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RESUMO

MACHADO, Franklin Jackson, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2016.Giberela do trigo: resisténcia a fungicidas e metanalise da eficacia do controle
quimico. Orientador: Emerson Medeiros Del Ponte. Coorientador: Eduardo Seiti Gomide
Mizubuti.

Os fungicidas sao normalmente aplicados para o manejo da giberela com o objetivo de
garantir a produtividade e reduzir niveis de micotoxinas associadas a doenca. Varios
ingredientes ativos estdo disponiveis no Brasil, sendo que 0s mais comumente
recomendados pertencem ao grupo dos inibidores da demetilacdo (DMI) e benzimidazois
(MBC), ou usados em mistura com fungicidas do grupo das estrobilurinas (Qol). Dada a
importancia crescente de epidemias de giberela no Brasil, o uso de fungicidas vé
aumentando consideravelmente e, geralmente, duas aplitégosislo recomendadas.
Parcelas de campo em 16 municipios na regido de Guarapuava, Sul do Parana foram
monitoradas durante quatro anos (2011 a 2014) e um total de 227 isolados semelhantes a
espécies do complexo de espécie$dsarium graminearunfioram obtidos a partir de
espigas de trigo sintomaticas. Uma amostra de 173 isolados foi identificada quanto ao
genotipo tricoteceno com base em PCR. Entre eles, 67% foram identificados como 15-
(A)cetil-desoxinivalenol(DON), 29% do nivalenol (NIV) e 4% como gendtipo 3-ADON.

Uma amostra de 35 isolados foi selecionada para determinar a concentracdo dos
fungicidas tebuconazol e carbendazim que reduz em 50% do crescimento de micelial
(ECs0), usando as seguintes doses (0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 ug / ml). As medias estimadas de

ECso, independente do gendtipo, foram 0,39 pg/ml (0,0004 a 3,0) e 1,25 pg/ml (0,91 a

2,65) para tebuconazol e carbendazim, respectivamente. As mediasoder&@ 1,32

pg/ml e 1,21 pg/ml para carbendazim e 0,58 pg/ml e 0,05 pg/ml para tebuconazol, para
os isolados 15-ADON e NIV ou 3-ADON, respectivamente. O teste ndo parameétrico
Kolmogorov-Smirnov mostrou diferenca entre os isolados 15-ADON e os NIV+3-ADON
quanto ao tebuconazd? & 0,002), mas nao para o carbendazi=(0,514). As doses
discriminatorias de 1,4 ug/ml e 2,0 pg/ml foram usadas para identificar isolados menos
sensiveis a carbendazim e tebuconazol, respectivamente, em toda cole¢cdo. Baseado
nessas doses, dois isolados menos sensiveis ao tebuconazol e seis isolados menos
sensiveis ao carbendazim foram encontrados, sendo todos originarios do municipio de

Guarapuava ao longo de trés safras e possuem o genotipo 15-ADON. Houve correlagao

vii



significativa entre os valores de &@os dois fungicidag € 0,45;P = 0,007). Um Gnico

isolado apresentou os maiores valores de B&a ambos fungicidas e apresentou uma
mutacdo (R31K) no gengyp51A A presenca da reduzida sensibilidade e um isolado
resistente, reportado pela primeira vez no Brasil, sugerem que a selecdo pode conduzir
mudancas nas populacbes com consequéncias no manejo da doenca. Estudos futuros
devem se concentrar em atributos de fitness, competitividade e experimemtopara

verificar se a eficacia do fungicida é prejudicada na presenca de isolados menos sensiveis.
Em estudos de controle quimico da giberela, resultados sobre a eficacia tém sido
inconsistentes e variaveis para um mesmo fungicida. Uma revisdo sistematica de estudos
de eficacia dos fungicidas pode ser (til para apontar para os produtos mais eficazes e
cenarios onde a eficacia pode ser melhorada. Os objetivos deste trabalho foram a) revisar
sistematicamente estudos de controle quimico para o manejo da giberela realizados no
Brasil durante os ultimos 15 anos (2000-2015), publicados em revistas com e sem corpo
editorial e b) conduzir uma metanalise da eficacia de controle e retorno em produtividade
de fungicidas selecionados. Uma busca na literatura identificou 18 estudos que relataram
a severidade da giberela (0 mesmo que indice giberela) para pelo menos um tratamento
com fungicida em compara¢do com um tratamento controle sem o fungicida, e também
uma medida da variancia amostral do ensaio. Apenas trés e dois estudos relataram valores
médios de graos giberelados e deoxinivalenol (DON), respectivamente. Os estudos foram
analisados e oito tratamentos com fungicidas, com pelo menos dez entradas foram
selecionados para o estudo de metanalise. Foram incluidos os tratamentos com os
fungicidas dos grupos: DMI (tebuconazol, metconazol e propiconazol) e MBC
(carbendazim) formulados individualmente e uma pré-mistura de DMI + Qol
(azoxistrobina + tebuconazol, piraclostrobina + metconazol, trifloxistrobina +
prothioconazol e trifloxistrobina + tebuconazol). Foram testadas uma aplicacdo (x1) e
duas aplicagbes (x2), sendo a primeira na floracdo plena e a segunda dez dias apds. Um
modelo metanalitico multivariado foi ajustado para o log das médias para cada fungicida
e o tratamento controle de cada ensaio. A diferenca nas estimativas médias do log da
severidade entre um tratamento com fungicida e o controle foram usadas para calcular a
razao de resposta meédR) e entdo transformadas para porcentagem de con@pke (
porcentagem de retorno em produtivida®)e A média deC e P variou de 48,94 a 70,39%

e de 7,41 a 21,29%, respectivamente. Metconazol (x2) teve o melhor desempenho para
reduzir a severidade da doenda £ 70,39%) e tebuconazol (x1) em retorno em

produtividade P = 21,29%). Propiconazol foi o menos eficaz entre os DIIs=(
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48,94%), seguido de carbendazith<£ 53,90%). Em geral, os fungicidas mais eficazes
resultaram em maior retorno de rendimento. Quando os grupos de fungicidas foram
comparados, em geral, os DMIs e as misturas tiveram o melhor desempenho,
especialmente em ensaios conduzidos sob elevada pressao da doenca (> 7% no tratamentc
controle). Os resultados mostraram que a eficdcia de controle média em estudos
brasileiros quando se utiliza duas aplicacbes sao mais elevadas do que quando se utiliza
apenas uma aplicacédo, como relatado em outro estudo de metanalise na América do Norte.
Estudos futuros deveréo centrar-se no efeito sobre os niveis de DON, especialmente para

as misturas, que estéo estrategicamente utilizadas para o controle de doencas foliares.



ABSTRACT

MACHADO, Franklin Jackson, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2016.Fusarium head blight of wheat: resistance to fungicides and meta-analysis of
control efficacy. Adviser.: Emerson Medeiros Del Ponte. Co-Adviser: Eduardo Seiti
Gomide Mizubuti.

Fungicides are commonly applied for managing Fusarium head blight (FHB) with the aim
of protecting yield and improving grain quality, but especially targeting mycotoxin
reduction. Several active ingredients are available in Brazil and the most common belong
to the demethylation-inhibitor (DMI) and benzimidazoles (MBC) groups, with the former
commonly used in mixture with fungicides of the quinone-outside inhibitor (Qol) group
Given the increasing importance of FHB epidemics in Brazil, the use of fungicides is
increasing considerably and usually two sprays are recommended. Experimental trials
where fungicides have been applied for FHB control were monitored in 16 municgpalitie

at the Guarapuava region, Southern Parana, during four years (2011 to 2014). A total of
227 isolates resembling those of tRasarium graminearunspecies complex were
obtained from wheat heads with FHB symptoms. Of those, 173 isolates were assigned to
trichothecene genotypes based on PCR assays. A random sample of 35 isolates from 2011
to 2013 was selected to determine the concentration of tebuconazole and carbendazim
fungicides that reduces 50% of the mycelial growthsge'he following doses were

used: 0, 0.5, 1.0, 2.0 and 4§/ml. In the PCR assays, most isolates (67%) were of the
15-(A)cetyl-deoxynivalenol (DON), 29% of the nivalenol (NIV) and 4% of the 3-ADON
genotype. The estimated means of thed:=Erespectively of the genotype, were 0.39
ug/ml (0.0004 to 3.0) and 1.3f/ml (0.91 to 2.65) for tebuconazole and carbendazim,
respectively. The mean B&wvere 1.32ug/ml and 1.2lug/ml for carbendazim and 0.58

ug/ml and 0.0qug/ml for tebuconazole, for isolates of the 15-ADON and NIV + 3-ADON
isolates, respectively. A Kolmogorov-Smirnov non-parametric test suggested that the
sensitivity to tebuconazole of the 15-ADON and NIV+3-ADON isolates were sampled
from populations with different distribution® & 0.002), but not for carbendazim €

0,514). Discriminatory doses of the 1u@g/ml and 2.Qug/ml were used to screen for less-
sensitive isolates in the whole sample. Based on those doses, two tebuconazole-less
sensitive and six carbendazim-less sensitive isolates were found, all were origimated fro

Guarapuava municipality across three growing seasons and possessed the 15-ADON



genotype. There was as significant correlation between teevaties of tebuconazole

and carbendazint € 0.45;P = 0,007). One isolate exhibited the highess&@lues for

both fungicides and showed a mutation (R31K) incye51Agene. The presence of less
sensitive and a resistant isolate reported for the first time in Brazil suggest that selection
may drive changes in the populations with impact in disease management. Future studies
should focus on the attributes of fithess, competitivenessnam/o assays to check
whether fungicide efficacy is hindered in the presence of resistant isolates. Furthermore,
results on fungicide efficacy have been inconsistent and variable for a same fungicide.
Quantitative summary of fungicide data available in the country is lacking and could be
useful to point to the most efficacious products and scenarios where efficacy can be
improved. The objectives of this work were to a) systematically review the peer- and non-
peer reviewed literature on chemical control studies for FHB management conducted in
Brazil during the last 15 years and b) conduct a meta-analysis of the control efficacy and
yield return of selected fungicides. A search in the literature identified 18 studies that
reported FHB severity (same as FHB index) for least one fungicide treatment compared
to a non-treated check, and also a measure of sampling variance in the trial. Only three
and two studies reported mean values of Fusarium-damaged kernels (FDK) and
deoxyninvalenol (DON), respectively. Studies were scrutinized and eight fungicide
treatments with at least 10 entries were selected for the meta-analysis study. They
included DMI (tebuconazole, metconazole and propiconazole) and MBC (carbendazim)
fungicide treatments formulated solo and a pre-mix of DMI+Qol (azoxystrobin +
tebuconazole, pyraclostrobin + metconazole, trifloxystrobin + prothioconazole and
trifloxystrobin + tebuconazole). One (x1) and two applications (x2) were tested, the first
at full flowering and the second 10 days later. A multivariate meta-analytic model was
fitted to the log of the means for each fungicide and check treatment of the trial. The
difference in the mean estimates of the log of severity between a fungicide treatment and
the check were used to calculate the mean response ratio represented by percentage
control efficacy C) and percentage yield retur®)( MeanC andP ranged from 48.94 to
70.39% and from 7.41 to 21.29%, respectively. Metconazole (x2) performed best to
reduce disease severit€ = 70.39%) and tebuconazole (x1) to increase yiBld- (
21.29%). Propiconazole was the least efficacious among the DMIs (48.94%), followed
by carbendazim (53.9%). In general, the most efficacious fungicides resulted in higher
yield return. When fungicide groups were compared, the DMIs and the mixtures

performed best in general, especially in trials conducted under high disease pressure (>7%

Xi



in the check treatment). Results showed that mean control efficacy in Brazilian studies
when using two sprays are higher one spray, as reported in other meta-analysis study in
North America. Future studies should focus on the effect on DON levels, especially for

the mixtures, which are strategically used for the control foliar diseases.
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Introducéo geral

A giberela do trigo, causada pelo complexo de espé&cigarium graminearum
(FGSC,Fusarium graminearumspecies complex), é uma das doencas mais destrutivas
nas principais regides triticolas do mundo (McMullen et al. 1997). No Brasil, os primeiros
relatos da giberela em trigo sdo da década de 1940 (Costa Neto 1947) e estratégias de
manejo no pais iniciaram na década de 1960 com a introducdo de materiais resistentes e
aplicacdes de fungicidas protetores (Deuner et al. 2011). Na década de 1970 e 1980 a
doenca era considerada de importancia secundaria em termos de danos na produtividade
(Casa et al. 2011). No entanto, epidemias se tornaram mais frequentes a partir da década
de 1990 no Brasil, assim como ao redor do mundo, em funcéo de variacdes ou alteracbes
nos padrfes climaticos e ampla adocao de praticas conservacionistas de manejo do solo,
tal como o plantio direto (Del Ponte et al. 200@Mullen et al. 1997; McMullen et al.,

2012). Danos na produtividade devido a giberela no Brasil em um periodo de mais de
duas décadas (1984 a 2010) foram estimados em média de 18,62%, mas com grande
variacao entre os anos (Casa et al., 2011).

A giberela est4 associada com a presenca de micotoxinas produzidas pelo fungo,
dentre as quais se destacam os tricotecenos deoxinivalenol (DON) e nivalenol éNIV) e
zearalenona (ZEA), comumente detectados em amostras de gréos de lavouras comerciais
de trigo no Brasil (Calori-Domingues et al. 2007; Del Ponte et al. 2012; Tralamazza et al.
2016). Assim, medidas legislativas, como o estabelecimento de limites maximos de
tolerancia para micotoxinas &esarium incluindo deoxinivalenol e zearalenona, foram
implementadas no Brasil (ANVISA, 2011), o que aumenta a importancia da giberela para

a cadeia produtora do trigo.



O manejo da giberela visa atualmente atender primariamente a legislacdo vigente
para niveis maximos de micotoxinas (ANVISA, 2011), além da prevencdo de danos na
produtividade. Dentre as praticas de manejo, o uso dos fungicidas tem sido intensificado,
sendo atualmente considerada uma das principais taticas no manejo de giberela em trigo
e micotoxinas, juntamente com o uso de cultivares com menor susceptibilidade (Paul et
al. 2008; McMullen et al. 2012; Wegulo 2012; Gilbert & Haber 2013). De maneira geral,
aeficacia de controle da giberela se mostra bastante variavel entre e dentre os grupos de
principios ativos, com resultados inconsistentes e com niveis, as vezes, aquém do
desejado. Um estudo de metanalise nos Estados Unidos mostrou niveis médios de eficacia
de controle da doenca para DMIs e mistura de dois DMIs variando de 32 a 52% e de
reducdo de micotoxinas ainda mais baixos variando de 12 a 45% (Paul et al. 2008).

Osfungicidas apresentam alta fungitoxidadevitro (Chen et al. 2007; Spolti et
al. 2012a). No entanto, a eficacia de controle no campo é relativamente mais baixa,
dificultada por varios fatores, como: desuniformidade na emergéncia das espigas e das
anteras, principal alvo de protecdo; dificuldade de distribuicdo uniforme das gotas nas
anteras e, em algumas vezes, atraso na aplicacéo devido as condicdes climaticas quando
as infeccdes ja estéo estabelecidas (Deuner et al. 20alti & Del Ponte 2013).

A intensificacdo do uso de fungicidas no manejo de doencas aumenta o risco de
surgimento de populacdes fungicas resistentes, principalmente no caso de fungicidas
sistémicos, em que apresentam um sitio de acéo especifico (Lucas et al. 2015). No caso
da giberela, uma reducédo na sensibilidade da populacdo do patogeno foi relatada para
triazoéis (prothioconazol, metconazol e tebuconazol) na Europa em isolados coletados nos
anos 1987 e 2004 (Klix et al. 2007). Também ja foram encontrados isolados de FGSC
altamente resistentes ao tebuconazol nos Estados Unidos e na China (Yin et al. 2009;

Spolti et al. 2014). Com relacdo aos benzimidazais, isolados resistentes ao carbendazim



foram encontrados na China (Liu et al. 2010; Zhang et al. 2013), com reflexos negativos
na eficacia de controle da giberela.

A resisténcia aos fungicidas geralmente esta relacionada a mutacfes pontuais nos
genes que alterardo a sequéncia de aminoacidos no sitio de acdo do fungicida (Ma &
Michailides 2005; Lucas et al. 2019jace ao aumento do uso de fungicidas para o
controle da giberela no Brasil, € urgente que se intensifiquem estudos para monitoramento
das populacdes do patdégeno, especialmente em regibes onde aplicacdes sucessivas de
fungicidas vém sendo feitas de maneira continua nos ultimos anos. Até o momento sao
escassas as informacdes sobre sensibilidade da populacdo de FGSC aos fungicidas mais
utilizados para controlar a giberela em trigo no Brasil.

Considerando a ampla diversidade de fungicidas que vem sendo avaliada para o
controle da giberela no Brasil e a inconsisténcia nos resultados, ha necessidade de se
sumarizar quantitativamente a informacao disponivel de forma a identificar as melhores
opcodes e sob que condicbes o manejo da doenca pode ser otimizado. A metanalise é uma
técnica estatistica de uso relativamente recente na Fitopatologia com objetivo de
sumarizar, por meio de critérios definidos, resultados de estudos primarios, publicados
em revistas ou oriundos de ensaios cooperativos (Madden & Paul, 2011). A sumarizacéo
permite estimar a média e a incerteza na resposta a um determinado tratamento, com alvo
emvariaveis de interesse, como a supressao de niveis da doenca e retorno ou incremento
na produtividade da cultura, o que pode subsidiar analises econdmicas a partir de cenarios
de risco.

A presente dissertacdo é estruturada em duas partes. Na primeira, objetjvou-se i
determinar a sensibilidade a fungicidas em popula¢cdes FGSC associado a giberela do

trigo oriunda de uma série de anos na regiao produtora de Guarapuava, sul do Parana, aos



fungicidas carbendazim e tebuconazol; ii) investigar a presenca de marcador molecular
associado a resisténcia a esses dois fungicidas.

Na segunda parte, os objetivos foram: i) revisar sistematicamente os estudos sobre
controle quimico da giberela conduzidos no Brasil nos ultimos 15 anos (a partir de 2000)
e ii) estimar, por metandlise, a média e a heterogeneidade da eficacia de controle da
doenca (severidade) e do retorno em produtividade para um conjunto de fungicidas

selecionados isoladamente ou agrupados por grupo quimico.
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ARTIGO 1

Caracterizacdo da resisténcia a tebuconazol e carbendazim para o complexo de

espécies-usarium graminearum associado a giberela do trigo no sul do Parana

Franklin J. Machado, Cleiltan N. Silva, Dauri J. Tessmann, Eduardo S. G. Mizubuiti,

Emerson M. Del Ponte

Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Vicosa, Av. P. H. Rolfs s/n,

36570-000, Vicosa, MG, Brasil

Resumo

Os fungicidas séo a principal ferramenta disponivel para reduzir o risco de danos
e de contaminacao por micotoxinas na cultura do trigo por epidemias de giberela. Ensaios
de campo foram conduzidos em 16 municipios na regido de Guarapuava, Sul do Parana,
durante quatro anos (2011 a 2014). Desses, 227 isolados semelhantes a espécies do
complexo de espécies #eisarium graminearunfioram obtidos a partir de espigas de
trigo sintométicas coletadas nas parcelas. Uma sub amostra de 173 isolados foi analisada
quanto ao genotipo tricoteceno com base em ensaios de PCR. Entre eles, 67% foram
identificados como 15-(A)cetil-desoxinivalenol (DON), 29% nivalenol (NIV) e 4% 3-
ADON. Uma amostra de 35 isolados foi seleci@yaata determinar a concentracdo dos
fungicidas tebuconazol e carbendazim que reduz em 50% do crescimento de micelial
(EGs0), usando as seguintes doses (0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0)pgsmhédias estimadas de

EGCso, independente do gendtipram 0,39 pg/ml (0,0004 a 3,0) e 1,25 ug/ml (0,91 a



2,65) para tebuconazol e carbendazim, respectivamente. As médiasoder&@ 1,32

pg/ml e 1,21 pg/ml para carbendazim e 0,58 pg/ml e 0,05 pug/ml para tebuconazol, para
os isolados 15-ADON e NIV ou 3-ADON, respectivamente. O teste ndo parameétrico
Kolmogorov-Smirnov mostrou diferenca nas distribuicbesE@ey para tebuconazol

entre isolados 15-ADON e NIV+3-ADONP(= 0,002), mas néo para o carbendazim (
=0,514). As doses discriminatorias de 1,4 pg/ml e 2,0 ug/ml foram usadas para identificar
isolados menos sensiveis em toda colecdo. Baseado nessas doses, dois isolados meno:
sensiveis ao tebuconazol e seis isolados menos sensiveis ao carbendazim foram
encontrados, sendo todos originarios do municipio de Guarapuava, de trés safras
diferentes, e tendo o gendtipo 15-ADON. Houve correlagéo significativa entre os valores
de EGo dos dois fungicidas (= 0,45;P = 0,007). Um isolado apresentou os maiores
valores de E& para ambos fungicidas e uma mutacdo (R31K) no ggpBlA A

presenca de reduzida sensibilidade e um isolado resistente reportado pela primeira vez no
Brasil sugerem a possibilidade de selecédo nas populacdes como consequéncias do uso de
fungicidas. Estudos futuros devem se concentrar em atributos de fitness, competitividade

e experimentom vivo para verificar se a eficacia do fungicida é prejudicada na presenca

de isolados menos sensiveis.

Palavras-chaveTriticum aestivumFusarium graminearumnGibberella zeagcontrole

quimico

Introducao

A giberela € uma das doencas mais destrutivas do trigo e representa uma ameaca nao

somente a producédo agricola, mas principalmastguranca alimentar e saude animal

(McMullen et al. 2012). A doenca € causada por um complexo de espécies fEGSC,



graminearum species complex), onde pelo menos cinco espécies foram relatadas
associadas a giberela em cereais de inverno no Brasil (Astolfi et al. 2011; Del Ponte et al.
2015). No entanto, a espécie dominante (>85%) em trigo no sul do Br&sil é
graminearum seguida d&. meridionale que tem maior prevaléncia (ao redor 30%) no
estado do Parana (Del Ponte et al. 2015). Implicacfes toxicoldgicas sao esperadas ja que
a primeira produz o tricoteceno deoxinivalenol (DON) e a segunda nivalengl &IV

Ponte et al., 2015), a qual apresenta maior toxicidade que DON (Minervini et al. 2004).

Os sintomas tipicos da doenca incluem a senescéncia prematura das espigas, com
danos fisicos nos gréaos, do que resultam danos no rendimento estimados em até 23%
(Casa et al. 2004). Danos na produtividade devido a giberela no Brasil em um periodo de
mais de duas décadas (1984 a 2010) foram estimados em média de 18,62%, mas com
grande variacdo entre os anos (Casa et al., 2011). Na década de 1970 e 1980 eadoenca e
considerada de importancia secundaria em termos de danos na produtividade (Casa et al.
2011). No entanto, epidemias se tornaram mais frequentes a partir da década de 1990 no
Brasil, assim como ao redor do mundo, em funcédo de variacdes ou alteracdes nos padrdes
climaticos e ampla adocdo de praticas conservacionistas de manejo do solo, tal como o
plantio direto (Del Ponte et al. 2009; McMullen et al. 1997; McMullen et al., 2012). Por
esse motivo, a giberela é considerada doenca re-emergente na cultura do trigo a partir da
década de 1990 (Del Ponte et al. 2009) com relatos mais recentes de DON e NIV em
gréaos de lavouras comerciais no Brasil (Del Ponte et al. 2012).

Medidas legislativas, como o estabelecimento de limites maximos de tolerancia
para micotoxinas deFusarium incluindo deoxinivalenol e zearalenona, foram
implementadas no Brasil (ANVISA, 2011), o que aumenta a importancia do problema
para a cadeia do trigo. Assim, 0 manejo da giberela visa atender primariamente

legislacdo vigente, além da prevencéo de danos na produtividade. Dentre as praticas de
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manejo, a aplicacdo de fungicidas € a mais utilizada, sendo atualmente considerada
principal medida para controlar giberela em trigo e micotoxinas, juntamente com 0 uso
de cultivares com menor suscetibilidade (Paul et al. 2008; McMullen et al. 2012; Wegulo
2012; Gilbert & Haber 2013). Desde 2011, ensaios cooperativos de avaliacdo de
fungicidas vém sendo conduzidos no Brasil (Santana et al. 2012; Santana et;al. 2014
Santana et al. 2015). Assim como estudos em outros paises, a eficacia de controle da
giberela se mostra variavel entre e dentre os principios ativos, com resultados
inconsistentes e com niveis, as vezes, aquém do desejado. As razfes para a relativa baixa
eficacia envolvem a desuniformidade dos perfilhos, a dificuldade de deposicao das gotas
nas anteras e atraso na aplicacao devido as condic@es climaticas (Deuner et al., 2011).

Dentre os fungicidas mais eficazes para controlar giberela e reduzir niveis de DON
na cultura do trigo, destacaseos do grupo dos triazdis e triazolintiona (DMI - inibidores
da demetilacdops quais sdo os mais recomendados para o controle da doenca ho mundo
(Blandino et al. 2006; Paul et al. 2008; Chen et al. 2012; Willyerd et al. 2012).

As indicacfes técnicas para a cultura do trigo no sul do Brasil sugerem que, sob
condicOes favoraveis a giberela, duas aplicacdes de triazéis (propiconazol, epoxiconazol
e tebuconazol) ou pré-misturas de dois dos triazdis com uma de duas estrobilurinas
(trifloxistrobina + tebuconazol e piraclostrobina + metconazol) podem ser feitas. A
primeira aplicagdo deve ser realizada no florescimento e a segunda até 15 das apoés
primeira (Informacgdes..., 2014). Em lavouras altamente tecnificadas com alto potencial
produtivo em regides de risedhistérico da doenca, como as regides triticolas do sul do
Paranda, duas ou mais aplicacdes de fungicidas tém sido realizadas visando o controle da
giberela e reducéo dos niveis de micotoxinas (Dauri Tessmann, comunicacao pessoal).

Os triaz0is e os benzimidazois, especialmente o carbendazim, sdo usados no Brasil

desde 199@ 1981 (Deuner et al. 2011) respectivamenté-rfisturas comerciais de
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estrobilurinas (inibidores da quinona, Qol) e triazéis tém sido usadas visando o controle
concomitante de giberela e manchas foliares (Casa et al. 2007; Spolti et al. 2013).
Aplicacbes de piraclostrobina em mistura com epoxiconazol (Chen et al. 2012) ou
metconazol (Spolti et al. 2013) controlaram a doenca de maneira mais defique
aplicacbes de carbendazim e metconazol isoladamente, na China e no Brasil,
respectivamente. Na América do Norte e Europa, estrobilurinas ndo sdo recomendas
devido relatos de aumento de DON quando aplicadas ap0s a antese, especialmente para
azoxistrobina (Wegulo 2012).

Com a intensificacdo do uso de fungicidas no manejo de doencas, aumenta-se o
risco da selecdo de populacdes fungicas resistentes (Lucas et al. 2015). Reducédo na
sensibilidade de FGSC foi relatada para triazol na Europa entre os anos 1987 e 2004 (Klix
et al. 2007). No estado de Nova York, foi encontrado um isolaBogtaminearuntom
baixa sensibilidade ao tebuconazol determinadédtro (ECso = 8.09 ug/ml), a eficacia
de controle desse fungicida foi abaixo de 18% quando esse isolado foi inoculado em
plantas de trigo (Spolti et al. 2014). Diferencas na sensibilidade a tebuconazol tém sido
verificadas entre as espécies do complexo, sendb.quaminearunfoi menos sensivel
a esse fungicida gue meridionaleno Brasil (Spolti et al. 2012a) e gqEeasiaticume F.
cortaderiaeno Uruguai (Umpiérrez-Failache et al. 2013).

Informacdes sobre resisténcia a fungicidas de FGSC no Brasil, assim como no
mundo, sédo escassas. No Brasil, em um estudo com 50 isoladfogydeminearum
obtidos de gréaos de trigo da regido norte do estado do Rio Grande do Sul, todos os isolados
foram sensiveis a doses relativamente baixas de tebuconagoi&fa = 0,014 pg/ml)

e metconazol (E€g média = 0,037 pg/ml, Spolti et al. 2012a). Dois outros estudos
testaram diversos fungicidas (triazois, benzimidazoéis e estrobilurinas), porém foram

utilizados apenas cinco (Avozani et al. 2014b) e dez isolados (Avozani et al. 2014a) de
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FGSC. Para benzimidazois, héa relatos de resisténcia ao carbendazim, na China, onde esse
fungicida € bastante usado no manejo da doenca (Chen et al. 2007; Qiu et al. 2014).

A resisténcia aos fungicidas pode estar relacionada com mutacdes pontuais nos
genes que alteram a sequéncia de aminoacidos no sitio de acdo do fungicida (Ma &
Michailides 2005; Lucas et al. 2015). Os principais genes e fungicidas nos quais esse
mecanismo tem sido demonstrado séo o genetdbulina para benzimidazoi€YP 51
(140-demetilase) para triaz0is e o gene mitocondogl b (citocromo b) para
estrobilurinas para varios fitopatégenos (Ma & Michailides 2005). Mutac¢des pontuais no
genef-tubulina em isolados de FGS©©nferem alta (F200Y ou F167Y) ou moderada
(E198Q) resisténcia ao carbendazim (Liu et al. 2010). O fpogsui trés paralogos do
CYP 51(Liu et al. 2011), mas mutacdes pontuais nesse gene nado foram observadas em
isolados dd-. graminearunme F. asiaticumcom baixa sensibilidade ao tebuconazol na
China (Yin et al. 2009). Além de mutacfes pontuais, a resisténcia a triazois pode estar
relacionada uma super expressao do @&yieé 51(Ma & Michailides 2005k genes de
transportadores ABC (Ammar et al. 2013).

O presente estudo se baseia na hipotese de ha resisténcia a carbendazim e
tebuconazol em populacées de FGSC no Brasil, especialmente naquelas populacdes
oriundas de regides com aplicacdo intensiva de fungicidas. Os objetivos desse estudo
foram: i) determinar a sensibilidade de isolados de FGSC coletados de areas onde tém
sido realizadas intensivas aplicacbes de fungicidas; ii) investigar os mecanismos

moleculares associados a resisténcia aos fungicidas carbendazim e tebuconazol.

Material e Métodos

Area de estudo, amostragem e isolamento.
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Espigas de trigo com sintomas de giberela foram coletadas em areas com aplicacdes
sequenciais de fungicidas na regido produtora de trigo de Guarapuava, no sul do Estado
do Parana (Figura 1). As amostragens foram feitas ao longo das safras dele@@ta

a 2014, em visitas realizadas durante o periodo de enchimento de graos. No laboratorio,
graos sintomaticos foram retirados das espigas e depositados em placas contendo meio
semi-seletivo parkusarium(meio Nash-Snyder). Apés 7-10 dias, o isolamento foi feito

a partir de coléniaipicas de FGSC (pigmentacdo salmao). Um isolado foi obtido por
espiga. Posteriormente, cada isolado foi purificado a partir de pontas de hifa e preservados
em meio SNA $pezieller Nahrstoffarmeigar, Astolfi et al. 2012; Gomes et al. 2015)
Isolados foram selecionados ao acaso de forma a constituir uma populagédo minima de 20

isolados por ano.

Identificacdo da espécie e determinacdo dos gendtipos tricotecenos

O DNA genbmico dos isolados de FGSC foi extraido a partir do micélio seguindo o
protocolo ja descrito (Del Ponte et al. 2015). Os genotipos tricotecenos para as formas
acetiladas de DON (3- Acetil-DON e 15-ADON) e nivalenol (NIV) foram identificados
usando PCR multiplex com base em por¢des dos Jeide Tril2, conforme descrito

(Ward et al. 2002; Scoz et al. 2009).

Estimativa da ECso e determinacgéo das doses discriminatérias

A estimativa da E&(concentracao do fungicida que reduz 50% do crescimento micelial)
para os fungicidas tebuconazol e carbendazim foi realizada utilizando 35 isolados
escolhidos aleatoriamente a partir de um conjunto de 206 coletados nas safras 2011, 2012
e 2013, que foram obtidos primeiramente. Os produtos comerciais Folicur 200 EC (20%

de ingrediente ativo[i.a.]; Bayer S/A) e Carbomax 500 SC (50% de i.a.; Nufarm Industria
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quimica e farmacéutica S/A), foram utilizados para tebuconazol e carbendazim
respectivamente.

A ECso foi determinada pelo método de diluicdo do fungicida em meio de cultura
sélido (Becher et al. 2010; Spolti et al. 2014; Lehner et al. 2015). O produto comercial de
cada fungicida foi diluido em agua destilada estéril até a solucéo atingir a concentracao
de 100 mg i.a/L (solucdo estoque). Aliquotas foram retiradas da solucdo estoque e
adicionadas em meio BDA (batata dextrose agar) a 45-50 °C. As concentragfes testadas
para ambos os fungicidas foram: 0 (controle); 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 ug/ml. Dois discos de
micélio (6 mm de diametro) foram retirados da borda de uma colénia (7 dias a 25 °C) e
depositados, de maneira equidistante, em uma placa de petri (90 mm de Yiametro
contendo 15 ml BDA + fungicida (a partir da dose 1,0). Para as doses 0 e 0,5 foi
depositado um disco por placa. Em testes preliminares (dados ndo mostrados), ndo houve
diferenca quando foram usados um ou dois discos por placa. Para cada combinacéo
isolado-dose-fungicida, foram usadas duas replicatas. Apds 4 dias de incubacédo a 25 °C
no escuro, o diametro da colénia foi medido em duas direc6es perpendiculares usando
um pagquimetro digital.

Para cada isolado, a EfJoi determinada com o ajuste de uma regressao linear
entre a porcentagem de inibicédo [(diametro do crescimento radial no cerdialaetro
na dose com fungicida) x 100/diametro no controle] e o lbgakas concentragdes do
fungicida relativa ao crescimento micelial na dose zero (sem o fungicida). O diametro do
disco de micélio (6 mm) foi subtraido do diametro da col@e&her et al. 2010; Liu et
al. 2010; Spolti et al. 2014; Lehner et al. 2015).

A dose discriminatéria foi estabelecida como aquela capaz de classificar os
isolados como menos sensiveis ou sensiveis ao carbendazim ou tebuconazol. A dose

discriminatoria para tebuconazol foi escolhida com base nos valores mais discrepantes da

15



distribuicdo de E€) dos 35 isolados. Para o carbendazim, tomou-se inicialmente como
base a dose de 1,4 pg/ml usadeestudos na China (Liu et al. 2010), sendo confirmada

pela distribuicdo dos valores de dg@os 35 isolados.

Avaliacdo da sensibilidade aos fungicidas na populacdo total usando as doses
discriminatorias

Com base nas doses discriminatorias, os 227 isolados da colecdo foram testados para
ambos fungicidas, inclusive os 35 isolados usados anteriormente. Para tal, um disco de
micélio (6 mm de diametro) foi retirado das margens de uma col6nia de sete digs (25 °C

e depositado no centro de uma placa de petri (60 mm de diametro) contendo 7 ml de BDA
+ fungicida na dose discriminatéria. Apds 3 dias de incubacdo a 25 °C no escuro, 0
diametro da col6nia foi medido em duas direcdes perpendiculares usando um paquimetro
digital. O experimento foi conduzido uma vez. Foram considerados menos sensiveis 0s
isolados em que o diametro radial na dose discriminatoria superou em 50% o diametro
no controle, sendo os demais considerados mais sensiveis (S, Russell 2004). Para isolados
identificados como menos sensiveis, asEGi determinada novamente conforme

descrito anteriormente.

Caracterizacdo molecular da resisténcia

Sequéncias parciais dos gesP51e f»-tub de dois isolados menos sensiveis (2536 e
2657) e dois isolados mais sensiveis (3587 e 2795), foram analisadas a fim de detectar
mutagdes associadas a resisténcia a cada fungicida. Para tal, os isolados foram crescidos
em meio YES (2 g de extrato de levedura, 15 g de sacarose para 100 ml de agua) por 5

dias a 25 °C. O micélio foi removido, seco em papel filtro e macerado em almofariz com
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nitrogénio liquido. O DNA gendmico foi extraido a partir do micélio seguindo o protocolo
ja descrito (Del Ponte et al. 2015).

A PCR foirealizada em volume de 25 uL. com 1 uL. de DNA (~25 ng/uL), 1 uL
de cada primer (Tabela 1) a 10 uM, 16,9uL de agua e 2,5ul de tampdao para Ta@,5 uL.
de dNTP (0,4 mM cadaR,0 uL de MgCI2 ¢ 0,1 uL de Taq Polimerase (Kapa
Biosystems). Para os primers @ P51 a reacdo de amplificacdo consistiu em uma
desnaturacao inicial de 95°C por 3 min, seguido por 35 ciclos a 94°C por 1 min, 56 °C
por 30 s, 72 °C por 1 min, e uma extensao final a 72 °C por 5 min. O fragmento
amplificado foi de aproximadamente 1200-pb. Para os primefs-tith, a reacao de
amplificacdo consistiu em uma desnaturacéo inicial de 95°C por 3 min, seguido por 35
ciclos a 94°C por 40 s, 57 °C por 40 s, 72 °C por 1,5 min, e uma extensao final a 72 °C
por 5 min. O fragmento amplificado foi de aproximadamente 1300-pb. A amplificacdo
foi confirmada usando 8L do produto de PCR separado por eletroforese em gel de
agarose 1%. Os produtos de PCR foram purificados com ExoSAP-IT (USB, Cleveland,
OH) e sequenciado pela Macrogen Services (Kumchun-ku, Seoul, Korea). As sequéncias
foram editadas com o software DNA Baser Sequence Assembler v4 (Heracle BioSoft,

2013) e alinhadas usando o software MEGA 7.0 (Tamura et al. 2011).

Analise estatistica

Estatistica descritiva foi utilizada para sumarizar os dados gleAtalise de correlacéo
de Spearmaiio = 0,05) foi usada para detectar possivel resisténcia multipla aos dois
fungicidas por meio da relagéo entre os valoreS@e para carbendazim e tebuconazol
para 35 isolado® distribuicéo dos valores de Eftle isolados com gendétipo 15-ADON

foi comparada com isolados dos gendtipos NIV ou 3-ADON, por meio do teste nao
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paramétrico Kolmogorov-Smirnow (= 0.05). As analises e os graficos foram feitos no

software RR Core Team 2012

Resultados

Em funcdo do niumero de amostras recebidas e sucesso nos isolamentos, foram obtidos
227 isolados, sendo 55 isolados da safra 2011, 60 isolados da safra 2012, 55 isolados da
safra 2013 e 21 da safra 2014. Para os 175 isolados com informac&o sobre o municipio
de origem, 16 municipios foram identificado® Z27 isolados, 173 foram identificados
guanto ao genatipo tricoteceno. Desses, 67% apresentaram o genétipo 15-ADON, 29% o
genotipo NIV e 4% gendtipo BDON (Tabela S1).

Os valores de E4g para tebuconazol variaram de 0,0004 a 3,0 pg/ml, a média foi
0,39 ug/ml eamediana foi 0,11 pg/ml, sendo que 50% dos valores estiveram entre 0,05
e 0,41 pg/ml (Figura®). Para carbendazimECso variou de 0,91 a 2,65 pg/ml, a média
foi 1,25 pug/ml e a mediana foi 1,23 pg/ml, sendo que 50% dos valores estiveram entre
1,12 a 1,31 pg/ml (Figureg.

As concentracdes de 1,4 e 2,0 ug/ml foram escolhidas como discriminatorias para
o carbendazim (FiguraA) e para o tebuconazol (Figura 2B), respectivamente. Seis
isolados foram menos sensiveig carbendazim, sendo elddEM 2657 (EGe=1,56
pug/ml), UEM 2655 (E€=1,50 pg/ml), UEM 3325 (E£=1,61 pg/ml), UEM 2519
(ECs0=1,48 pg/ml), UEM 2536 (E£5=2,65 pug/ml) e UEM 3248 (E=1,56 ug/ml). Dois
isolados foram considerados menos sensiveis ao tebucou&l 2657 (EGo=2,44
pg/ml) e UEM 2536 (E6~=3,00 pg/ml). Todos os isolados menos sensiveis foram
coletadosem parcelas do municipio de Guarapuava, e apresentaram 0 genotipo

tricoteceno 15ADON, exceto os isolados UEM 251® UEM 3248, que nédo i@
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informacé&o sobre o gendtipo tricoteceno e, para o isolado UEM 2519 que também néo
tem informac&o sobre o municipio de coleta. Esses isolados menos sensiveis foram
obtidos nos anos de 2011, 2012 e 2013.

As médias e medianas de dg@ara 15-ADON 1 = 19) foram de 1,32 pg/nd
1,23 pg/ml para carbendazim e 0,58 pg/ml e 0,12 pg/ml para tebuconazol. Para-NIV +
ADON (n=9) foram de 1,21 ug/ml e 1,19 pg/ml para carbendazim e 0,05 pg/ml e 0,10
png/ml para tebuconazFigura 3). O teste ndo paramétrico Kolmogorov-Smirnov sugere
gue a sensibilidade a tebuconazol dos isoladoAOBGN e NIV+3-ADON foram
amostrados de populacdes com distribuicdes difereRtes (,002), mas ndo para o
carbendazimR = 0,514)

A andlise de correlacdo mostrou associacdo positiva entre os valoresode EC
determinados para tebuconazol e carbenddzi= 0,45;P = 0,007). Essa analise foi
realizada utilizando 35 isolados, incluindo o isolado UEM 2536 que foi resistente aos dois

ingredientes ativos (Figura 4).

Caracterizacdo molecular da resisténcia

N&o foi possivel amplificar os fragmentos dos dois genes testados para o isolado UEM
2536. Andlise da sequéncia do gayp51Arevelou uma mutacdo substituindo uma
arginina (R) por umésina (K) no cédon 31 (R31K) no isolado resistente ao tebuconazol
(UEM 2657 Figura5). Nao foi possivel amplificar os fragmentos do getigb para os

isolados testados.

Discussao
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No presente estudo foi caracterizada a sensibilidade ao tebuconazol e carbendazim em
populacdes de FGSC, oriundas de espigas sintomaticas de trigo da regido de Guarapuava
no sul do estado do Parana na regido sul do Brasil. Fungicidas do grupo quimico dos
triazois, incluindo o tebuconazol, sdo os mais recomendados para o controle da giberela
no mundo (Blandino et al. 2006; Chen et al. 2012; Willyerd et al. 2012). O carbendazim,
do grupo quimico dos benzimidazois, vem sendo usado para o controle da giéerela
mais de trinta anos na China (Chen et al. 2012), com diversos casos de isolados altamente
resistentes a este ingrediente ativo (Chen et al. 2007; Qiu et al. 2014). No Brasil,
carbendazim é de uso anterior aos triazois no manejo da giberela (Deuner et al. 2011) e
constitui uma alternativa de mais baixo custo no manejo de doencas do trigo, incluindo a
giberela (Dauri Tessmann, comunicacao pessoal), porém pouco se sabia até entdo acerca
da sensibilidade dos isolados brasileiros a este fungicida.

Enquanto que um estudo anterior caracterizou a sensibilidade de isolados de
FGSC de vérias localidades da regido norte no estado do Rio Grande do Sul
tebuconazol e ao metconazol (Spolti et al. 2012a; Spolti et al. 2012b), dados sobre
sensibilidade ao carbendazim sdo escassos. Por exemplo, Avozani et al. (2014b)
determinaram a Efcde apenas cinco isolados de FGCS ao carbendazim e a outros sete
ingredientes ativos, inclusive o tebuconazol.

No Brasil, a sensibilidade de FGSC ao carbendazim foi avaliada previamente
apenasm cinco isolados coletados em trigo, milho e cevada do Rio Grande do Sul e
Parana, com valores de &@ariando de 0,02 a 0,14 pg/ml (Avozani et al. 2014b). No
presente estudo, a kfdnédia para o carbendazim foi superior (1,25 pg/ml), sendo seis
isolados menos sensiveis ao carbendazim (2,64%) com base em dose discriminatoria

determinada para isolados de FGSC coletados na China.
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Isolados deFusarium graminearunctom baixa sensibilidade ao tebuconazol
foram identificados nos Estados Unidos (Spolti et al. 2014) e na China (Yin et al. 2009)
Nos Estados Unidos (Spolti et al. 2014) foram encontrados dois isolados com baixa
sensibilidade, com valores de &de 8,09 pg/ml e 2,46 pg/ml, em uma colegéo de
cinquenta isolados. No presente estudo apenas dois (0,8%) dos isolados foram
identificados como menos sensiveis ao tebuconazol, caga€itha de 2,0 pg/ml. Em
um estudo no Uruguai, a Ednédia em isolados dre graminearun(n = 42) foi estimada
em 0,29 pg/ml e erk. asiaticum e cortaderiaén = 14) foi estimada em 0,61 pg/mi
(Umpiérrez-Failache et al. 2013).E&Cspo média para o tebuconazol de uma populacéo de
cinquenta isolados oriundos do Rio Grande do Sul foi estimada em 0,0136 pg/ml (Spolti
et al. 2012a), bem mais baixa que a encontrada nesse estudo (0,39 pg/ml), ndo sendo
identificado nenhum isolado com EG2 pg/ml.

A presenca de isolados menos sensiveE@@media mais alta sugere que 0 uso
intensivo de fungicidas para o controle da giberela na regido sul do estado do Parana,
sdbretudo triazois, comparado a populacdo do Rio Grande do Sul (Spolti et al. 2012a),
pode estar exercendo selecdo para isolados menos sensiveis ao tebuconazol. Assim, é
importante o monitoramento da sensibilidade dos isolados oriundos desta regido ao longo
do tempo, assim como o monitoramento da eficacia de controle dos fungicidas, sobretudo
tebuconazol e carbendazim. Até o momento, reducao de eficacia de triazois no controle
da giberela ndo tem sido detectada ou associada a resisténcia do fungo a fungicidas, mas
0s estudos na tematica sdo escassos. Para o carbendazim, especialmente nmChina, te
sido relacionada a menor eficacia de controle a menor sensibilidade do patégeno (Chen
et al. 2007).

Foi observado que a média desg@ara isolados com gendtipo 15-ADON foi

superior a média dos isolados NIV + 3-ADON. IsoladoB.adgaminearunapresentaram
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uma sensibilidade a tebuconazol vinte vezes maiorFquaeridionale(Spolti et al.

2012b). No Uruguai, a Egmédia dé~. asiaticune cortaderiag0,61 pg/ml) foi superior

a média dd-. graminearum(0,29 pg/ml, Umpiérrez-Failache et al. 2013). Embora néo
tenham sido identificadas as espécies apenas 0s genotipos tricotecenos, assume-se que
esses isolados com gendtipo 15-ADON sejam da espégiaminearumUma vez que

em uma amostragem de mais de duzentos campos no sul do Brasil foram obtidos mais de
seiscentos isolados, e todos com genoétipos 15-ADON foram identificados como
pertencentes a espé&iegraminearunsendo a espécie mais prevalente (Del Ponte et al.
2015)

Pela primeira vez no Brasil, dois isolados foram menos sensiveis tanto ao
tebuconazol quanto ao carbendazim o que junto com uma correlacéo significativa entre
os valores de K dos dois fungicidas, sugerem possivel resisténcia multipla. Na
literaturah&relatos de isolados resistentestebuconazol e ao procloraz, fungicida do
grupo quimico imidazol (Yin et al. 2009), bem como resisténcia cruzada entre
tebuconazol e metconazol (Spolti et al. 2012a).

Foi encontrada uma mutacéo no gepp51A(R31K) em um isolado com baixa
sensibilidade ao tebuconazol. Essa mutacdo pode estar relacionada a resisténcia desse
isolado ao tebuconazol, uma vez que ndo estad presente no isolado sensivel. Outros
trabalhos foram conduzidos com o objetivo de encontrar uma possivel mutagdo no gene
CYP5lassociada a baixa sensibilidade de isolados a esse principio ativo. NddTduina,
analisadas as sequénciacyp51Aecyp51Bde um isolado dE. graminearunaltamente
resistente ao tebuconazol, mas nenhuma mutacéo pontual foi encontrada associada a esse
resisténa (Yin et al. 2009). Varias mutacdes nao-sindbnimas foram encontradas nos
genescyp51A, cyp51Be cyp51Cde isolados obtidos na Europa, porém ndo foram

correlacionadas com a resisténcia a propiconazol (Talas & Mcdonald 2015).
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Futuros estudos devem investigar sobre o custo adaptativo para esses isolados com
baixa sensibilidade na auséncia do fungicida bem como se o controle da giberela é
reduzido frenteacs isolados menos sensiveis, conforme demonstrado para isolados

resistentes nos Estados Unidos (Spolti et al. 2014).
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Tabelas

Tabela 1. Informacdes sobre os primers usados nas reacdes em cadeia da polimerase

(PCR) para amplificar as regides dos geD¥51(14a-demetilase) @g--tubulina.

Primer Fungicida Sequéncia (5’ - 3°) Caracteristicas Referéncia
alvo relevantes

F51A-F TTCCAATCTCTTGTTTTGCGT  Amplificagdo da

F51A-R TCGGGATGCTAACACAACTT sequéncia completa

do genecyp51 A, B,
F51B-F  Tebuconazol GGTCCGAAAAAAAGATGTTCG C deisolados DMI- (Yin etal.

F51B-R (DMI) ATCATTGCCGTCAGGCATAA R e DMI-S deF. 2009)
asiaticum eF.

F51CF1 AGCACGATGGAATCGCTCTA  graminearum

F51CR1 GCTCGGTCTACACATCCATCA

Tub2seq- Carbendazim ACAAACGCACACACACACACA Amplificacdo parcial (Liu et al.

F (MBC) AAGATGGCGGAACAAGCGA do gengs,-tubulina. 2010)

Tub2seq-

R
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Tabela S1. InformacBes para 227 isolados do complexo de espéaisarium
graminearum(FGSC,Fusarium graminearurspecies complgxcaracterizados quanto a
sensibilidade aos fungicidas tebuconazol e carbendazim obtidos de espigas com sintomas

de giberela em lavouras de trigo do estado do Parana entre os anos de 2011 a 2014.

Gendtipo EGso fenotipo  EGsd fenotipo

Cédiga Ano  Municipio Tricotecené Tebuconazol Carbendazim
UEM-2545 2011 Turvo 15ADON S S
UEM-2546 2011 Turvo 15-ADON 0,53 1,38
UEM-2551 2011 Guarapuava 15ADON 0,06 1,37
UEM-2553 2011 Guarapuava 15ADON S S
UEM-2554 2011 Guarapuava 15ADON S S
UEM-2555 2011 Guarapuava 15-ADON S S
UEM-2562 2011  Goixim 15ADON S S
UEM-2580 2011 Guarapuava 15-ADON S S
UEM-2628 2011 Candéi 15ADON S S
UEM-2636 2011 Guarapuava 15-ADON S S
UEM-2650 2011 Guarapuava 15ADON S S
UEM-2653 2011 Guarapuava 15-ADON S S
UEM-2654 2011 Guarapuava 15ADON S S
UEM-2655 2011 Guarapuava 15-ADON 0,68 1,50/MS
UEM-2657 2011 Guarapuava 15-ADON 2,441 MS 1,56/ MS
UEM-2659 2011 Guarapuava 15-ADON S S
UEM-2660 2011 Pinh&o 15ADON S S
UEM-2662 2011 Pinh3o 15-ADON 1,72 1,36
UEM-2664 2011 Pinh&o 15ADON S S
UEM-2665 2011 Pinh3o 15-ADON S S
UEM-2687 2011 Candéi 15ADON S S
UEM-2689 2011 Candéi 15-ADON S S
UEM-2692 2011 Candéi 15ADON S S
UEM-2702 2011 Reservadolguacu  15ADON 0,10 1,22
UEM-2703 2011 Reservadolguacgu  15-ADON S S
UEM-2705 2011 Reservadolguacu  15ADON S S
UEM-2710 2011 Pinh&o 15ADON S S
UEM-2713 2011 Pinhdo 15-ADON S S
UEM-2727 2011 SantaM.do Oeste  15-ADON 0,07 1,14
UEM-2728 2011 Santa M. do Oeste  15-ADON S S
UEM-2729 2011 Santa M. do Oeste  15-ADON S S
UEM-2744 2011 Manoel Ribas 15-ADON S S
UEM-2745 2011 Manoel Ribas 15ADON S S
UEM-2764 2011 Manoel Ribas 15-ADON S S
UEM-2769 2011 Roncador 15-ADON S S
UEM-2775 2011 Roncador 15-ADON S S
UEM-2777 2011 Roncador 15ADON S S
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UEM-2781
UEM-2792
UEM-2793
UEM-2794
UEM-2795
UEM-2802
UEM-2804
UEM-2810
UEM-2812
UEM-2816
UEM-2818
UEM-2821
UEM-2825
UEM-2830
UEM-2832
UEM-2840
UEM-2841
UEM-2846
UEM-2434
UEM-2474
UEM-2485
UEM-2489
UEM-2492
UEM-2494
UEM-2497
UEM-2499
UEM-2504
UEM-2514
UEM-2519
UEM-2536
UEM-2541
UEM-2985
UEM-2990
UEM-3016
UEM-3021
UEM-3025
UEM-3028
UEM-3033
UEM-3038
UEM-3045
UEM-3054
UEM-3056
UEM-3061
UEM-3066
UEM-3070
UEM-3071

2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2011
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012

Roncador
Roncador
Roncador
Roncador
Roncador
Roncador
Roncador
Roncador
Cantagalo
Cantagalo
Cantagalo
Cantagalo
Cantagalo
Cantagalo
Cantagalo
Cantagalo
Cantagalo
Cantagalo

Pinh&o

Turvo
Guarapuava
Guarapuava
Guarapuava
Guarapuava
Campina do Simac
Pinhao

Pinh&o
Guarapuava
Guarapuava
Guarapuava
Guarapuava
Pinh&o

Cantagalo
Cantagalo

Turvo

Turvo

Roncador
Roncador
Roncador
Campina do Siméac
Campina do Siméc
Campina do Siméac
Campina do Siméc
Pinhao

Pinhdo

15ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15ADON
15-ADON
15ADON
15-ADON
NIV
15-ADON
3ADON
NIV
15-ADON

15-ADON

NIV
15ADON
NIV
NIV
15ADON
NIV
NIV
NIV
NIV
15ADON
15-ADON
15ADON
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UEM-3072 2012  Pinh&o 15ADON S S
UEM-3074 2012 Pinhdo NIV 0,10 1,28
UEM-3077 2012  Pinh&o 15ADON S S
UEM3084 2012 Guarapuava NIV S S
UEM-3086 2012 Guarapuava NIV S S
UEM-3087 2012 Guarapuava NIV S S
UEM-3088 2012  Goixim - S S
UEM-3089 2012  Goixim 15-ADON S S
UEM-3093 2012  Goixim - S S
UEM-3097 2012  Goixim - 0,96 1,33
UEM-3100 2012 Guarapuava NIV S S
UEM-3103 2012 Guarapuava 15ADON S S
UEM-3145 2012 Pinhdo NIV 0,02 1,08
UEM-3159 2012 Pinhdo NIV 0,04 1,36
UEM-3176 2012 Turvo S S
UEM-3178 2012  Turvo S S
UEM-3182 2012 - NIV S S
UEM-3214 2012 Guarapuava S S
UEM-3242 2012 - NIV S S
UEM-3248 2012 - - S 1,56/ MS
UEM-3261 2012 - - S S
UEM-3263 2012 - NIV S S
UEM-3264 2012 - 15ADON S S
UEM-3268 2012 - - S S
UEM-3270 2012 - NIV 0,05 0,97
UEM-3271 2012 - 15-ADON S S
UEM-3276 2012 - NIV S S
UEM-3279 2012 - 15-ADON S S
UEM-3280 2012 - - S S
UEM-3285 2012 Guarapuava - S S
UEM-3296 2012 - NIV S S
UEM-3298 2012 - - S S
UEM-3307 2013 Reservadolguacgu  15-ADON 0,28 1,16
UEM-3311 2013 Reserva do Iguacu - S S
UEM-3316 2013 Reserva do Iguacu NIV S S
UEM-3317 2013 Reservadolguacu  15ADON 0,29 1,19
UEM-3325 2013 Guarapuava 15ADON S 1,61/ MS
UEM-3337 2013 Campina do Simdc  15-ADON S S
UEM-3338 2013 Campina do Simdc  3ADON S S
UEM-3340 2013 Campina do Siméac NIV S S
UEM-3341 2013 Campina do Simdc  3ADON S S
UEM-3349 2013 Pinhdo 3ADON S S
UEM-3356 2013  Pinh&o - S S
UEM-3357 2013 Teixeira Soares - 0,03 1,12
UEM-3358 2013 Teixeira Soares - S S
UEM-3363 2013 Teixeira Soares - S S
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UEM-3366
UEM-3367
UEM-3374
UEM-3387
UEM-3389
UEM-3391
UEM-3393
UEM-3396
UEM-3398
UEM-3400
UEM-3403
UEM-3404
UEM-3434
UEM-3448
UEM-3453
UEM-3468
UEM-3497
UEM-3507
UEM-3515
UEM-3522
UEM-3523
UEM-3524
UEM-3527
UEM-3576
UEM-3577
UEM-3580
UEM-3583
UEM-3587
UEM-3590
001-2013
002-2013
0032013
004-2013
0052013
006-2013
0072013
0082013
0092013
0102013
011-2013
012-2013
0132013
014-2013
0152013
0162013
0172013

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013

Teixeira Soares
Teixeira Soares
Guarapuava
Foz do Jordao
Foz do Jordao
Foz do Jordao
Foz do Jordao
Foz do Jordao
Foz do Jordao
Candoi

Candai

Candoi

Pinhao

Pitanga
Pitanga

Candai
Guarapuava
Reserva do Iguagu
Goixim

Goixim

Goixim

Goixim

Goixim

Turvo

Turvo

Turvo

Turvo

Turvo

Pinhao

Goixim
Cantagalo
Turvo
Roncador
Campina do Siméc
Campina do Simac
Goixim

Goixim

Turvo

Turvo

Turvo

Turvo
Guarapuava
Candai

Candai

Candai

Pinhao

15-ADON
NIV
15-ADON
NIV
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
NIV
15-ADON
15-ADON
3ADON
3ADON
15-ADON
15ADON
NIV
NIV
15-ADON
15-ADON
NIV
15-ADON

15-ADON
15-ADON
15ADON
15-ADON
NIV
NIV
15ADON
15-ADON
15-ADON
15-ADON
NIV
NIV
NIV
NIV
15ADON
15-ADON
NIV
NIV
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UEM-3674
UEM-3675
UEM-3676
UEM-3677
UEM-3678
UEM-3679
UEM-3680
UEM-3681
UEM-3682
UEM-3683
UEM-3684
UEM-3685
UEM-3686
UEM-3687
UEM-3688
UEM-3689
UEM-3690
UEM-3691
UEM-3692
UEM-3693
UEM-3694
UEM-3695
UEM-3696
UEM-3697
UEM-3698
UEM-3699
UEM-3700
UEM-3701
UEM-3702
UEM-3703
UEM-3704
UEM-3705
UEM-3706
UEM-3707
UEM-3708
UEM-3709
UEM-3710
UEM-3711
UEM-3712
UEM-3713
UEM-3714
UEM-3715
UEM-3716
UEM-3717
UEM-3718
UEM-3719

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014
2014

Fomento

Candoi
Fomento
Candai
Goixim
Guarapuava

Candai

Palmeirinha
Guarapuava
Guarapuava

Candai
Goixim
Candai
Candai
Palmeirinha

15ADON
15-ADON
3ADON
NIV
NIV
NIV
NIV
NIV
15-ADON
NIV
NIV
15-ADON

NIV

15-ADON

NIV
NIV

15ADON
15ADON
NIV
15-ADON
NIV
15ADON
15ADON
15ADON
15ADON
15ADON
15ADON
15-ADON
15ADON
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UEM-3720 2014 - 15ADON S S
UEM-3721 2014 - - S S
UEM-3722 2014 - 15ADON S S
UEM-3723 2014 - - S S
UEM-3724 2014 - - S S
UEM-3725 2014 - - S S

4lsolados em negrito foram analisados também quantcs@ &@juanto que os demais
foram apenas classificados como menos sensM&sdu sensiveis (S) com base na dose
discriminatoria de 1,4 e 2,0 pg/ml para carbendazim e tebuconazol, respectivamente
bGenotipo tricoteceno determinado por PCR com primers amplificando sequéncias
parciais dos gene3ri3 e Tril2 (Ward et al, 2002). NIV = nivalenol, DON =

deoxinivalenol, 3-ADON = 3-acetildeoxinivalenol, 15-ADON 15-acetildeoxinivalenol.
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Figuras

Figura 1. Regido produtora de trigo do municipio de Guarapuava no sul do Estado do

Parana.
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Figura 2. Densidade da frequéncia da concentracao efetivah dégebuconazok B,
carbendazim que redugm 50% o crescimento micelial (B de 35 isolados d
complexo de espécidsusarium graminearundo Parana, Brasil. As linhas verticais
pontilhadas representam as doses discriminatdrias para cada fungicida e as setas indicam
os valores médios de BL(ug/ml) para o isolado menos sensivel a tebuconazol e

carbendazim.
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Figura 3. Box-plot e valores observados da concentracdo efetiva de tebucenazol
carbendazim, que reduz em 50% o crescimento miceliaso( 8 28 isoladosio
complexo de espéci¢aisarium graminearunadlo Parana, Brasil, possuindo o genaétipo
tricoteceno 15-acetil-deoxinivalenol (BEION; n = 19), nivalenol (NIV) ou 3-acetil-
deoxinivalenol (3-ADON;n = 7 + 2). A linha dentro da caixa representa a mediana,
enguanto que as linhas do topo e do fundo das caixas representam os percenfis 75 e 25
dos dados, respectivamente. As barras verticais que se estendem além das caixas

representam os percentis 10 e 90% e os pontos fora desse intervalo mdleam
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Figura 4. Relacao entre os valores da concentracao efetiva de tebuconazol e carbendazim,
gue reduz em 50% o crescimento micelial {§t@e 35 isolados do complexo de espécies

Fusarium graminearurdo Parana, Brasil, ao longo dos ade2011 a 2014.
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Figura 5. Alinhamento dos aminoacidos de parte da sequéncia doogpb&Ados
isolados dé-usarium graminearuriiN8 (DMI-R) eNX2 (DMI-S) da China e UEM2657
(isolado resistente ao tebuconazol), UEM3587 e UEM2795 (isolados sensiveis ao

tebuconazol) do Parana, Brasil
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ARTIGO 2
Eficacia de fungicidas no manejo da giberela do trigo no Brasil: revisédo sistematica

e metanalise

Franklin J. Machado & Emersdi. Del Ponte

Departamento de Fitopatologia, Universidade Federal de Vicosa, Av. P. H. Rolfs s/n,

36570-000, Vicosa, MG Brasil

Resumo

Os fungicidas sdo normalmente aplicados para o manejo da giberela, com o objetivo de
garantir a produtividade e melhorar a qualidade dos graos, visando, especiamente,
reducao de micotoxinas. Varios ingredientes ativos estdo disponiveis no Brasil, sendo que
0S mais comuns pertencem ao grupo dos inibidores da demetilacdo (DMI) e
benzimidazois (MBC), ou usados em mistura com fungicidas do grupo das estrobilurinas
(Qol). Dada a importancia crescente de epidemias de giberela no Brasil, o uso de
fungicidas vem aumentando consideravelmente e, geralmente, duas aplicacbes sao
recomendadas. No entanto, os resultados sobre a eficicia tém sido inconsistentes e
variaveis para um mesmo fungicida. Uma sintese quantitativa dos dados de eficacia dos
fungicidas disponiveis no pais € ausente e poderia ser util para apontar para os produtos
mais eficazes e cenarios onde a eficacia pode ser melhorada. Os objetivos deste trabalho
foram a) revisar sistematicamente estudos de controle quimico para o manejo da giberela
realizados no Brasil durante os ultimos 15 anos, publicados em revistas com e sem corpo

editorial e b) realizar uma metanalise da eficacia de controle e retorno em produtividade
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de fungicidas selecionados. Uma busca na literatura identificou 18 estudos que relataram
aseveridade da giberela (0 mesmo que o indice giberela) para pelo menos um tratamento
com fungicida em comparacdo com um tratamento controle sem o fungicida, e também
uma medida da variancia amostral do ensaio. Apenas trés e dois estudos relataram valores
meédios de graos gibereladmdeoxinivalenol (DON), respectivamente. Os estudos foram
analisados e oito tratamentos com fungicidas, com pelo menos dez entradas foram
selecionados para o estudo de metanalise. Foram incluidos os tratamentos com os
fungicidas dos grupos: DMI (tebuconazol, metconazol e propiconazol) e MBC
(carbendazim) formulados individualmente e uma pré-mistura de DMI + Qol
(azoxistrobina + tebuconazol, piraclostrobina + metconazol, trifloxistrobina +
prothioconazol e trifloxistrobina + tebuconazol). Foram testadas uma aplicacdo (x1) e
duas aplicacdes (x2), sendo a primeira na floracdo plena e a segunda dez daas apos
primeira. Um modelo metanalitico multivariado foi ajustado para o log dasspada

cada fungicida e o tratamento controle de cada ensaio. A diferenca nas estimativas média
do log da severidade entre um tratamento com fungicida e o controle foram usadas para
calcular a azio de resposta médi®R)(e entdo transformadas para qgestagem de
controle C) e porcentagem de retorno em produtividd®)eA média deC e P variou de

48,94 a 70,39% e de 7,41 a 21,29%, respectivamente. Metconazol (x2) teve o melhor
desempenho para reduzir a severidade da doénhga’(,39%) e tebuconazol (x1) em
retorno em produtividadd’(= 21,29%). Propiconazol foi 0 menos eficaz entre os DMIs

(C = 48,94%), sequido de carbendazi@® £ 53,90%). Em geral, os fungicidas mais
eficazes resultaram em maior retorno de rendimento. Quando os grupos de fungicidas
foram comparados, em geral, os DMIs e as misturas tiveram o melhor desempenho,
especialmente em ensaios conduzidos sob elevada pressao da doenca (> 7% no tratamentc

controle). Os resultados mostraram que a eficacia de controle média em estudos
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brasileiros quando se utiliza duas aplicacfes sdo mais eal@dae quando se utiliza
apenas uma aplicacédo, como relatado em outro estudo de metanalise na América do Norte.
Estudos futuros deveréo centrar-se no efeito sobre os niveis de DON, especialmente para

as misturas, que estao estrategicamente utilizadas para o controle de doencas foliares.

Palavras-chaveTriticum aestivumFusarium graminearumGibberella zeagcontrole

quimico

Introducao

A giberela do trigo, causada pelo complexo de espEciearium graminearuniFGSC,
Fusarium graminearunspecies complex), é uma das principais doencas do trigo no
mundo (McMullen et al., 2012). O sintoma tipico € a senescéncia prematura de parte ou
toda a espiga, com danos fisicos resultando em grdos mal formados, com massa reduzida
e contaminados com micotoxinas produzidas pelo fungo no processo infeccioso
(McMullen et al. 2012). No Brasil, a giberela em trigo e cevada tem aumentado em
importancia devido a maior frequéncia com que epidemias tem ocorrido a partir da década
de 1990, possivelmente devido a variabilidade climatica e intensificacdo de praticas
conservacionistas de manejo do solo que contribuem para o aumento do in6culo (Del
Ponte et al. 2009). Estudos de levantamento em lavouras comerciais tém mostrado a
presenca de micotoxinas produzidas por FGSC, especialmente o0s tricotecenos
deoxinivalenol (DON) e nivalenol (NIV)e a zearalenona (ZEA), eventualmente em
niveis preocupantes em graos de trigo produzidos no Brasil (Calori-Domingues et al.
2007; Del Ponte et al. 2012; Tralamazza et al. 2016). Em conformidade com os principais

paises produtores de trigo no mundo visando garantir a seguranca alimentar, medidas
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legislativas tém sido adotadas para regular limites maximos de tolerancia de DON e ZEA
(ANVISA, 2011), o que aumenta a importancia do problema para a cadeia produtiva do
trigo no Brasil. Assim, a preocupacdo com a giberela tem aumentado também com a
demanda de mercados que exigem maior qualidade do produto, tal como os de farinhas
para produtos infantis. Para o manejo da doenca, o produtor tem como medidas mais
efetivas e viaveis 0 uso de cultivares menos suscetiveis e aplicacdes de fungicidas durante
o florescimento da cultura (Wegulo et al. 2011; Gilbert & Haber 2013). Dentre os
fungicidas mais usados, destacam-se os DMIs (grupo: inibidores da demetilacdo)
formulados tanto individualmente quanto em misturas dos grupos quimicos triazol ou
triazolintiona (Paul et al. 2008). Misturas de triazois com fungicidas do grupo quimico
das estrobilurinas ndo tém sido recomendadas para o controle de giberela nos Estados
Unidos, uma vez que existem relatos de aumento de DON quando sacaapizio
espigamento (Wegulo 2012). Além desses, benzimidazéis, como o carbendazim, séo
usados para o controle de giberela na Europa, Asia e América do Sul (Mesterhazy et al.
2003; Chen et al. 2007; Santana et al. 2012).

No Brasil, carbendazim vem sendo utilizado a mais de trés décadas (primeiro uso
em 1981) no controle da giberela (Deuner et al. 2011). A partir da década de 1990, com
o0 surgimento de novas moléculas, os DMIs passaram a ser também avaliados e
recomendados para o controle da giberela no Brasil (Deuner et al., 2011). As indicacdes
técnicas da cultura do trigo no sul do Brasil (Informacgdes... 2014) sugerem que sob
condicbes favoraveis a doenca, duas aplicacbes podem ser feitas (primeira no
florescimento e a segunda 15 dias ap0s) de triazdis (propiconazol, epoxiconazol e
tebuconazol) e pré-misturas de dois dos triaz6is com uma de duas estrobilurinas
(trifloxistrobina + tebuconazol e piraclostrobina + metconazol). As pré-misturas sdo uma

opcéao para situacdes de necessidade de controle concomitante de manchas foliares que
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ocorrem apos o florescimento (Casa et al. 2007; Spolti et al. 2013). O carbendazim tem
sido considerado uma opcdo no manejo da giberela especialmente por questdes
econdmicas, ja que apresenta menor custo relativo aos demais (Sun et al. 2014).

Em uma revisao narrativa do manejo da giberela com fungicidas no Brasil (Deuner
et al. 2011) foi relatada a avaliacdo de dezenove produtos (ou combinacdo de produtos)
para ensaios conduzidos entre os anos 1982 e 2009. A partir da safra 2011, ensaios
cooperativos vém sendo conduzidos por uma rede de pesquisadores no sul do Brasil
visando avaliar um mesmo conjunto de fungicidas com métodos padronizados para a
conducao dos ensaios e avaliacdo da doenca (Santana et al. 2012; Santana et al. 2014
Santana et al. 2015). Corroborando estudos em outros paises, a eficacia de controle da
giberela se mostra variavel entre e dentre os principios ativos, com resultados
inconsistentes e com niveis, as vezes, aquém do desejado. As razfes para a relativa baixa
eficaciaenvolvem a desuniformidade dos perfilhos, a dificuldade de deposi¢cédo das gotas
nas anteras e atraso na aplicacdo devido as condi¢Bes climaticas (Deuner et al., 2011).
Uma sintese quantitativa dos dados de eficacia dos fungicidas disponiveis no pais é
ausente e poderia ser util para apontar para os produtos mais eficazes e cenarios onde a
eficacia podese melhorada.

A metanalise € uma técnica estatistica de analise de dados extraidos de estudos
selecionados por meio de procedimentos objetivos (Borenstein et al. 2009). Esses
resultados s@o entdo resumidos através de analise estatistica com o objetivo de diminuir
a subjetividade dos métodos tradicionais de revisdo narrativa. A técnica vem ganhando
popularidade na area de fitopatologia e tem sido usada com objetivo de sumarizar a
eficacia de tratamentos (fungicidas, antibidticos, agentes de controle bioldgico, etc.) na
supresséo da doenca ou niveis de micotoxinas, no retorno em produtividade ou mesmo

para sumarizar a relagbes entre variaveis relacionados a doenca, como severidade e
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produtividade (Madde Paul 2011). A metanalise pode ser antecedida ou nao por
revisdo sistematica, jA que nem sempre os estudos primarios tenham sido revistos
sistematicamente ou apropriadamente (Borenstein et al., 2009). A revisdo sistematica
consiste no processo de localizar, de maneira sistematica, os estudos relacionados ao
problema de interesse em varias fontes de literatura, seguindo uma série de critérios
objetivos de inclusdo e exclusdo destes estudos, o que permite a reprodutibilidade da
pesquisa (Borenstein et al., 2009). Mesmo que os critérios usados na revisao sistematica
sejam subjetivos, eles devem ser apresentados de forma clara e transparente (Borenstein
et al. 2009).

Na metandalise, a variavel central € uma medida que sumariza o tamanho do efeito
(do ingléseffect size Na fitopatologia, as medidas de efeito mais comumente estudadas
no caso de efeito de tratamentos séo o log da razéo de resposta, diferenca média absoluta
ou padronizadas contbde Cohen g de Hedges (Ojiambo & Scherm 2006; Madden &
Paul 2009; Ngugi et al. 2011a). Os modelos metanaliticos podem ser divididos em
univariados ou multivariados em funcdo do niamero de respostas que sdo avaliadas de
maneira isolada (metanalises separadas para cada variavel) ou conjuntamente no mesmo
modelo, respectivamente. As vantagens e desvantagens dos dois métodos tém sido motivo
de debate na literatura, sendo que diversos autores apontam para a superioridade da
andlise multivariada ou tratamentos mdultiplosulti-treatment meta-analy3js
especialmente para casos em que 0s tratamentos ocorrem simultaneamente no mesmo
estudo ou que compartilham um mesmo tratamento testemunha, no caso de se usar a razac
de resposta como medida de efeito (Arends et al. 2003; Paul et al. 2008). Na fitopatologia,
a analise multivariada tem sido usada em estudos que avaliam multiplos tratamentos (Paul

et al. 2008; Paul et al. 2010; Ngugi et al. 2011b).
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Considerando a diversidade de fungicidas que vem sendo avaliada para o controle
da giberela e a inconsisténcia nos resultados, o presente estudo objetivou 1) revisar
sistematicamente os estudos sobre controle quimico da giberela conduzidos no Brasil nos
altimos 15 anos (a partir de 2000) e 2) estimar, por metanalise, a média e a
heterogeneidade da eficacia de controle da doenca (severidade) e do retorno em
produtividade para um conjunto de fungicidas selecionados isoladamente ou agrupados

por grupo quimico.

Material e métodos

Revisdo sistematica: busca e critérios de exclusdo

Uma revisdo de literatura de estudos de avaliacdo de fungicidas para o controle da
giberela foi feita em fontes diversas, como: revistas cientificas com corpo editorial,
comunicado ou boletim técnico e resumo expandido de congresso, por meio de consulta
a base de dados do Google Scholar (https://scholar.google.com.br). Os estudos que
atendiam os seguintes critérios foram selecionados: 1) ter um ensaio de campo no Brasil,
onde foi avaliado visualmente a intensidade de uma variavel de quantificacdo da doenca
(incidéncia, severidadecomumente chamada de indice de giberela, ou seja, a proporcao
de espiguetas doentes na amostra total de espiguetas, de espigas sintomaticas ou néo); 2
ter um tratamento controle (sem aplicacao do fungicida) e 3) ter uma medida de variancia
amostral do ensaio como coeficiente de variagdo, diferenga minima significativa (DMS)
ou teste de comparacao multipla com as discriminagdo das médias entre os tratamentos,
de forma que a DMS pudesse ser estimada (Ngugi et al. 2011b).

Nos estudos que atendiam aos critérios, os tratamentos foram inspecionados e

alguns eliminados antes de se proceder a analise. Por exemplo, quando um mesmo
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fungicida foi avaliado em diferentes doses, niumero de aplicagdes, tipos de pontas de
pulverizacdo, doses e etc., apenas o tratamento com dose comercial ou o tratamento com
valor proximo a média dos demais foi incluido na metandlise, de forma que se mantivesse
apenas uma entrada (média do tratamento por ensaio) do mesmo tratamento por ensaio.
Ao final da selecéo de todos os tratamentos, aqueles com poucas entradas (< % entradas
ou com um grande desbalanco no nimero de ensaios testando uma ou duas aplicagdes,
por exemplo, foram eliminados, mantendo-se apenas aquela com maior niumero de
ensaios. Apoés a aplicacéo destes critérios foram selecionados oito fungitidadatal

de dez tratamentos diferentes, considerando que os fungicidas tebuconazol e metconazol
com uma ou duas aplicacbes para cada e os demais fungicidas com duas aplicacdes

(Tabela 1).

Medidas de efeito

As variaveis de interesse na analise foram a eficacia de controle (percentual de reducéo)
da doenca (severidade) e o retorno percentual em produtividade. Na metanalise, por
guestbes de melhores propriedades estatisticas, a medida de efeito usada, para cada
variavel, foi o logaritmol() da razdo de respostR)(entre os valores de cada variavel
(severidade ou produtividade) no tratamento com fungicida (T) e no tratamento controle

(C). Assim,Lseve Lprog, S&0 dados por:
Xt < -
Lgey, prod — In(R)=In ()—(_C) =In(Xr) - In(Xc) 1)
onde Lgey proq € 0 log da razéo de resposR< X;/Xc) em queX; é a média para
severidade ou produtividade para um dado tratam&pt®a média dessas variaveis para

o tratamento controle. In é o logaritmo natural.

Modelo metanalitico
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Um modelo multivariado, ao invés de metanalises separadas para cada fungicida, foi
utilizado pois varios tratamentos foram avaliados simultaneamente, compartilhando
assim a mesma testemunha do ensaio. No modelo multivariado é considerada a matriz de
variancia-covariancia entre estudos e as correlacdes entre as respostas (Arends et al. 2003;
Paul et al. 2008). O modelo € dado por:

Yi~N(u, Z+Si) 2
ondeY; é o vetor do log da severidade ou produtividade média para os 10 tratamentos
mais a testemunha para-oésimo estudo, 4 € o vetor que representa a média de
todos os estudog, € uma matriz de variancia-covariancia entre estudos de 11 x11,e S
€ a matriz de variancia-covariancia intra-estudo paésimo estudd\(e) indica uma
distribuicdo normal multivariada. Os elementos de f&am incorporados no
procedimento de ajuste do modelo como pesos calculados como a funcédo inversa da
variancia dentro do estudo para cada tratamento de cada estudo (Paul et al. 2008). A
matrizX foi ajustada com uma estrutura de variancia-covariancia com simetria composta
(CS), simetria composta heterogénea (HCS) e nao estruturada (UN), sendo que os
modelos cuja convergéncia foi obtida, foram comparados com base na estatistica AIC
(Akaike information criteriop Os modelos foram ajustados por estimativa da maxima
verossimilhanca usando o pacote metafor (Viechtbauer 2010) do software R (R Core
Team 2012).

Uma vez qué.,, »roq € igual a diferenca dos logs (Equacao 1), o log da razao de
resposta foi estimado como a diferenca entre os pares dos elemeptosezmcomo o
erro padréo e o intervalo de confianca 95%. Assim, a média geral do log daleazéo
respostal)) para cada tratamento relativo ao tratamento controle foi estimadal.cemo
fi.-f.,ondei efi. sdo olog da média da severidade ou produtividade estimadas para

um tratamento e seu tratamento controle, respectivamente. A eficacia de controle e o
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retorno em produtividade e seus intervalos de confianca foram estimados pela
transformagcéo inversa dq,, e L, € 0 limite superior e inferior d,, e L,,,,; comoC
= (1-(explsey ) x100) eP = ((exp( yr0q)-1) X100), respectivamente.

A estimativa do efeito dos fungicidas por grupo quimico foi feita também com o
modelo 2, onde o tratamento foi identificado como pertencendo a um dos trés grupos:
DMI, MBC ou Qol + DMI. O modelo multivariado para os fungicidas ou grupos de
fungicidas foi expandido para avaliar se a heterogeneidade poderia ser explicada por
caracteristicas relacionadas aos estudos. No caso, foi considerado como fator fixo a
severidade no tratamento controle em duas categorias, usando o limiar de 7% de
severidade na testemunha (Del Ponte et al. ;2085a et al., 2003). O modelo misto
expandido para considerar o fator fixo pode ser escrito como:

Yi~N(u+ 8, X+ S) 3)
onde 3 é 0 efeito da variavel moderadora e 0s outros termos sdo como descrito ha equacao
2. O procedimento de ajuste do modelo foi idéntico ao descrito acima e em (Paul et al.

2008).

Resultados

Revisdo sistematica: caracteristicas dos estudos

Dezoito publicacbes foram identificadas na literatura brasileira. Destas, apenas cinco

foram artigos publicados em revistas com corpo editorial e treze em outros tipos de

publicacdo incluindo resumos expandidos, relatérios e boletins técnicos de sumarizacao
de ensaios cooperativos (Tabela S1). Nesses 18 estudos, foram conduzidos 49
experimentos de campo (média de 2,7 ensaios por estudo). Ao todo, foram identificados

36 tratamentos diferentes, sendo aplicados ingredientes ativos individualmente ou em
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misturas, numeros de aplicacdes, diferentes doses e etc. Os ensaios foram conduzidos em
sua maioria no Rio Grande do Sul (69%), seguido do Parana (27%) e Santa Catarina (4%
Figura 1).

Dos 36 tratamentos, 21 foram excluidos pois se tratavam de combinacfes de
produtos. Outros sete tratamentos foram excluidos por apresentarem poucas entradas (no
minimo cinco entradas), mesmo se tratando de ingrediente ativo aplicado
individualmente. Ao final, foram selecionados oito fungicidas para analise (Tabela 1).
Desses, foram eliminadas dez entradas que tinham mais de duas aplica¢des do produto e
doze entradas em que a aplicacdo foi feita antes da antese. Foram mantidas apenas 0S
tratamentos com uma ou duas aplicacdes do fungicida, totalizando dez tratamentos
individuais em 34 ensaios independentes. ApoOs aplicar os critérios de exclusao
apresentados anteriormente, onze dessas publicacdes foram incluidas com 34 ensaios para

a severidade e dez publicacdes com 31 ensaios para a produtividade.

Severidade de giberela e produtividade do trigo

Osvalores médios de severidade na testemunha variaram de 0,5 a 62,0% com média de
15,24% e mediana igual a 7,15% (Figura 2An %% dos ensaios usados ha metanalise,

a severidade na testemunha variou de 4,36% a 15,80%. J& a produtividade na testemunha
variou de 793 a 4.984 kg/ha, com média de 3.000 kg/ha e mediana de 2.993 kg/ha (Figura
2B). Em50% dos ensaios, a produtividade na testemunha variou entre 2.621 kg/ha e 3.683
kg/ha. A média de produtividade na testemunha foi menor que a média de produtividade
em todos os tratamentos, exceto para metconazol aplicado uma ou duas vezes (Figura

2B).

Metanalise da eficacia de controle e retorno em produtividade
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Os fungicidas com valores mais negativod.ge, indicando melhor resposta, foram os
metconazol e tebuconazol aplicados isoladamente, seguidos das misturas, e
posteriormente, por carbendazim e propiconazol. Os valoks.d@riaram de -1,217 a
-0,672, cuja destransformacéo indica uma eficicia média entre os fungicidas variando de
48,94 a 70,39%. (Tabela 2).

Os fungicidas com os maiores valoded.prod, 0 que indica melhor retorno, foram
o tebuconazol aplicado uma vez e o metconazol aplicado duas vezes, seguidos das
misturas, e em seguida, por propiconazol, metconazol e carbendazim aplicados duas, uma
e duas vezes, respectivamente. Os valords,gievariaram de 0,072 a 0,193, em que a
destransformacdo indica um retorno médio em produtividade entre os fungicidas testados
variando de 7,41 a 21,29% (Tabela 3).

Quando a estimativa foi feita para os fungicidas em grupos quimicos, o grupo das
pré-misturas apresentou valor mais negativbsgleseguido por triazdis e benzimidazéis.

Os valores dé.sey variaram de -0,924 a -0,7993, cuja destransfofimanglica eficacia
média variando de 55,01 a 60,32% (Tabela 4).

Da mesma forma, o grupo das pré-misturas apresentou maior valgrdgle
seguido por triazbie benzimidazéis. Os valores figoq variaram de 0,077 a 0,134, cuja
destransformacéao indica o retorno médio em produtividade variando de 8,00 a 14,17%
(Tabela 5).

No modelo expandido para considerar o efeito da severidade na testemunha, que
€ um indicativoda “pressao de doenga”, foi verificado efeito significativo sobre as
medidas de efeitdsev € Lprog €Stimados para os grupos de fungicidas: (0,001). G
grupos tiveram valores de eficacia de controle (Figura 3A) e retorno em produtividade
(Figura 3B) mais variaveis e mais altos quando a severidade na testemunha foi maior que

7% com base na amplitude dos intervalos de confianga 95%.
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De maneira geral, ha uma relacdo entre a eficacia de controle e o retorno em
produtividade (Figura 4). No entanto, o mais alto retorno em produtividade foi estimado
para uma aplicacédo de tebuconazol, embora ndo tenha tido a maior eficacia de controle.
As pré-misturas apresentaram retorno em produtividade semelhante entre elas, mesmo
que a eficacia de controle tenha sido diferedsdriazois apresentaram o valor médio de
eficacia de controle superior aos demais fungicidas, exceto para o propiconazol aplicado
duas vezes, que apresentou a menor eficacia de controle entre todos os tratamentos. Ja C
carbendazim teve o menor retorno em produtividade, embora com melhor eficacia do que

o propiconazol (Figura)4

Discussao

Foram identificados estudos sobre eficacia de fungicidas no controle da giberela no Brasil
nos ultimos 15 anos. Somente um terco aproximadamente dos estudos foram publicados
em revistas com corpo editorial, sendo a maioria dos ensaios conduzidos a partir do ano
de 2011, quando estabedeese uma rede de ensaios cooperativos (Santana et aj. 2012
Santana et al. 2014; Santana et al. 2015). As varidveis mais comumente avaliadas nos
ensaios foram incidéncia e severidade em espigas, incidéncia de graos giberelados,
produtividade, PH (peso hectolitrico) e peso de mil sementes. Na maioria dos estudos,
foram avaliadas incidéncia e severidade como medida da doenca, porém no presente
trabalho, a severidade foi escolhida por melhor representar a intensidade da doenga (Paul
et al. 2005). A quantificacdo de micotoxinas tricotecenos como a deoxinivalenol e/ou
nivalenol foi feita em apenas dois estudos (Spolti et al. 2013; Tonin et al., 2015)
inviabilizando a anélise dessa variavel. E possivel que esse baixo nimero de estudos com

dados de micotoxinas seja devido ao mais alto custo dessas analises, especialmente para
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dados de experimento com delineamento com varios tratamentos e pelo menos quatro
repeticbes. Assim, os dados de micotoxinas sao estimados para amostras compostas de
um tratamento (sem repeticdes, Spolti et al. 2013) ndo permitindo estimar a variancia
amostral que € necessaria na metanalise.

Nos estudos selecionados, um grande numero de fungicidas individuais ou em
combinaéo, diferentes doses, numeros de aplicacdes, pontas de pulverizacao e etc, foram
avaliados. O grande numero de tratamentos de pré-misturas de triazol e estrobilurinas
avaliado mais recentemente permite inferir que estejam sendo utilizadas no controle da
giberela, uma vez que sdo recomendadas para esse fim no Brasil (Informacdes... 2014)
Embora o carbendazim nédo esteja nas indicacfes técnicas da cultura do trigo para o
controle de giberela (Informacgdes... 2014), formulacbes comerciais com esse principio
ativo continuam sendo avaliadas (Santana et al. 2014; Tonin et al. 2015). Esse fato se
deve, principalmente, devido ao menor custo deste produto em relacdo aos demais usados
no controle da doenca no Brasil (Dauri Tessmann, comunicacao pessoal).

De maneira geral, as médias de eficacia de controle estimadas pelo modelo
metanalitico foram mais altas do que estudo similar conduzido com mais de cem ensaios
para avaliacao de quatro DMIs aplicados isoladamente ou em mistura nos Estados Unidos
(Paul et al. 2008). Dentre eles, o propiconazol teve uma eficacia de controle por volta de
30% no estudo americano, enquanto que no presente trabalho, foi encontrada uma eficacia
de controle de 48,94%. Essa diferenca na eficacia de controle pode estar relacionada ao
namero de aplicacdes. No presente estudo, avaliou-se o efeito do propiconazol aplicado
duas vezes, enquanto que no estudo americano apenas uma aplicacéo foi realizada. No
entanto, o presente estudo concorda com o0 estudo americano no sentido que o
propiconazol apresentou a pior performance dentre os DMIs. Ja para tebuconazol e

metconazol aplicados apenas uma vez ao redor da antese, a eficacia de controle média foi
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superior a estimada por Paul et al. (2008). A maior eficacia de controle pode ser devida
ao mais baixo nimero de estudos e pelo fato de que os resultados para esses fungicidas
serem originados de publicacdo em revistas com corpo editorial, no caso do Brasil, o que
pode apresentar possivel viés de publicacdo para resultados positivos (Madden & Paul
2011). No estudo americano, os dados usados na metanalise foram todos originados de
ensaios cooperativos conduzidos ao longo de onze anos.

Metconazol aplicado duas vezes foi superior a uma aplicacéo, e o tebuconazol em
uma aplicacdo foi superior a duas aplicacbes, embora essa diferenca nédo tenha sido
significativa. Estudos individuais mostraram que uma aplicacéo adicional de metconazol
foi capaz de reduzir a doenca, aumentando assim a produtividade (Spolti et al. 2013)
Embora esses fungicidas tenham sido mais eficientes, especialmente o metconazol, é
necessario que se conduzam mais estudos para estimar com maior confiabilidade os niveis
de eficacia de controle, especialmente se uma aplicacdo adicional resulta em maior
retorno.

O fungicida carbendazim aplicado duas vezes teve menor eficicia de controle e
menor retorno em produtividade quando comparado com 0s outros tratamentos. A baixa
eficacia de controle da giberela pelo carbendazim tem sido associada na China, ao
surgimento de populacdes de FGSC resistentes a esse fungicida (Chen et al. 2009).
Embora Sun et al. (2014) tenha madir que o carbendazim foi aplicado duas vezes a
eficacia de controle da giberela foi em torno de 80% e de até 87% na redi@dl de
em dois de experimentos de campo na China. Na Hungria, o carbendazim é o fungicida
padréo para o controle de giberefamais de trinta anos, sendo menos eficaz no controle
da doenca, com niveis em torno de 30%, enquanto o tebuconazol teve uma eficacia em
torno de 60% (Mesterhazy et al. 2003). Os autores relatam, ainda, o0 aumento de DON nas

parcelas tratadas com o carbendazim ou azoxistrobina em cultivar suscetivel.
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Apesar dos triazéis (DMIs) terem o0 mesmo modo de acéo, diferencas na eficacia
de controle foram observadas entre os produtos. Algumas das possiveis causas dessas
variacbes vao desde diferencas quimicas e fisicas das formulacbes usadas, diferencas
inerentes as populagdes locais do patdgenos (por exemplo, sensibilidade aos fungicidas)
até interacdes que envolvem os fungicidas, ambiente, desenvolvimento da cultura e etc.
(Paul et al. 2008). De fato, esses ingredientes ativos apresentam diferentes efeitos na
germinacdao de conidios e ascosporos (Klix et al. 2007; Avozani et al. 2014) e crescimento
micelial do patogeno (Spolti et al. 2012; Umpiérrez-Failache et al. 2013; Spolti et al.
2014).

Deuner et al. (2011) comentam que a eficacia de controle de giberela é
relativamente baixa devido a desuniformidade nos perfilhos, dificuldade de deposicao das
gotas nas anteras e pelo atraso na aplicacéo face a limitacbes das condicdes climaticas.
Embora ndo tenha sido analisado neste trabalho, a eficacia dos fungicidas no controle da
giberela é influenciada pela cultivar usada e condi¢des climaticas, sendo maior em
cultivares resistentes do que em cultivares suscetiveis (Mesterhazy et al. 2003). Com isso,
mais estudos sobre o efeito do nivel de resisténcia da cultivar influenciando a eficacia de
controle da giberela, sobretudo, sumarizados por metanalise em condi¢des brasileiras sao
necessarios.

Dentre os grupos, a eficacia de controle e o retorno em produtividade foi maior
para Qol + DMI, seguido de DMI e MBC. Em outros paises, 0 uso de estrobilurinas para
o controle de giberela ndo é recomendado (McMullen et al. 2012) ja que existem varios
relatos de aumento de DON devido a aplicacdo de Qols apds o espigamento,
especialmente para azoxistrobina (Wegulo et al. 2011) e azoxistrobina e carbendazim
(Mesterhazy et al. 2003). Os resultados obtidos confirmam estudos individuais que

mostram que piraclostrobina em mistura com epoxiconazol (Chen et al. 2012) ou

58



metconazol (Spolti et al. 2013) sdo mais eficazes para controlar giberela que carbendazim
e metconazol isoladamente, na China e no Brasil, respectivamente. Além disso, as
misturas podem proporcionar um maior retorno em produtividade, devido ao melhor
controle de doencas foliares e por retardar a senescéncia da folha bandeira (Blandino et
al. 2011).

Quando houve maior intensidade de giberela, tanto a eficacia de controle quanto
o retorno em produtividade foram mais altos do que em condi¢cdes menos favoraveis a
doenca, concordando com os resultados de outra metanalise (Paul et al. 2008).

Assim como para eficée de controle, as médias de retorno em produtividade
estimadas nesse estudo, no geral, foram mais altas do que no conduzido nos Estados
Unidos (Paul et al. 2010). Entre os DMIs, a diferenca foi de até 50% maior no retorno em
produtividade para propiconazol. Ja a diferenca no caso do tebuconazol e metconazol foi
ao redor de 50% (de 9 para 16%, de 14 para 17%, para tebuconazol e metconazol,
respectivamente). Tal diferenca pode ser devida também a uma aplicacdo adicional, no
caso dos ensaios no Brasil.

Os resultados obtidos fornecem informacdes uUteis no que diz respeito aos
fungicidas usados no controle de giberela, tanto com relacao a eficacia de controle quanto
ao retorno em produtividade. Embora sejam recomendadas duas aplicacbes dos
fungicidas, estudos com relacdo a viabilidade econdmica dessa segunda aplicacdo sé&o
necessarios. Esse tipo de estudo, leva em consideracdo o custo da aplicacdo e o retorno
econdmico. Além disso, mais estudos sobre efeito do controle quimico na producéo de
micotoxinas (DON) precisam ser feitos, uma vez sdo escassos no Brasil. Estudos que
relacionam a sensibilidade de isolados de campo com a eficacia de controle podem ser
uma boa ferramenta para justificar a adocédo do manejo da doenca com fungicidas com

diferentes modos de acéo afim de evitar a selecéo de isolados resistentes aos fungicidas.
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Tabelas

Tabela 1.Caracteristicas dos fungicidas utilizados na metanalise.

Cddiga* k" Ingrediente Ativo  Produto comercial Dosé Nome do
(gi.a./ha) Grupc
CARB:« 19 Carbendazim Bendazol, 375 MBC
Carbendazim Nortoy 500
METCx 6 Metconazol Caramba 81 DMI
METCx 4  Metconazol Caramba 81 DMI
PRORB« 20 Propiconazol PNR, Propiconazol 187,5 DMI
Nortox
TEBU:1x 8 Tebuconazol Folicur 150 DMI
TEBU.« 9 Tebuconazol Folicur 150 DMI
Alterne
AZOX + TEBU,x 20 Azoxistrobina + PNR 75+ 144 Qol + DMI
Tebuconazol
PIRA+ METGx 26 Piraclostrobina+ Opera Ultra 65+40 Qol + DMI
Metconazol 97,5+ 60
TFLX + PROTx 20 Trifloxistrobina + Fox 75+ 87,5 Qol + DMI
Prothioconazol
TFLX + TEBUxx 19 Trifloxistrobina +  Nativo 75+ 150 Qol + DMI
Tebuconazol

#Fungicidas usados na metanalise com uma (1x) ou duas (2x) aplicacdes do produto.
PNGmero total de ensaios usados na analise.

“Produto comercial usado no ensaio, conforme descrito pelo autor. PNR = produto n&do
registrado.

dDoses mais usadas ao longo dos ensaios.

*Nome do grupo de acordo com FRAC, 2012.
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Tabela 2.Log da razao de resposta (medida de efeito), eficacia de controle e estatisticas

relacionadas para os efeitos dos fungicidas na severidade da giberela.

Fungicida _ Meditja de efeitd Efi_cécia de controle (%)
kP Lsev E.P. () ICnt ICsup C ICint ICsup
CARB:« 19 -0,774 0,111 -0,992 -0,557 53,90 42,71 62,91
METC:x 6 -0,959 0,161 -1,274 -0,643 61,65 47,42 72,04
METC:x 4 -1,217 0,225 -1,658 -0,776 70,39 53,98 80,94
PRORBx 20 -0,672 0,107 -0,882 -0,462 48,94 37,00 58,61
TEBU:« 8 -1,176 0,190 -1,549 -0,802 69,14 55,17 78,75
TEBU« 9 -1065 0,188 -1,434 -0,696 65,52 50,13 76,16

AZOX + TEBU 20 -0,838 0,110 -1,052 -0,623 56,72 46,36 65,08
PIRA+ METGx 26 -0,978 0,106 -1,186 -0,771 62,41 53,75 69,44
TFLX +PROLx 20 -0,969 0,112 -1,188 -0,751 62,05 52,78 69,50
TFLX+TEBUx 19 -0,786 0,111 -1,003 -0,569 54,44 43,41 63,32

4ngredientes ativos: Tabela 1.

PNGmero total de ensaios usados na andlise.

°Log da raz&do de resposta média.j para o efeito de cada fungicida na severidade da
giberela em relacéo ao tratamento controle, erro padragd&.P. ()), limites inferior
(ICinf) e superior ICsyp do intervalo de confianca a 95% dgex Houve efeito
significativo para todos os tratament&s<0,001).

dEficacia média de control€) e limite inferior (Cinf) e superiorlCsuy do intervalo de
confianga a 95% d@ estimados pela transformacéo reversaldoe dos limites do

intervalo de confianga, contd= (1 - explse))x100.
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Tabela 3. Log da razdo de resposta (medida de efeito), retorno em produtividade e

estatisticas relacionadas para os efeitos dos fungicidas na produtividade do trigo.

Fungicida _ Medida de efeitb Retorno em produt. (%)

kb Lprod EP Ql) |C|nf |CSup P |C|nf ICSup
CARB:x 19 0,072 0,018 0,037 0,106 7,41 3,74 11,21
METC1x 6 0,090 0,034 0,024 0,156 9,43 2,44 16,90
METC:x 4 0,61 0,057 0,050 0,273 17,49 5,08 31,35
PRORx 19 0,112 0,017 0,079 0,145 11,83 8,18 15,60
TEBU1x 8 0,193 0,024 0,147 0,239 21,29 1581 27,03
TEBU2« 9 0,149 0,020 0,110 0,188 16,05 11,63 20,64

AZOX + TEBUx 19 0,122 0,017 0,089 0,156 13,00 9,25 16,88
PIRA+ METGx 23 0,134 0,017 0,101 0,167 1430 10,60 18,11
TFLX + PROTx 19 0,125 0,018 0,090 0,159 13,28 9,45 17,25
TFLX+TEBU,x 19 0,125 0,018 0,089 0,160 13,26 9,27 17,39

dngredientes ativos: Tabela 1.

PNGmero total de ensaios usados na andlise.

°Log da razdo de resposta médiad) para o efeito de cada fungicida na produtividade
do trigo em relacéo ao tratamento controle, erro padrag&dE.P. {)), limites inferior
(ICinf) e superior ICsyy do intervalo de confianca a 95% dg@wgs. Houve efeito
significativo para todos os tratament®s<0,001).

YRetorno em produtividade®) e limite inferior (Cinf) € superiorICsup do intervalo de
confianca a 95% d@ estimados pela transformac&o reversa.ges € dos limites do

intervalo de confianca coms,= (exp{prod) - 1)x100.
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Tabela 4. Log da razdo de resposta (medida de efeito), porcentagem de controle e

estatisticas relacionadas para os efeitos dos grupos de fungicidas na severidade da

giberela.
Grupos _ Meditja de efeitd Efif:écia de controle (%)
kP Lsev E.P. () ICint ICsup C ICint ICsup
DMI 32 -0,855 0,089 -1,029 -0,680 57,45 49,36 64,25
MBC 19 -0,799 0,109 -1,013 -0,584 55,01 44,25 63,69
Qol+DMI 26 -0,924 0,085 -1,091 -0,758 60,32 53,14 66,40

4Grupos: Tabela 1.

PNUmero total de ensaios usados na andlise.

°Log da raz&o de resposta média.j para o efeito de cada fungicida (dentro de cada

grupo) na severidade da giberela relativo ao tratamento controle, erro patsagE®.

(L)), limites inferior (Cinr) € superior ICsup do intervalo de confianga a 95% fe.

Houve efeito significativo para todos os tratamenios (,001).

YEficacia média de control€) e limite inferior (Cinf) e superiorlCsuy do intervalo de

confianga a 95% d@ estimados pela transformacéo reversaldoe dos limites do

intervalo de confianga con®= (1 - exp{se))*100.
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Tabela 5. Log da razdo de resposta (medida de efeito), retorno em produtividade e

estatisticas relacionadas para os efeitos dos grupos de fungicidas na produtividade do

trigo.
Grupod Medida de efeito Retorno em produt. (%)
P K  Lwoa EP.L) ICw ICsup P ICm_  ICsup
DMI 31 0,130 0,014 0,103 0,156 13,85 10,88 16,90
MBC 19 0,077 0,018 0,042 0,112 8,00 4,33 11,80

Qol+DMI 23 0,133 0,013 0,106 0,159 14,17 11,23 17,19
4Grupos: Tabela 1.

PNGmero total de ensaios usados na anélise.

°Log da razdo de resposta médigdy) para o efeito de cada fungicida (dentro de cada
grupo) na produtividade da giberela relativo ao tratamento controle, erro padrgg do
(E.P. ()), limites inferior (Cinterior) € superiorlCsuperio) do intervalo de confianca a 95%
do Lsev Houve efeito significativo para todos os tratamerfios ,001).

YRetorno em produtividade®) e limite inferior (Cinf) € superiorICsup do intervalo de
confianga a 95% d@® estimados pela transformacao reversa.gley e dos limites do

intervalo de confianga comB,= (exp({prod) - 1)x100.

71



Tabela S1.Caracteristicas dos ensaios de campo para o controle da giberela do trigo selecionados de uma revisao sisstuidisgautidicados

no Brasil entre os anos 2000 e 2014, para a metanalise da eficacia do controle quimicocavalizat®e no controle da doenca (severidade) e

retorno em produtividade.

Datade NuUmero de Tipo de
Estudo Ensaio Ano Municipio Estado Cultivar plantio  tratamentos Severidade Produtividade publicacéo Autor

1 1 2000 Passo Fundo RS BRS23 26/6/2000 9 38,8 2838 Artigo Panisson et aR002
1 2 2000 Passo Fundo RS BRS23 8/7/2000 9 349 3085 Artigo Panisson et aR002
2 3 2000 Passo Fundo RS BRS23 26/6/2000 9 388 2838 Artigo Panisson et aR003
2 4 2000 Passo Fundo RS BRS23 8/7/2000 9 349 3085 Artigo Panisson et aR003
3 5 2004 Muitos Capdes RS BRSLouro 13/7/2004 13 593 4984 Artigo Casa et al007

3 6 2005 Lages SC BRSLouro 12/7/2005 6 12,71 1835 Artigo Casa et al2007
4 7 2008 Ponta Grossa PR CD104 - 5 - 1718 Resumo Bassoi et a009
4 8 2008 Ponta Grossa PR BRS208 - 5 - 4770 Resumo Bassoi et a009
4 9 2008 Ponta Grossa PR BRSPardela - 5 - 4781 Resumo Bassoi et a009
4 10 2008 Ponta Grossa PR IPR130 - 5 - 3741 Resumo Bassoi et a009

Fundacep46

5 11 2009 Cruz Alta RS Nova Era - 7 - 590 Resumo DaSilva et al.2010
6 12 2009 Cruz Alta RS Campo Real - 7 7,3 2764 Artigo Spolti et al. 2013
6 13 2009 Passo Fundo RS  BRSGuamirim - 7 5 1283 Artigo Spolti et al. 2013
6 14 2009 Lagoa Vermelha RS Raizes - 7 10,1 1602 Artigo Spolti et al. 2013
6 15 2009 Muitos Capdes RS Supera - 7 31,3 2772 Artigo Spolti et al. 2013
7 16 2010 Toledo PR CD114 20/5/2010 5 4,14 28473 Artigo Correa et al. 2012
8 17 2010 Cruz Alta RS Fundacep52 25/6/2010 4 - 2375 Resumo  Quaini et al2012
9 18 2011 Itaara RS Fundacep52  1/7/2011 13 39 11916 Resumo  Maffini et al.2012
10 19 2011 Castro PR BRS208 21/7/2011 10 13,7 3610 Boletim  Santana et aR012
10 20 2011 Cruz Alta RS BRS208 15/6/2011 10 7,7 2718 Boletim  Santana et aR012
10 21 2011 Passo Fundo RS BRS208 30/6/2011 10 1,3 2569 Boletim  Santana et aR012
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Figura 1. Distribuicdo dos ensaios encontrados na revisao sistenfatibaimero total
de ensaios, conduzidos nos estados do sul do Brasil ao longo doB,aNamero de
ensaios publicados em revistas com ou sem corpo editorial em funcédo do ano em que foi

conduzido Q = 49 ensaios).
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Figura 2. Box plot sumarizandé,, a distribuicdo dos valores médios de severiddgle e

de produtividade do trigo das parcelas tratadas e ndo tratadas com fungicidas,

individualmente, € e D, para os grupos, respectivamente. O losango e a linha dentro da

caixa representaammédia e mediana, respectivamente, enquanto as linhas acima e abaixo

da caixa representa os percentis 75 e 25% dos dados, respectivamente. As barras verticais

gue se estendem para além das caixas representam os percentis 10 e 90% e os circulos

indicam osoutliers
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Severidade na testemunha <T% = >7%
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Figura 3. Efeito dos grupos de fungicidas Aa eficacia de controle da giberdia e

retorno em produtividade do trigo avaliados no controle de giberela sob baixalé<7%
severidade na testemunha) e alta (>7% de severidade na testemunha) intensidade de
doenca no Brasil. Os pontos sdo as médias das medidas de efeito e os tracos sao o0s
intervalos de confianca 95% transformados para eficacia de controle e retorno em

produtividade.
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Figura 4. Relacgdo entre a eficicia de controle da giberela e o retorno em produtividade.
Os pontos sdo os valores médios das medidas de efeito para cada fungicida, e as linhas
horizontais representam o intervalo de confianca 95% para a eficacia de controle e as

linhas verticais representam o intervalo de confianca 95% para o retorno em

produtividade.

77



CONCLUSOES GERAIS

ARTIGO 1

1) Ha grande variacdo na sensibilidade ao tebuconazol e ao carbendazim, com isolados
resistentes, tanto a carbendazim quanto a tebuconazol, e a ambos, em baixa frequéncia.
2) Existem evidéncias que sugerem uma possivel resisténcia multipla a tebuconazol e
carbendazim.

3) A variacdo na sensibilidade € explicada pelos gendtipos tricotecenos, que indicam
diferentes espécies do complexo, sendo isolados 15-ADON menos sensiveis que isolados
NIV.

4) Uma mutacao no gewgp51Afoi encontrada em um isolado resistente ao tebuconazol.

ARTIGO 2

1) Estudos sobre eficacia de fungicida no manejo da giberela no Brasil sdo escassos e
com resultados variaveis.

2) Os triazdis individualmente, no geral, sdo mais eficazes no controle de giberela.

3) A eficacia média € mais alta no Brasil (duas aplicacdes) dos que nos Estados Unidos
(uma aplicacéao).

4) Os fungicidas apresentam mais alta eficacia sob maior presséo de doenca.
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