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RESUMO

Com uma producéo de 3,8 milhdes de toneladas por ano, a cultura da batata se
destaca por ser a olericola de maior importancia agricola no Brasil e no mundo. Para
garantir altas produtividades, o uso de fungicidas ao longo do ciclo da batata sao
essenciais, visto que sdo inumeras as doencas que acometem este cultivo. A
requeima, causada pelo oomiceto Phytophthora infestans, € uma das principais
doencas que incidem sobre os plantios da batata. Sendo caracterizada como
destrutiva e de dificil controle, esta doenca pode dizimar lavouras em curto periodo de
tempo se medidas preventivas nao forem tomadas, apresentando custo elevado para
o produtor. Neste caso, o uso de fungicidas € a melhor e mais utilizada estratégia para
manejar o agente causal, entretanto, seu uso excessivo e inadequado pode acarretar
em perda de sensibilidade de isolados a campo, devido a alta pressao de selecao.
Com isso, este trabalho teve o objetivo de avaliar a sensibilidade de isolados de
Phytophthora infestans coletados em diferentes regides do estado do Parand, no
periodo de 2021 a 2022, ao fungicida fluazinam. A sensibilidade ao fungicida foi
determinada por ensaios in vivo de concentracao efetiva 50% (CE50) com as doses
0,0; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 10 e 30 pg mL?* para 10 isolados monoesporangiais
selecionados. Os valores de CE50 encontrados para o fungicida fluazinam variaram
de 0,01 a 13,82 pg mL?, sendo que a maioria dos isolados avaliados foram
considerados sensiveis de acordo com os resultados observados. Além disso, os altos
valores encontrados de CE50 geram um alerta para o fato de que este produto possa
estar perdendo sua eficiéncia no campo, devido a possiveis fontes de resisténcia do
patdgeno.

Palavras-chave: Solanum tuberosum; Requeima; Sensibilidade; Fluazinam.



ABSTRACT

With a production of 3,8 million tons per year, potato (Solanum tuberosum L.) is the
most important vegetable crop in Brazil and in the world. To ensure high yields, the
use of fungicides throughout the potato cycle is essential, since there are many
diseases affecting this crop. Potato late blight, caused by the oomycete Phytophthora
infestans, is one of the main diseases affecting potato crops. Being characterized as
destructive and difficult to control, this disease can decimate crops in a short period of
time if preventive measures are not taken. In this case, the use of fungicides is the best
and most used strategy to manage the causative agent, however, its excessive and
inadequate use can lead to loss of sensitivity of isolates in the field, due to the high
selection pressure. Thus, this work aimed to evaluate the sensitivity of Phytophthora
infestans isolates collected in different regions of Parana state, in the period from 2021
to 2022, to the fungicide fluazinam. The sensitivity to the fungicide was determined by
in vivo tests of effective concentration 50% (EC50) with the doses 0,0; 0,05; 0,1; 0,5;
1; 10 and 30 pg mL* for 10 selected monospore isolates. The EC50 values found for
the fungicide fluazinam ranged from 0,01 to 13,82 pug mLt, and most of the isolates
evaluated were considered sensitive according to the results observed. In addition, the
high EC50 values found generate an alert to the fact that this product may be losing
its efficiency in the field, due to possible sources of resistance of the pathogen.

Key-words: Solanum tuberosum; Potato late blight; Sensitivity; Fluazinam.
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1 INTRODUCAO

Ocupando uma éarea de 116,4 milhdes de hectares, a cultura da batata
(Solanum tuberosum L.) expressa grande importancia para 0 cendrio agricola
brasileiro, especialmente por ser a espécie olericola mais cultivada no pais. Neste
cenario, os estados de Minas Gerais, Parand e Sao Paulo se destacam na producéo
nacional, sendo responsaveis pelo fornecimento de 69% do vegetal no pais (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2022).

O estado do Parana ja foi um dos maiores produtores de batata do pais, com
cerca de 70% da producédo concentrada na regido metropolitana de Curitiba na década
de 90. Com o passar dos anos, a cadeia produtiva da olericola avancou pelo estado,
apresentando grande diferenca ao se tratar do nivel de tecnologia, tamanho da
propriedade e cultivares utilizadas (SCOTTI e NAZARENO, 2000). De modo geral, as
regides de Guarapuava, Castro e Sdo Mateus do Sul se caracterizam por serem
grandes areas produtivas, com alta utilizacdo de insumos, mecanizacdo e maior
produtividade (25-35 t/ha), ao contrario de produtores familiares que predominam na
regido metropolitana de Curitiba. O plantio da cultivar Agata € o que predomina no
estado, por se tratar de um produto com maior pre¢co de mercado e boa produtividade,
apesar de ser mais sensivel ao ataque de pragas e doencas (NAZARENO e
JACCOUD FILHO, 2003).

Sado inUmeras as doencas que acometem a cultura da batata, sendo estas
geralmente relacionadas a um agente etioldgico, que pode ser um fungo, virus,
bactéria, oomiceto ou nematoide. Dentro do grupo dos oomicetos, uma das principais
doencas que acometem a cultura é a requeima. Phytophthora infestans (Mont.) de
Bary é o agente etiol6gico que causa a requeima da batateira, também conhecida
como mela. Trata-se de uma doenca policiclica, severa e altamente destrutiva, capaz
de dizimar lavouras em curto periodo de tempo (KUROZAWA E PAVAN, 1977). No
Brasil, o primeiro relato desta doenga na cultura da batata ocorreu no ano de 1898,
conforme descrito por Niederhauser (1995), atribuida a introducéo de batata-semente
proveniente da Europa.

Dentre as medidas de controle da requeima, a aplicacao de fungicidas € a mais
utilizada entre os produtores convencionais e também a mais eficiente (COOKE et al.,



2011). Entretanto, no Brasil a batata € cultivada em regides propicias para o
desenvolvimento da requeima, fato que é agravado ao se realizar o plantio com
cultivares suscetiveis, como a Agata por exemplo. Apesar da cultura da batata estar
muito bem adaptada ao estado do Parana, a necessidade do controle quimico no
manejo de doencas ainda é muito intensa. Em levantamento realizado h4 uma
década, o numero de aplicagfes variava de 8 a 23 por safra em sistema convencional
(NAZARENO et al., 1995), fato que ainda perpetua em muitas propriedades. Diante
disso, o risco de selecdo de isolados resistentes a fungicidas € agravado,
especialmente daqueles que possuem mecanismo de acdo mais especifico (REIS et
al., 2002).

Dentre os fungicidas comumente utilizados para o controle deste patdgeno na
cultura da batata esta o fluazinam. Se trata de um produto sitio-especifico que atua
principalmente na respiragdo do fungo, impedindo a oxidagdo fosforilativa e
promovendo inibicdo da producéo de energia, o que leva a morte das células do fungo
(TOFOLI et al., 2013; LIANG et al., 2015). O risco de resisténcia do fungicida fluazinam
€ considerado baixo pelo Comité de Acdo a Resisténcia a Fungicidas (FRAC),
entretanto, Phytophthora infestans é considerado um patégeno com alto risco de

desenvolver reducao de sensibilidade aos fungicidas.

Considerando o0 exposto acima, o presente trabalho objetivou analisar a
sensibilidade de isolados de Phytophthora infestans coletados em diferentes regides

do estado do Parana, no periodo de 2021 a 2022, ao fungicida fluazinam.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A CULTURA DA BATATA E SUA IMPORTANCIA ECONOMICA

A batata (Solanum tuberosum L.) é a cultura olericola mais importante no Brasil,
com producao anual de 3,8 milhdes de toneladas, em uma area de 116.428 hectares.
O estado de Minas Gerais é o maior produtor de batata do pais, responsavel por
aproximadamente 34% da producao. Na sequéncia do ranking, aparece o estado do
Parana, com 20%, e Sdo Paulo, com 15% da producao nacional na safra de 2021
(IBGE, 2022).

Esta cultura representa enorme importancia para o planeta, jA& que €
considerada a primeira commodity ndo grdo e a terceira cultura alimentar mais
importante no mundo (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA,
2021). A producdo mundial desta olericola ja chegou a 368 milhdes de toneladas no
ano de 2018, em uma area de 17,58 milh6es de hectares. Neste cenario, a China
entra como o0 maior produtor mundial de batata, fornecendo 90,32 milhGes de
toneladas em 4,81 milhdes de hectares (FAOSTAT, 2020).

Grande parte da producédo de batata segue sendo comercializada in natura,
apenas uma pequena parte €é destinada para processamento industrial,
aproximadamente 10% do total. Para suprir toda a demanda nacional, tecnologias
vém sendo implantadas para possibilitar aumento na produtividade, principalmente no
melhoramento genético de cultivares e na qualidade das sementes produzidas
(EMBRAPA, 2021).

Apesar da reducdo de area produtiva ao longo dos anos, a produtividade
brasileira aumentou 28,1% nos ultimos 10 anos, segundo a Organizacao das Nacdes
Unidas para a Alimentacéo e Agricultura (FAO) (EMBRAPA, 2021), fato que pode ser
observado na figura 1. Em 2018, a produtividade nacional atingiu 31 toneladas por
hectare, superando a produtividade média mundial de batata: 20,94 toneladas por
hectare, ficando para tras de paises super desenvolvidos como Estados Unidos (50
t/ha), Canada (43 t/ha), Franca (39 t/ha) e outros (FAOSTAT, 2020).



FIGURA 1. PRODUGCAO TOTAL E AREA CULTIVADA (MILHOES DE TONELADAS) DE BATATA NO
BRASIL (2000-2019).
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Fonte: MARCOMINI (2021).

2.2 CARACTERISTICAS DA PLANTA

A batata € uma planta dicotiledénea, pertencente ao género Solanum e familia
Solanaceae. Esta é nativa da América do Sul, mais especificamente da Cordilheira
dos Andes, e comecou a ser consumida por volta de 8.000 anos atras por populactes
nativas do local. Sua introducédo na Europa aconteceu em meados de 1570, e mais
tarde, por volta de 1620, esta cultura chegou a América do Norte, onde se popularizou

0 seu consumo e se disseminou para outras regides (EMBRAPA, 2021).

A batata € uma planta herbacea que produz tubérculos, que sao por¢des de
caules modificados produzidas para reserva de carboidratos, semelhante as raizes,
porém com engrossamento na extremidade dos estoldes. Os tubérculos consistem no
produto final desejado, utilizado como alimento, e também para reproducéo, utilizado
como semente no inicio de um novo cultivo (ZAMBOLIM, 2000).

A flor da batata possui 5 pétalas em forma de estrela e corola gamopétala,
possuindo aproximadamente 4 centimetros de diametro. Existem diversas cultivares
de batata, onde cada uma pode apresentar uma flor com coloragao diferente, desde

branca, rosa, vermelha, azul a roxa. No geral, cada flor possui cinco anteras com 7 a
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9 mm de comprimento ao redor no pistilo. O tipo de agrupamento das flores é a
inflorescéncia, possuindo geralmente mais de 10 flores. Na batata ocorre
autofecundacéo, onde o androceu e o gineceu amadurecem em tempos semelhantes
e geram o fruto (EMBRAPA, 2021).

Os frutos da batata séo biloculares do tipo baga, apresentam de 2 a 3 cm de
diametro e coloracao verde. Esta planta pode produzir de 40 a 240 sementes por fruto,
entretanto, esta ndo € uma forma de propagacao, o que se utiliza em areas produtivas

€ a propagacao vegetativa através dos tubérculos (clones) (EMBRAPA, 2021).

As folhas s@o compostas, unindo varios foliolos a um peciolo. O caule pode ter
seccdao circular, quadrangular ou triangular e apresentar ramificacdes saindo proximo
a haste principal (que sai diretamente do tubérculo). O sistema radicular prevalece em
40 a 50 centimetros de solo, da batata-semente sdo emitidas raizes adventicias nos
nos do caule subterraneo. Por fim, h4d os estolbes, que sdo caules subterraneos
adaptados para formacao de tubérculos em sua extremidade, quando em condicdes
adequadas de ambiente e balanco hormonal e fisiolégico da planta equilibrados
(EMBRAPA, 2021).

A batateira possui ciclo fenoldgico que pode ser dividido em cinco fases:

| — Brotacdo a pré-emergéncia: inicia-se 0 desenvolvimento dos brotos a partir da
batata semente e emergéncia do solo, enquanto as raizes comecam a se desenvolver;

esta fase dura de 3 a 6 dias quando as condi¢cdes ambientais séo favoraveis.

Il — Crescimento vegetativo: ocorre desenvolvimento acentuado da parte aérea, ao
mesmo tempo que as raizes e estoldes se desenvolvem; esta fase permanece por 15

a 30 dias, dependendo da cultivar e condicbes ambientais do local.

[Il — Inicio da tuberizacao: inicia-se a formacao dos tubérculos nas extremidades dos
estoldes, onde os fotoassimilados produzidos na parte aérea sdo encaminhados para

reserva na forma de amido dentro dos tubérculos; esta fase dura de 10 a 15 dias.

IV — Crescimento dos tubérculos: o crescimento vegetativo é interrompido, enquanto

ocorre o engrossamento dos tubérculos pelo acelerado acumulo de amido.

V — Maturacdo: a matéria seca acumulada nos tubérculos atinge o nivel maximo, as
folhas se tornam amareladas e secam, enquanto se torna mais firme a pelicula dos
tubérculos (EMBRAPA, 2021).
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2.2 EXIGENCIAS CLIMATICAS

As condi¢cbes edafoclimaticas necessarias para uma boa producéo da batata
exigem fotoperiodos curtos e temperaturas amenas durante o crescimento. De forma
geral, a temperatura ideal para o cultivo da batata é de 12°C a 20°C, para que a
tuberizacéo seja abundante as temperaturas amenas séo determinantes (FOHNER et
al., 1984).

O fotoperiodo é um fator importante para a boa producao de batatas, de modo
geral, noites mais longas favorecem a tuberizacdo, logo, a batata pode ser
considerada uma planta de dias curtos. Geralmente em fotoperiodos curtos as plantas
apresentam tuberizac&o e produgcao mais precoce, estoldoes curtos e hastes menores,
enquanto em fotoperiodos longos ocorre florescimento, maior quantidade de hastes
laterais e folhas, estoldes maiores e tuberizacdo mais tardia, com isso o ciclo é maior
e a producdo acaba sendo retardada (FIGUEIREDO-RIBEIRO; CHU; ALMEIDA,
2004). Entretanto, cada cultivar apresenta um fotoperiodo critico e € importante que o
produtor possua conhecimento deste comportamento para a determinada regiao e

época de cultivo.

A batateira € uma cultura bastante sensivel a falta de agua, periodos de
estiagem podem comprometer grandes produtividades da lavoura. A demanda de
agua pela cultura varia conforme a cultivar, sistema de cultivo adotado e condicdes
climaticas da regido. De forma geral, a necessidade de agua pela cultura esta dentro
da faixa de 250 a 550 milimetros, podendo ultrapassar esta quantidade em regifes
muito quentes e secas, necessitando de irrigacdo (EMBRAPA, 2021).

2.3 DOENCAS NA BATATA

Os problemas com doencas em culturas agricolas tém sido mais recorrentes a
cada ano, fato que pode ser explicado devido as extensas areas de monocultura,
ocorréncia de resisténcia a fungicidas, deficiéncia na rotacdo de culturas, e outras
razdes. Este é um fator que preocupa muito os produtores que acabam tendo gastos

elevados para o controle de doencas, principalmente quando as condi¢des climaticas
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se tornam favoraveis para o desenvolvimento de determinados patdgenos de oneroso

controle.

Sao inumeras as doencas que incidem sobre a cultura da batata, sendo aquelas
causadas por fungos e bactérias as mais comuns de ocorrer. Dentre as doencas
bacterianas que comumente acometem a batata e causam prejuizos a producéo
estdo: canela preta (Pectobacterium e Dickeya), murcha bacteriana (Ralstonia
solanacearum), podriddo anelar (Clavibacter sepedonicum) e sarna bacteriana
(Streptomyces spp.). Além das doencas bacterianas, diversos fungos e oomicetos
acometem esta cultura, tais como: requeima ou mela da batateira (Phytophthora
infestans), pinta preta (Alternaria spp.), rizoctoniose (Rhizoctonia solani), sarna
prateada (Helminthosporium solani), sarna pulverulenta (Spongospora subterranea) e
outras (TOFOLI; DOMINGUES, 2013).

2.3.1 Requeima da batateira

A requeima € uma preocupante doenca da batateira, causada pelo oomiceto
Phytophthora infestans, apresenta potencial de prejudicar lavouras de batata
drasticamente e em curto periodo de tempo quando as condi¢cBes se apresentam
favoraveis: alta umidade e temperaturas amenas (CHMIELARZ, 2005; DUARTE,
2012).

Esta doenca tem papel histérico por causar a Grande Fome da Irlanda, no
periodo de 1845 a 1849, onde causou a morte e imigracdo de milhares de pessoas
para fora da Europa apés dizimar indmeras lavouras de batata (ZADOKS, 2008).
Embora grandes avancos no manejo desta doenca foram obtidos desde entéo, a
requeima continua sendo uma doenca severa que impacta significativamente campos
produtivos de batata, afetando diretamente o rendimento desta importante base
alimentar (TOFOLI; DOMINGUES, 2020).

Phytophthora infestans (Mont.) De Bary é o agente etiol6gico responsavel por
causar uma das principais doencas da batateira, conhecida como requeima ou mela.
Este fitopatbgeno pertence ao Reino Stramenopila, Filo Oomycota, Ordem
Peronosporales e Familia Peronosporaceae. Suas caracteristicas morfologicas séo

bastante semelhantes as de um fungo, porém apresentam diferencas na constituicao
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da parede celular, mitocéndria, sintese de compostos, forma de ploidia e outras
caracteristicas (TRIGIANO; AMENT; LAMOUR, 2010).

Trata-se de um microrganismo isento de pigmentos fotossintéticos, diploide,
com parede celular constituida por celulose e outras glucanas, ndo possui a
capacidade de sintetizar o proprio esterol e tiamina, necessitando do hospedeiro para
adquirir estes compostos. P. infestans possui crescimento micelial caracteristico do
tipo cenocitico (sem septos), com producdo de esporos chamados esporangios. Os
esporangios sao hialinos, globulosos e papilados, produzidos por esporangioforos que
apresentam ramificacdo simpodial, os quais geralmente emergem pelos estématos.
Em condicGes especificas, podem formar-se 0s zodsporos (esporos maéveis) no
interior dos esporangios, os quais possuem dois flagelos e assim tornam-se capazes

de se deslocar mais facilmente em agua (DRENTH et a., 1993).

P. infestans pode apresentar reproducao assexuada ou sexuada. As estruturas
assexuadas sao basicamente os esporangios e zodsporos. Ja a reproducdo sexuada
pode ocorrer de duas maneiras: com linhagens homotalicas (auto férteis) ou
heterotalicas. Enquanto as linhagens homotélicas conseguem se reproduzir através
de um mecanismo de auto fertilidade, as heterotélicas necessitam de dois grupos
distintos de compatibilidade: Al e A2, ambos coexistindo no mesmo local, de forma a
permitir a troca de material genético. A reproducao sexuada gera esporos com parede
mais espessas e adaptados para resistir a condicdes adversas do ambiente, e
consequentemente, sao originadas linhagens mais agressivas, com maior

variabilidade genética e menos sensiveis a fungicidas (GOODWIN, 1977).

Os sintomas causados pela requeima sdo primeiramente visualizados nas
folhas da batateira, sendo caracterizados por manchas de coloracdo verde clara a
escura, com aspecto umido e tamanho variavel. Com o tempo, essas manchas se
tornam negras, necroticas e irregulares, podendo apresentar ou nao um halo clorético
ao redor. E comum visualizar o crescimento micelial do oomiceto na face inferior do
tecido com sintoma, possuindo aspecto branco acinzentado e aveludado. No micélio
€ onde séo produzidos os esporangios do patdégeno, que sdo gerados em condi¢des
de alta umidade e temperatura em torno de 12°C a 20°C. Ao atingir brotos e gemas
apicais no ponteiro da planta, a doenca paralisa o crescimento da mesma. Nos caules
e peciolos, os sintomas se caracterizam por lesfes pardo-escuras a negras e

alongadas, podendo causar a morte dos 0rgdos acima ao ponto de infeccdo. J& nos
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tubérculos, as lesGes sdo superficiais, castanhas e irregulares, com bordos definidos,
podendo atingir o interior e apresentar manchas castanho-avermelhadas e necrose
assimétrica do tecido (TOFOLI; DOMINGUES, 2020).

Na reproducdo assexuada 0s esporangios germinam quando em temperatura
de 18°C a 24°C, e a producao de zoosporos flagelados pode ocorrer em temperatura
de 12°C a 17°C. Em geral, cada esporangio tem a capacidade de produzir 8 zoGsporos
gquando em condicdo favoravel, aumentando significativamente a quantidade de
indculo e severidade da infecgdo (TOFOLI; DOMINGUES, 2020).

Na reproducéo sexuada, ocorre a formacgéo do anteridio e oogbonio, que sdo 0s
gametangios masculinos e femininos, respectivamente. A meiose ocorre nestes
gametangios, originando um tubo de fertilizagdo onde é transmitido um Unico nucleo
hapléide para o oogénio, ocorrendo a fusdo e formagédo de um Unico odsporo. Apos
liberados, esses o6sporos podem vir a germinar e produzir novos esporangios, que

sao liberados e originam novas infec¢des (MIZUBUTI; FRY, 2006).

ApoOs a infeccdo do esporo no tecido, a colonizacdo € extremamente rapida,
podendo o periodo de incubacado (tempo para aparecimento dos primeiros sintomas)
levar de 48 a 72 horas apenas. Periodos de molhamento foliar superior a 12 horas e
ambientes de névoa favorecem em muito o desenvolvimento da doenca, pela

presenca constante de umidade e temperaturas amenas (MIZUBUTI; FRY, 2006).

Além da batata, P. infestans possui outros hospedeiros, como as culturas do
tomate (Solanum lycopersicum L.), pimentdo (Capsicum annuum L.) e berinjela
(Solanum melongena L.). Além disso, a requeima pode também infectar plantas
invasoras como o picao branco (Galinsoga parvifora Cav), corda de viola (Ipomea
purpurea L.), maria-pretinha (Solanum americanum L.), joa de capote (Physalis
angulata L.) e outros. Portanto, para evitar a disseminagéo desta doenca é importante
eliminar da area os hospedeiros alternativos, ja que estes atuam como local de
sobrevivéncia do patdgeno e fonte de in6culo (TOFOLI; DOMINGUES, 2020).

Apesar do uso de fungicidas ser o mais utilizado, € importante também priorizar
acdes no manejo da cultura, de forma com que se permita reduzir a grande pressao
de produtos quimicos sobre as doencas. O manejo da requeima deve ser executado
por meio de medidas integradas de controle, como: utilizar batata-semente sadia no

plantio; evitar locais com alta umidade e proximas de areas em final de ciclo; eliminar
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plantas que possam ser hospedeiras da doenca; desinfetar equipamentos utilizados
em areas contaminadas; realizar o monitoramento antes da tomada de deciséo;
buscar cultivares com certo nivel de resisténcia, como: Itararé, BRS Clara, IAPAR
Cristina, Monte Alegre 172, Ibituacu, e outras (EMBRAPA, 2021).

2.3.1.1 Estratégias de controle e resisténcia a fungicidas

Como estratégia de controle da requeima, o emprego do controle quimico com
fungicidas de acéo sistémica e de contato € o mais utilizado, seguindo geralmente um
calendario de aplicacdo (COOKE et al., 2011). Entretanto, a utilizacao intensiva e
indiscriminada de fungicidas acarreta na reducdo da sensibilidade de isolados,
contribuindo para a selecdo de populacdes resistentes a determinadas moléculas
(ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007).

Atualmente, sdo inimeros o0s produtos quimicos registrados junto ao Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) para o controle da requeima.
Alguns dos fungicidas comumente utilizados para o controle deste patégeno na cultura
da batata no Brasil sdo os produtos a base de dimetomorfe, metalaxil-M, cimoxanil,
famoxadona e fluazinam (TOFOLI et al., 2013).

O fluazinam é um fungicida sitio-especifico que pertence ao grupo quimico
fenilpiridinilamina (grupo C5 do FRAC), atuando principalmente na respiracao do
fungo, impedindo a oxidacéo fosforilativa e promovendo inibicdo da producdo de ATP
(energia), o que leva a morte das células do fungo. Este produto é considerado topico
ou imével na planta, apresentando maior efeito protetor e bom efeito residual (TOFOLI
et al., 2013; LIANG et al., 2015).

O risco de resisténcia do fungicida fluazinam é considerado baixo pelo Comité
de Acéo a Resisténcia a Fungicidas (FRAC), até entdo foi registrado apenas uma
ocorréncia de resisténcia a esta molécula em Botrytis cinerea, no Japao (TAMURA,
2000). Na cultura da batata, Phytophthora infestans € considerado um patdégeno com
alto risco de desenvolver reducédo de sensibilidade a fungicidas. Ainda ndo ha registro
de resisténcia ao fungicida fluazinam para este patdgeno no Brasil, entretanto, ja ha

relatos de uma linhagem de P. infestans apresentando reduc¢éo de eficacia no controle
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da requeima em campos experimentais com alta pressédo da doenca (SCHEPERS et
al., 2018).

3 MATERIAL E METODOS

Os isolados avaliados neste trabalho foram coletados no periodo de janeiro
de 2021 a julho de 2022, foram obtidos 11 isolados de P. infestans provenientes de
folhas de batata, coletados em lavouras comerciais de 6 cidades do estado do Parana
(descritos na tabela 1). As plantas coletadas apresentavam lesfes castanhas,
irregulares e com aspectos de umido nas folhas, semelhantes aos sintomas descritos
para a requeima. As mesmas foram identificadas com o nome da propriedade e data
da coleta, e organizadas em pacotes plasticos para transporte e conservacao das
amostras. Ao chegar ao Setor de Ciéncias Agrarias (UFPR), as amostras foram
fotografadas, como forma de registro, e armazenadas em geladeira no Laboratério de
Epidemiologia de Manejo Integrado de Plantas (LEMID) no Departamento de
Fitossanidade da Universidade.

O isolamento do patdégeno foi feito pelo método indireto, transferindo
estruturas do patdégeno, com auxilio de lupa e agulha flambada, para placas de Petri
contendo meio de centeio ou V8. Para todos os isolados avaliados neste trabalho foi
realizado o cultivo monoesporangial, de forma a reduzir a variabilidade de individuos.

A sensibilidade dos isolados de P. infestans ao fluazinam foi observada por
meio de avaliacdo da area infectada pelo fungo em folhas destacadas de batata, de
acordo com a metodologia descrita por Colon, Nielsen e Darsow (2004), contendo
adaptacdes do trabalho de Scherb e Mehl (2006), descrito pelo FRAC (Comité de Acao
a Resisténcia a Fungicidas), para determinacdo da CEso (concentracdo efetiva do

fungicida para inibir 50% do desenvolvimento do fungo) do fungicida.

No primeiro momento, foi efetuado o plantio de tubérculos de batata da cultivar
Agata em vasos contendo solo, sob condi¢des de casa de vegetacdo. Decorridos
aproximadamente 40 dias do plantio, foram retiradas folhas de batata do terco médio
da planta, as quais foram lavadas e padronizadas pelo tamanho. Para testar as
concentragdes efetivas, estes foliolos foram imersos em solugdo com diferentes

concentracdes do fungicida Frowncide ® (500g/L de fluazinam) por trés segundos,
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sendo estas 0; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 10 e 30 ug mL* (SCHEPERS et al., 2018). Apds
estarem secos, os foliolos foram dispostos, com o lado abaxial para cima, em placas
de Petri contendo meio agar-agua de forma a manter a turgidez das folhas (FIGURA
2).

Na sequéncia, cada foliolo foi inoculado ao centro com 20 pl de uma suspensao
contendo 10° esporangios de P. infestans/mL, diluidos em agua destilada. As placas
foram vedadas com filme plastico transparente e incubadas em BOD a 17°C com
fotoperiodo de 16 horas por 6 dias (CASA COILA, 2014). Para obtencdo dos esporos
utilizados na inoculagéo, cada isolado foi cultivado em placas de Petri contendo meio

V8, e mantidos até a esporulacdo em BOD a 17°C por 7 a 14 dias.

A avaliacdo foi conduzida 6 dias apés a inoculacdo, de forma a observar a
porcentagem de area infectada sobre o foliolo tratado, de acordo com o protocolo da
Potato Late Blight Network for Europe (COLON; NIELSEN; DARSOW, 2004),
atribuindo valores intermediarios de infeccao entre 1 a 100% através do software para
processamento e mensuracao de imagens digitais QUANT. Além da porcentagem de
area infectada, foi utilizado outro par@metro, desenvolvido por Gouot (1994), a fim de
comparar a sensibilidade dos isolados. Gouot desenvolveu esta classificacao,
denominado fator de resisténcia, para verificacdo da sensibilidade de isolados, a qual
também foi utilizada como referéncia por outros autores que objetivaram estudar a
evolugdo da mesma (REKANOVIC et al.,, 2011). O fator de resisténcia (RF) foi
expresso como a razéo da CEso e a mais baixa CEso dos isolados testados, resultando

na seguinte escala:
e RF < 3 -isolados sensiveis (S);
e RF =3-20 > - isolados moderadamente resistentes (MR);
e RF =100 > - isolados altamente resistentes (R).

Por fim, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 4
repeticbes por tratamento, sendo cada repeticdo composta por um foliolo de batata.
A sensibilidade foi mensurada por meio do calculo da concentragéo efetiva (CEso) com

analise de regressao linear.
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FIGURA 2 — CONDUCAO DO EXPERIMENTO E AVALIACAO. A) Foliolos apés imersdo em solucéo
contendo o fungicida fluazinam em sua respectiva concentragdo; B) Placas de Petri contendo os foliolos
tratados e inoculados com gota contendo suspensao de esporos de Phytophthora infestans ao centro;

C) Foliolos apresentando sintomas de requeima nas concentra¢fes de fluazinam testadas.

FONTE: A autora (2023).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores da concentracéo efetiva 50% (CE50) variaram de 0,01 pg mL1, em
um isolado proveniente de cidade de Castro (CAPR6), a 13,82 ug mL%, de um isolado
proveniente de cidade de Guarapuava (GUPR1) (TABELA 1). Cerca de 72,7% dos
isolados testados apresentaram um valor de CEso inferior a 0,50 pg mL™?, sendo que
45,5% apresentaram CEso menor a 0,2 ug mL™* para o fungicida fluazinam (FIGURA
3). Apenas 2 isolados apresentaram CEso superior a 1 ug mL™, sendo estes o isolado
PAPRL1 (3,44 ug mL?) e o isolado GUPR1 (13,82 ug mL™1).
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TABELA 1 — CONCENTRAGAO EFETIVA (CEso) DE ISOLADOS DE Phytophthora infestans AO
FUNGICIDA FLUAZINAM, SEU RESPECTIVO LOCAL DE COLETA, ANO EM QUE FOI ISOLADO E
FATOR DE RESISTENCIA (RF).

Isolado Local Isolamento | CEso (ug mL™) | Fator de resisténcia
AOPR1 | Antdnio Olinto 2021 0,14 S
AOPR5 | Antdnio Olinto 2021 0,07 S
COPR1 Contenda 2021 0,37 S
COPR2 Contenda 2021 0,23 S
GUPR1 | Guarapuava 2021 13,82 MR®
GUPR7 Guarapuava 2021 0,43 S
CAPRG6 Castro 2022 0,01 S
CAPRS Castro 2022 0,02 S
LAPR1 Lapa 2022 0,56 S
LAPR2 Lapa 2022 0,03 S
PAPR1 Palmeira 2022 3,44 MR

(1)Sensivel; (@Moderadamente Resistente

FONTE: A autora (2023).

Observando os resultados obtidos neste trabalho, é perceptivel que a maioria
dos isolados de P. infestans apresentaram-se sensiveis ao fungicida testado. Os
valores de CE50 encontrados para a maioria dos isolados (0,01 a 0,56 pg mL™?)
sugerem gue ndo houve perda de sensibilidade na populagéo do patégeno, entretanto,
o isolado PAPR1 (3,44 ug mLt) e o isolado GUPR1 (13,82 pug mLt) merecem atencéo
especial por estarem dentro da faixa de fator de resisténcia considerados como
isolados moderadamente resistentes e isolados altamente resistentes,

respectivamente, se analisado pela escala de Gouot (1994).

No trabalho reproduzido por Rekanovi¢ (2011), para isolados de P. infestans
coletados no periodo de 2005 a 2007 em cidades da Holanda, foram encontrados
valores de CE50 entre 0,14 e 0,27 mg L, onde todos os isolados testados foram
considerados altamente sensiveis ao fungicida fluazinam, valores semelhantes aos

encontrados para alguns isolados estudados neste trabalho.

Os resultados deste trabalho sugerem uma provavel ocorréncia de isolados

com menor sensibilidade ao fluazinam, e reforca a necessidade de monitoramento em
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campos comerciais. Tal fato corrobora com o trabalho desenvolvido por Schepers
(2011), o qual avaliou a sensibilidade de isolados de P. infestans coletados em
campos experimentais no periodo de 2011 a 2015 na Holanda, foi encontrado uma
linhagem clonal denominada EU_33_ A2, dentro da qual verificou-se um isolado
apresentando eficacia reduzida de controle pelo fluazinam. Neste caso, foram

analisados fatores como severidade, area abaixo da curva de progresso da doenca e
motilidade de zoGsporos.

FIGURA 3. RELACAO DA CONCENTRACAO EFETIVA 50% (CEso) DOS ISOLADOS DE
Phytophthora infestans AO FUNGICIDA FLUAZINAM (ug mL1).

50

0 I I l -

0a0,2 0,2a0,5 05a5
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N w ey
o o o

—
o

Frequéncia de isolados (%)

FONTE: A autora (2023).

Fluazinam €é o Unico produto comercial disponivel da classe das
fenilpiridinilaminas para controle de requeima no Brasil e no mundo. Seu modo de
acao ocorre por meio da inibicdo da oxidacao fosforilativa, promovendo inibicdo da
producéo de energia do oomiceto. Por ser imovel na planta este fungicida atua como
protetor, em funcéo disto pode-se relacionar um maior potencial de controle antes da

doenca se instalar no tecido da planta, j& que ndo possui efeito curativo e sistémico
tao significativo (LIANG et al., 2015).

Compreender o modo de agao dos fungicidas e seu comportamento sobre

doencas no campo permite a busca por estratégias de manejo mais adequadas ao
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problema. Neste sentido, a preservacao de moléculas eficazes no controle de doencas

é de extrema importancia, como é o caso do fungicida fluazinam.

Mais estudos precisam ser realizados acerca dos resultados obtidos neste
trabalho, a fim de evidenciar a real ocorréncia de reducao de sensibilidade de isolados
de Phytophthora infestans ao fluazinam. Além disso, € necessario verificar a
concentragéo efetiva 50% (CEso) de um maior niumero de isolados referentes as
cidades estudadas e em mais regifes produtoras de batata do estado do Parana e na

regiao sul do Brasil.



22

5 CONCLUSOES

e Os valores de CE50 para fluazinam variaram de 0,01 a 13,82 ug.mL™* para os

isolados de Phytophthora infestans avaliados.

e Houve evidéncias de que cerca de 18,2% dos isolados testados apresentaram-
se moderadamente resistentes. Os demais, mostraram-se sensiveis ao

fungicida fluazinam.
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