13 na presenga e na auséncia de tiofanato metilico.
Provavelmente a baixa sensibilidade desses isolados aos fungicidas do grupo dos
benzimidazdis seja devida a resisténcia, conforme observado anteriormente por Maringoni &
Barros (15) e Sartorato (25). A resisténcia de fungos a fungicidas benzimidazdis ¢ devida a
mutacdo do gene da [ tubulina, causando alteracdes nas seqii€ncias de bases e,
conseqiientemente, na sintese de aminodacidos, principalmente nos codons 198 ou 200 (18, 19).
No Brasil, ha relatos da existéncia de varios fungos fitopatogénicos resistentes a fungicidas do
grupo dos benzimidazois, como por exemplo, Cercosporidium personatum (15), Botrytis
cinerea (07, 09), B. squamosa (10), Guinardia citricarpa (17), entre outros (11).

O intervalo da EDsy para os fungicidas carbendazin e tiofanato
metilico, de modo geral, foi semelhante, ocorrendo apenas uma pequena diferenca no caso dos
isolados I-15 e I-19 que, para o carbendazin apresentou o intervalo da EDsy entre 1 e 10
pug.mL™! e, para o tiofanato metilico, esse intervalo foi superior a 1000 pg.mL™" para os

mesmos dois isolados, como pode ser observado nas Tabelas 3 e 4.
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Para o fungicida chlorothalonil (Tabela 5), foi observada varia¢do na
sensibilidade dos isolados de C. lindemuthianum as diferentes concentragdes ensaiadas,
observando-se maiores inibigdes no crescimento miceliano nas concentragdes de 100 pg.mL™
(17,75 2 90 %) e 1000 pg.mL"™" (34 a 100 %). Esses resultados concordam com aqueles obtidos
por Rava et al. (22) e por Maringoni & Barros (15), quando comparada a concentragdo de 100
ng.mL" . Empregando chlorothalonil a 3500 pg.mL™ , Sartorato (25) constatou inibigdo entre
83,7 2 99,6 % no crescimento miceliano de oito isolados de C. lindemuthianum. No caso desse
fungicida o intervalo da EDs, variou de acordo com o isolado, sendo que quatro isolados (I-6,
I-12, I-14 ¢ I-18) tiveram o intervalo da EDsy maior que 1000 pg.mL™".

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para a mistura de tiofanato
metilico e chlorothalonil, no qual pode-se observar que a porcentagem de inibi¢do do
crescimento micelial variou de 12,82 % (I-20) a 100 % (I1, I-3, I-7 e I-8) na menor
concentracdo (1 pg.mL" ), e, na maior concentragdo, oito isolados foram totalmente inibidos
sendo que, os isolados I-12 e I-14 apresentaram porcentagem de inibi¢do abaixo de 30 %.
Nessa mistura de principios ativos, observa-se a tendéncia de que os isolados sensiveis ao
tiofanato metilico e ao carbendazin mostraram-se sensiveis a essa mistura e para os isolados
que apresentaram baixa sensibilidade ao tiofanato metilico e ao carbendazin, houve uma
tendéncia de maior sensibilidade. O efeito de maior sensibilidade & mistura pode ser explicada
pela presenga de chlorothalonil. Esse fato também foi observado por Sartorato (25)
empregando a concentragio de 1250 pg.mL” e 3125 pg.mL™ respectivamente de tiofanato
metilico e chlorothalonil. Nos dados apresentados por Balardin & Rodrigues (04) todos os
isolados de C. lindemuthianum foram inibidos a 50 pg.mL™ de tiofanato metilico, bem como a
de chlrothalonil e a mistura dos dois ingredientes ativos. Entretanto, no presente trabalho
houve diferenga de sensibilidade de isolados de C. lindemuthianum a esses principios ativos.

O intervalo da EDsy para a mistura dos principios ativos tiofanato
metilico e clhorothalonil foi semelhante ao apresentado pelos fungicidas do grupo dos
benzimidazdis sendo que os mesmos 11 isolados que tiveram seu intervalo de EDsy menor que
1 pgmL" para carbendazin e tiofanato metilico (Tabelas 3 e 4, respectivamente) também
obtiveram esse resultado quando submetidos a mistura desses principios ativos.

Para o propiconazol (Tabela 7), na concentragio de lpg.mL™, 10

isolados tiveram seu crescimento micelial totalmente inibidos e, a partir de 100 pg.mL’
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apenas o [-12 apresentou crescimento micelial, todos os outros foram completamente inibidos.
A Figura 2 ilustra o crescimento micelial do isolado I-2 na presenga e na auséncia de
propiconazol.

Esses resultados demonstraram alta sensibilidade dos isolados de C.
lindemuthianum aqui ensaiado a esse principio ativo de fungicida, sendo um produto capaz de
inibir isolados que apresentaram baixa sensibilidade aos fungicidas do grupo dos
benzimidazdis (Tabelas 3 e 4). Entretanto, ha relatos na literatura do desenvolvimento de
resisténcia de forma gradual de Erysiphe graminis hordei (04), Sphaerotheca fuliginea (26), E.
graminis tritici (30), Venturia inaequalis (28) ¢ Sclerotinia homeocarpa (13) a fungicidas do
grupo dos triazois.

No caso do propiconazol, para todos os isolados de C.
lindemuthianum ensaiados, o intervalo da EDs, foi menor que 1 pg.mL™.

Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados obtidos para
trifloxystrobin. Foi observado, que na concentragdo igual ou superior a 10 pg.mL™ houve
inibi¢do total ou parcial da maioria dos isolados de C. lindemuthianum, exce¢do feita ao
isolado I-12, que apresentou redugdo no crescimento micelial de apenas 19,15 % na
concentracio de 100 pg.mL’ . No Brasil ndo ha relatos, até o momento, de fungos
fitopatogénicos resistentes a trifloxystrobin. Porém, ha relatos no exterior da existéncia de
isolados de Mycospherella fijiensis resistentes a fungicidas do grupo das estrubilurinas (14).

O intervalo da EDs para o fungicida trifloxystrobin, variou de acordo
com os isolados, porém, para a 16 isolados esse intervalo foi menor que 1 pg.mL™ e apenas
um isolado (I-12) teve o intervalo da EDsy maior que 1000 pg.mL™.

A mistura de trifloxystrobin e propiconazol (Tabela 9), j& na menor
concentragdo ensaiada (1 pg.mL™" ), apresentou inibi¢do do crescimento micelial dos isolados
de C. lindemuthianum, exce¢do feita ao isolado I-12. Esse isolado mesmo na maior
concentracdo da mistura ensaiada nao foi totalmente inibido.

No caso da mistura do triazol com a estrubilurina, o intervalo da EDsq
foi semelhante ao obtido pelo propiconazol, diferindo apenas quanto ao isolado I-12 que
apresentou o intervalo da EDsg entre 1 ¢ 10 pg.mL™".

Pelos resultados obtidos no presente trabalho, observa-se grande

variagdo na sensibilidade dos isolados de C. lindemuthianum a diferentes grupos quimicos de
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fungicidas, sendo esses resultados importantes para delinear o controle quimico da antracnose
do feijoeiro, com a utilizacdo de fungicidas de diferentes principios ativos em aplicagdes
alternadas ou em misturas, visando retardar a sele¢do de isolados resistentes ou com baixa
sensibilidade, que levara ao insucesso no controle dessa doenca, fato este ja constatado no pais

(18,27) e confirmado neste trabalho com os fungicidas do grupo dos benzimidazois.
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Tabela 1: Principio ativo, concentragdo, formulagdo e grupo quimico dos fungicidas utilizados

nos testes de sensibilidade in vitro dos isolados de Colletotrichum lindemuthianum.

Principio ativo Concentracao Formulacéo Grupo Quimico
Tiofanato metilico 700 g/Kg P6 molhavel Benzimidazol
Tiofanato metilico + 200 g/Kg +500 g/Kg P6 molhdvel Benzimidazol +
Chlorothalonil Isoftalonitrila
Chlorothalonil 750 g/Kg P6 molhavel Isoftalonitrila
Carbendazin 500 g/L Susp. Concentada Benzimidazol
Trifloxystrobin 500 g/Kg Granulos dispersiveis  Estrubilurina

em agua
Trifloxystrobin + 125 g/L + 125 g/L Concentrado Estrubilurina +
Propiconazol emulsionavel Triazol
Propiconazol 250 g/L Concentrado Triazol

emulsionavel
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Tabela 2: Isolados de Colletotrichum lindemuthianum usados.

Identificacdo  Cdédigo de origem Instituicdo e/ou Procedéncia Ano de

Localidade © isolamento

I-1 3009 C 73/12 UFSC/Petrolandia SC 2003
I-2 CML 0335 UFLA MG -

1-3 3010 R 95 IAPAR/S30 Jodo do Ivai PR -

I-4 3008 C 5222 IAPAR PR -

I-5 3009 C81/13 UFSC MG 2002
I1-6 2767 FCA/Itai SP 1998
1-7 6225 IAC/Capio Bonito SP 1991
I-8 3009 C81/11 UFSC MG 2002
1-9 3007 C5121 IAPAR PR -

I-10 9253 IAC SP 1995
I-11 3823 IAC PR 1982
I-12 3017 FCA/Taquarituba SP 2005
I-13 2990 C13039 IAC/Capio Bonito SP 2004
1-14 2768 FCA/Coronel Macedo SP 1998
I-15 2993 1B SP 2005
I-16 3010 R&9 IAPAR/Irati PR -

I-17 3009 C65/11 UFSC MG 2002
I-18 2995 EMBRAPA/Dourados MS -

I-19 3009 C73/11 UFSC/Ituporanga SC 2003
1-20 2990 C13147 IAC/Capio Bonito SP 2004

(a) UFSC (Universidade Federal de Santa Catarina), UFLA (Universidade Federal de Lavras), [APAR (Instituto
Agrondmico do Parand), FCA (Faculdade de Ciéncias Agrondmicas-UNESP), IAC (Instituto Agrondémico de
Campinas), IB (Instituto Biologico) e EMBRAPA (Embrapa  Agropecuaria Oeste).
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Figura 1: Crescimento micelial do isolado I-13 na auséncia (A) e na presenga (B) de tiofanato

metilico (1000 pg.mL h, ap0s sete dias de incubacio.

Figura 2: Crescimento micelial do isolado I-2 na auséncia (A) e na presenga (B) de

propiconazol (1000 pg.mL ™), apds sete dias de incubagio.
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4. CONCLUSOES

Ha variabilidade na sensibilidade in vitro dos isolados de
Colletotrichum lindemuthianum aos diferentes fungicidas ensaiados;

A mistura de propiconazol e trifloxystrobin mostrou-se mais eficaz
em inibir o crescimento micelial in vitro dos isolados de Colletotrichum lindemuthianum
avaliados;

Nove dos 20 isolados de Colletotrichum lidemuthianum avaliados
foram menos sensiveis aos fungicidas carbendazin e tiofanato metilico ¢ um isolado (I-12)

teve uma menor sensibilidade a estrubilurina.
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