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RESUMO

A ferrugem (Hemileia vastatrix) é a principal doenca do cafeeiro, pois pode causar
perdas significativas de mais de 50% na producdo. Nos ultimos anos essa doenca tem
preocupado ndo somente os cafeicultores, mas, também pesquisadores e consultores, ao
relatarem a ineficiéncia de fungicidas sistémicos ou sua perda de controle e também a alta
incidéncia em cultivares resistentes. Essa ineficiéncia de controle, leva ao seu relato em altas
intensidades na €poca da colheita, de junho a agosto, descrita como “ferrugem tardia”, muitas
vezes atribuida a chuvas no inicio do inverno e a mudangas climéaticas. Em outras culturas, a
resisténcia de fungos a estes principios ativos ja foi identificada. Porém, resta a duvida, pode ser
resisténcia aos fungicidas? Diante desse cenario, o objetivo desse trabalho, foi avaliar a
sensibilidade de Hemileia vastatrix, tanto in vitro quanto in vivo aos principais fungicidas
traizois (DMI’s) atualmente utilizados. Para isso, foram realizados experimentos in vitro, casa
de vegetacdo e em campo. O experimento in vitro foi realizado em microplacas, com 8 isolados
de H. vastatrix e 7 concentracdes diferentes dos fungicidas com principios ativos epoxiconazol,
ciproconazol, flutriafol, hidroxido de cobre e mancozebe, a fim de identificar a dose letal para
inibir 50% da germinacdo (Ec50) dos ureddsporos. In vitro, os resultados evidenciaram
sensibilidade das populacGes de Hemileia vastatrix aos principios ativos testados, porém, houve
variacdo no nivel de sensibilidade entre os isolados, sendo o tratamento flutriafol com maior
Ec50. Nesse caso, a dose resposta ideal para os testes realizados de sensibilidade in vitro foi
entre 32 e 128mg/Kg de ingrediente ativo para os triazois e para os fungicidas multissitios, de
2mg/Kg para 0 mancozebe e 8mg/Kg para o hidréxido de cobre. Nos experimentos em casa de
vegetacdo e em campo foi utilizada a dose dos fungicidas registrados para o controle da
ferrugem e foi avaliada a incidéncia e a severidade da doenca. Os dados foram integralizados
em area abaixo da curva deprogresso da doenca (AACPD) e foram comparados por teste de F da
andlise de variancia. Em casa de vegetacao ndo foi observada diferenca entre os isolados e 0s
fungicidas. Ja em campo, foram observadas diferencas na AACPD entre os fungicidas
sistémicos e de sitio especifico (DMI’s) e os protetores ou multissitios € entre 0S anos em
relacdo a produtividade. Em campo, os tratamentos testemunha, mancozebe e hidroxido de cobre
apresentaram maior incidéncia da ferrugem.Todos os triazdis foram eficientes no controle da
ferrugem no campo, porém, apresentaram diferencas em relacdo a AACPD e a eficacia de
controle. Devido a essas evidéncias, torna-se necessario estudar a nivel molecular a existéncia
de resisténcia a esse grupo de fungicidas.

Palavras-chave: Ferrugem. Patogenos do cafeeiro. Resisténcia.



ABSTRACT

The Rust (Hemileia vastatrix) is the main coffee disease, as it can cause significant
losses of more than 50% in production. In recent years, this disease has worried not only coffee
growers, but also researchers and consultants, when reporting the inefficiency of systemic
fungicides or their loss of control, and also the high incidence in resistant cultivars. This control
inefficiency leads to its report at high intensities at harvest time, from June to August,
described as “late rust”, often attributed to rains at the beginning of winter and climate changes.
In other crops, fungal resistance to these fungicides has already been identified. However, the
question remains, could it be resistance to fungicides? Given this scenario, the objective of this
work was to evaluate the sensitivity of Hemileia vastatrix, both in vitro and in vivo, to the main
triazol fungicides (DMI's) currently used by coffee farmers in Brazil. For this, in vitro,
greenhouse and field experiments were carried out. The in vitro experiment was carried out in
microplates, with 8 isolates of H. vastatrix and 7 different doses of fungicides with
epoxiconazole, cyproconazole, flutriafol, copper hydroxide and mancozeb, in order to identify
the lethal dose to inhibit 50% of uredospores germination (Ec50). In vitro, the results showed
sensitivity of populations of Hemileia vastatrix to the active principles tested, however, there
was variation in the sensitivity level among the isolates, with flutriafol treatment having the
highest Ec50. In this case, the ideal dose response for in vitro sensitivity tests was between 32
and 128mg/Kg of active ingredient for triazoles and multisite fungicides, 2mg/Kg for
mancozeb and 8mg/Kg for copper hydroxide. In the experiments in the greenhouse and in the
field, the dose of fungicides registered for the control of rust was used and the incidence and
severity of the disease were evaluated. Data were integrated into the area under the disease
progress curve (AUDPC) and were compared using the F test of the analysis of variance. In a
greenhouse, no difference was observed between the isolates and the fungicides. In the field,
differences in AUDPC were observed between systemic and site-specific fungicides (DMI's)
and protectors or multisites and between years in relation to productivity. In the field, the
control treatments, mancozeb and copper hydroxide showed a higher incidence of rust. All
triazoles were efficient in controlling rust in the field, however, they showed differences in
relation to AUDPC and control efficacy. Due to this evidence, it is necessary to study at
molecular level the existence of resistance to this group of fungicides.

Keywords: Rust. Coffee pathogens. Resistance.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café, com média anual de
producdo, nos Gltimos cinco anos de 54,4 milhdes de sacas de 60 kg do produto beneficiado em
area de 1,8 milh&o de hectares, ou seja, produtividade média de 29,5 sacas/hectare (CONAB
2022). Fatores como melhorias no manejo da cultura, investimentos em pesquisa e tecnologia,
uso de materiais genéticos com maior potencial produtivo, bem como as condi¢6es climaticas
nas areas produtoras, sao pontos importantes diretamente relacionados aos ganhos de
rendimento. Devido a isso, o Brasil se consolidou como o maior produtor mundial de café.
Assim, a cultura do cafeeiro tem grande importancia socioeconémica para o Pais, sendo 0
estado de Minas Gerais, responsavel por cerca de 50% da producédo nacional e na regido sul do
estado, encontra-se a maior area plantada (CONAB, 2022). No entanto, a produtividade nessas
lavouras e consequentemente a producéo total pode ser reduzida por diversos fatores bioticos e
abidticos.

Dentre os fatores bidticos, as doengas representam maior destaque, entre elas a
ferrugem (Hemileia vastatrix Berkeley & Broome). As perdas de producdo na lavoura, com
auséncia de controle, atribuidas a essa doenca, podem variar de 30% (RAYNER, 1960) a 99%
(COLARES, 2018), sendo devidas, basicamente, a desfolha prematura e a reducdo da area
fotossintética da planta, com consequente morte dos ramos plagiotrépicos, o que pode ocasionar
seu cultivo antiecondmico e comprometer a safra futura, com maiores perdas, de acordo com a
variagdo da intensidade da doenca (POZZA, 2021).

Os prejuizos ocasionados na producdo, de modo geral, variam em funcdo da regido e
do ano agricola, em decorréncia da frutificacdo dos cafeeiros e das condi¢bes climaticas
prevalecentes e futuras, onde o comportamento da doenca podera ser modificado devido ao
aumento da temperatura e a concentragdo de chuvas em alguns meses do ano (POZZA, 2004,
GHINI; HAMADA, 2008). Além disso, pode reduzir também a qualidade dos graos e da bebida
(POZZA et al., 2010).

Diante desse contexto, torna-se necessario controlar essa doenca. Entre os métodos de
controle da doenca, destacam-se 0 genético, o cultural, o quimico e recentemente incorporado
ao sistema, o bioldgico. O ideal seria a resisténcia completa, porém o patégeno tem mais de 45
racas conhecidas (VAN DER VOSSEN, 2005), ainda com variabilidade dentro da raga, devido
a criptossexualidade (BARRETO et al, 2013). Essa alta variabilidade resultou em repetidos
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casos de emergéncia de novas populacGes de H. vastatrix capazes de infectar variedades
resistentes.

Além dessa fonte de variabilidade do patdgeno, mais de 80% das lavouras de café sdo
plantadas com cultivares suscetiveis, de base genética estreita. Porém, ainda séo plantadas,
devido a essas variedades serem resistentes a intempéries e adaptadas ao cenario de mudancas
climéticas e a adocdo de novas tecnologias. Além disso, no manejo dessa doenca, destaca-se
também o manejo cultural para se buscar o equilibrio entre a quantidade de agua e nutrientes
fornecidos (PEREZ et al, 2019, 2020; DE OLIVEIRA et al, 2020). Apesar de todas essas
estratégias contribuirem na reducdo das variaveis epidemiolégicas nao foram suficientes para
manter a intensidade da doenca abaixo do nivel de controle, devido as cultivares serem
suscetiveis. Sendo assim, o controle quimico é empregado, principalmente, com fungicidas
sitio-especificos dos grupos dos triazois (DMI’s), das estrobilurinas (Qol’s) ¢ dos multissitios
como o0s cupricos e ditiocarbamatos. Esses, ao se utilizar corretamente, reduzem tanto o inculo
inicial quanto a taxa de progresso de doencas no campo (CAMPBELL e MADDEN, 1998).
Porém, os produtos com modo de acéo especifico, quando empregados com frequéncia por
periodos longos, pode resultar na selecdo de populacdes de patdgenos resistentes. Como
exemplo, cita-se a resisténcia de Phakopsora pachyrhizi, agente causal da ferrugem da soja, aos
triazdis tebuconazol e ciproconazol, durante os anos de 2008 a 2011 (GODOQY et al, 2015).

O controle quimico das ferrugens, entre elas a do cafeeiro, € baseado em aplicacbes
anteriores a visualizacdo dos sinais, com niveis de controle abaixo de 5% da sua incidéncia.
Nessa fase, esta ocorrendo a germinacédo, a penetragdo e a colonizacdo do patdgeno, ou seja,
embora chamada de pulverizacao preventiva o patdgeno estd em pleno processo de infecgdo e
parasitismo. A fase visivel, é a de reproducdo do patdgeno, a ultima do ciclo das relagbes
patdgeno hospedeiro, os sinais conhecidos como ferrugem. No caso especifico do cafeeiro, por
ser cultura perene, recomenda-se a pulverizacdo de fungicidas no inicio do periodo chuvoso,
entre novembro e dezembro ou a partir do inicio da visualizagcdo dos sinais, respeitando o
nivel de controle citado (POZZA, 2021).

Porém, atualmente a campo, é constante a reclamac&o por parte dos cafeicultores sobre
a possivel queda da eficacia desses fungicidas, onde em algumas regides no Brasil, ja se pratica
0 aumento de dose, do nimero de aplicacBes ou até o incremento, em mistura, de outro
fungicida triazol. Outra evidéncia no meio da cafeicultura é a ocorréncia da ferrugem, com altas
intensidades, em periodos fora da normalidade, dentro do ciclo produtivo do cultivo. Esse fato

SO aumenta a preocupacao com a resisténcia do patégeno ou manejo incorreto dessa doenca.
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Dessa forma, hd a necessidade de investigar se estd ocorrendo a perda de eficiéncia ou da
sensibilidade de H. vastatrix a produtos formulados com moléculas do grupo dos triazéis
(DELIOPOULOS; KETTLEWELL; HARE, 2010).

Dessa maneira, objetivou-se com o presente trabalho, identificar a dose resposta in

vitro e avaliar a sensibilidade de Hemileia vastatrix a fungicidas do grupo quimico dos triazois.

2 REFERENCIAL TEORICO

Parte publicada como capitulo com o titulo “Fungicidas triazdis na agricultura tropical:
passado, presente e futuro.” em novembro de 2022 no livro intitulado “Manejo de doencas de
plantas: controle genético, quimico e bioldgico, nas perspectivas académicas e empresarial”
(GILIOLI e POZZA, 2022).

2.1 Importéancia do café e da ferrugem do cafeeiro

O cafeeiro pertence a familia rubiacea, sendo o subgrupo Erythrocoffea, do grupo
Eucoffea, o de maior importancia econémica por compreender as espécies Coffea arabica Lineu
(café arabica) e Coffea canephora Pierre ex Froehner (café robusta). A espécie Coffea arabica
é cultivada em mais de 80% dos paises produtores, sendo mais difundida no continente
americano (CAMARGO, 2010). No Brasil, o cultivo de café ardbica é dominante, sendo
adaptado e generalizado para pleno sol, em razdo das altas latitudes (19,0° a 24,0° Sul) e
altitudes mais baixas (500 a 1.300 m) quanto do local de origem (FAZUOLI et al., 2007).
Atualmente, os seis principais estados produtores de café sdo, na seguinte ordem: Minas Gerais,
Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Rondénia e Parana. Na safra 2019/2020, foram estimadas
77% da producéo proveniente de lavouras com cultivares de Coffea arabica e 23% de Coffea
canephora (CONAB, 2020b).

Porém, a ocorréncia de doencas € considerada um dos principais fatores responsaveis
por perdas na cafeicultura, desde a fase de viveiro até a producdo final. No Brasil, mais de 90%
da area plantada € cultivada com variedades suscetiveis as principais doencas predominantes

na cultura. Dentre essas, a ferrugem se mostra cada vez mais grave, gerando perdas
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significativas na busca por maiores produtividades (POZZA; e CHALFOUN, 2010). Essa
suscetibilidade dos cultivares a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix Berkeley & Broome),
ocasionando perdas na produtividade nas principais regides produtoras brasileiras, também &
citada em varias outras literaturas (BARBOSA et al., 2010; BRITO et al., 2010; GHINI et al.,
2011; CARVALHO et al., 2017; TALHINHAS et al., 2017).

A doenca foi relatada pela primeira vez no mundo em 1861, em cafeeiros silvestres,
proximo ao Lago Victoria, no Quénia, Africa Oriental. O fungo, Hemileia vastatrix Berk. & Br,
foi descrito pela primeira vez por J. M. Berkeley (BERKELEY, 1869). Em 1867, apareceu no
Ceildo, hoje Sry-Lanka, e, dois anos ap0s, em 1869, a doenca ja demonstrava gravidade
(BERKELEY, 1869; CARVALHO et al, 2010). Sua devastacao levou o Pais a deixar o cultivo
do cafeeiro e passar a cultivar o cha (MEIRA, 2008). Contudo, no Brasil, foi relatada pela
primeira vez na década de 1970 em Itabuna regido sul do estado Baiano (WELLMAN, 1970).
Atualmente, encontra-se disseminada em todas as regies produtoras do Pais.

Dependendo da intensidade, a ferrugem do cafeeiro pode causar grande desfolha e
prejudicar a producdo (MESQUITA et al, 2016). Ultimamente a doenca tem aparecido em
quantidade significativa apds o periodo normal de infeccdo, mesmo tendo realizado o controle
quimico, sendo denominada ferrugem tardia.

O sintoma inicial da doenca caracteriza-se por pequenos pontos circulares de cor
amarelo alaranjada, mas visiveis contra a luz, de dificil diagndéstico, devido a semelhanca com
outras doencas e deficiéncias nutricionais. Em seguida, aumentam de tamanho e a massa de
aspecto pulverulento, na face abaxial das folhas, pode ser observada. Em estadios mais
avancados, em razdo da alta severidade da doenca, ap6s a reproducdo ou esporulacdo do
patdgeno, algumas partes do tecido foliar sdo destruidas e necrosadas (POZZA et al., 2010). De
acordo com Pinto et al. (2002), os primeiros sinais da doenca, de acordo com a curva de
progresso da doenca, ocorrem entre dezembro e janeiro. Em seguida, ocorre aumento da taxa
de progresso da doenca, nos meses de marco e abril, assumindo crescimento exponencial.
Finalmente, nos meses de junho ou julho, geralmente apos a colheita, observa-se a maior
intensidade da doenca ao longo do ano, com queda acentuada de folhas, reduzindo o
enfolhamento com prejuizos na producdo, podendo chegar a mais de 50%. Em estudo recente,
Colares (2018) utilizou a modelagem matematica para estimar as perdas de produtividade do

cafeeiro causadas por ferrugem. Segundo o autor, essas perdas podem variar de 59,8% a 99,8%.
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A ferrugem causa grande desfolha na lavoura comprometendo a colheita seguinte, mas
em certas situagdes, aparece mais cedo e prejudica a safra atual. O prejuizo causado pela doenca

sera maior ou menor a depender da intensidade.

2.2 Métodos de controle da ferrugem do cafeeiro

Dentre as alternativas de controle utilizadas, atualmente, no manejo da ferrugem do
cafeeiro destacam-se 0 uso de cultivares resistentes, o manejo cultural e o controle quimico. No
tocante a cultivares resistentes a ferrugem no Brasil, iniciou-se o programa de melhoramento
genético na década de 1930, mais precisamente no ano de 1933, ano da criacdo da Secédo de
Genética do Instituto Agronémico de Campinas - IAC (PEREIRA et al., 2010). Porém, devido
ao cafeeiro ser cultura perene, com ciclo longo até a producdo plena e altos custos de
implantacdo, além das cultivares suscetiveis serem robustas, principalmente, na resisténcia a
seca e algumas de porte alto possibilitarem a poda apds geada, os produtores adquirem
lentamente novos cultivares em suas areas.

O controle quimico de doencas de plantas €, em muitos casos, a nica medida eficiente
e economicamente viavel para garantir alta produtividade e qualidade da producdo (KIMATI,
2011; COSTA et al., 2012). O controle quimico da ferrugem do cafeeiro pode ser feito por
meio de trés diferentes métodos de aplicacdo, preventivo com a utilizacdo de fungicidas
protetores, curativo, com fungicidas sistémicos e preventivo e curativo, com o uso de fungicidas
sistémicos associados com protetores (POZZA et al., 2010). Dentre esses, 0os mais utilizados
sdo os fungicidas sistémicos e mesostémicos dos grupos dos triazois e estrobilurinas, também
conhecidos como sitio especifico e os de contato ou protetores, também chamados atualmente
de multissitios. Entre os de contato, destacam-se 0s cupricos e os ditiocarbamatos, aplicados
entre 0s meses de agosto a marco, isolados ou em mistura com sistémicos, antes da doenca
atingir seu nivel de controle (POZZA, 2021).

A associacdo de fungicidas a base de triazois e estrobilurinas é a mais utilizada ha
muito tempo e tem proporcionado melhor controle com maior periodo residual, vigor da planta
e incremento na produtividade do cafeeiro (DEISING; REIMANN; PASCHOALTI, 2008;
HOLLOMON, 2015). Porém, nos ultimos anos, tem-se relatado perda da efetividade dessas

moléculas em outras culturas.
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A perda de eficiéncia foi comprovada na cultura da soja, no controle da ferrugem
asiatica (Phakopsora pachyrhizi). Primeiramente, apareceram o0s primeiros relatos da
ocorréncia dessa resisténcia para o principio ativo tebuconazol (ALVIM et al., 2009) e desde
entdo observa-se perda gradual de sua eficiéncia (resisténcia quantitativa). Porém, em
resultados recentes o0s triazois, no caso 0 proprio tebuconazol, apresentaram melhor
performance em relacdo a anos anteriores, no resultado sumarizado de ensaios cooperativos da
safra 2020/21 (GODOQY et al., 2021). Provavelmente, devido aos produtores interromperem seu
uso durante décadas, ou seja, ndo houve selecao direcional de patdgenos com resisténcia a essa
molécula. Também foram observados individuos resistentes as estrobilurinas, com mutac6es
no genoma na posicdo F129L, na safra 2013/2014. Outras mutacbes (G143A e G137R) sdo
passiveis de ocorrerem e selecionam individuos cada vez mais resistentes a esses fungicidas
(GRASSO et al., 2006; VALLIERI et al., 2011). Também ocorreu a inclusdo de outro grupo
quimico, desta vez o das carboxamidas, com o intuito de alternar diferentes modos de a¢do no
manejo da ferrugem da soja. Porém, devido ao seu uso indiscriminado, na safra 2015/16,
também ocorreu o primeiro relato de mutacédo na subunidade C na posic¢éo 186F (FRAC, 2015),
logo apds a terceira safra de introducdo desse grupo quimico. Ocorreu entdo como exemplo no
manejo da ferrugem da soja, o periodo de seis (6) anos para identificar a resisténcia a molécula
do grupo quimico dos triazois, dez (10) anos a estrobilurinas e trés (3) anos para as
carboxamidas (citar fonte). Esse cenario causou preocupacao em toda cadeia produtiva da soja,
da pesquisa a producdo, por se tratar da principal doenca na cultura da soja.

Diante do cenario, no qual, dificilmente serdo apresentados novos grupos quimicos a
curto e médio prazo, as grandes multinacionais do ramo de defensivos agricolas direcionaram
suas estratégias para melhorar as formulacdes ja existentes e desenvolver produtos com
misturas entre fungicidas, principalmente com os multissitios. Sendo a estratégia para evitar a
selecdo direcional de populagdes de fitopatdgenos, com acréscimo no tempo e a durabilidade
das moléculas dos sistémicos (FRAC, 2010; VAN DEN BOSCH et al., 2015).

Sem a oportunidade de surgirem novos grupos quimicos ou novas moléculas com alta
eficacia no manejo da ferrugem da soja, as alternativas de manejo para preservar a durabilidade
dessas moléculas atualmente existentes, se tornaram mais importantes e devem ser estudadas.
A partir da Safra 2015, a mistura de Triazdis e Estrobilurinas com fungicidas multissitios
(Mancozeb) comecou a se tornar a referéncia promissora e, hoje, é considerada como alternativa
de manejo por evitar a selecdo de populagdes resistentes a fungicidas sitio-especifico (FRAC,
2015).
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Em C. canephora, Capucho et al. (2013) avaliaram novas estratégias para o controle
quimico, via solo, da ferrugem em C. canephora cv. Conilon, com o intuito de estimar as perdas
apos o tratamento. Esses autores, relataram 47% de perdas de produtividade se medidas ndo
forem implementadas para o controle dessa doenca. No entanto, estimaram essas perdas com a
incidéncia da doenca e a produtividade, sem a utilizacdo de modelos de perdas de produtividade
sugeridos por Campbell; Madden (1990).

A combinacdo de epidemia com alta taxa de progresso da ferrugem e o manejo
ineficiente dos cafezais, assolou os paises da America Central, em particular Nicaragua,
Equador, El Salvador, Panama e Honduras. Avelino et al (2015) estimaram perdas de
produtividade entre 30 e 90% ao comparar com a safra anterior a epidemia.

Perante esse cendrio, pouco se sabe sobre a existéncia efetiva de resisténcia a
fungicidas no cafeeiro, aos fungicidas atualmente utilizados em seu manejo e se esta
correlacionada a principio ativo especifico ou mais de um, dos tradicionalmente utilizados no

controle quimico ha muito tempo.

2.3 Fungicidas utilizados no controle da ferrugem do cafeeiro

Os fungicidas séo classificados de véarias maneiras, baseado em diferentes
caracteristicas. Podem ser divididos em protetores, curativos e erradicantes, e em sistémicos,
mesostémicos e de contato ou ndo sistémicos. Entre outros conceitos como a fungédo de protecéao
(preventivos ou curativos), adequados para uso preventivo pois agem por acdo de contato na
superficie das plantas aplicadas, a funcéo de espectro de acéo (sitio-especifico ou multiplo-
sitio), ativos contra o Unico ponto da via metabolica do patdégeno ou contra a Gnica enzima ou
proteina necessaria para o fungo. O mecanismo de ac¢do, ou seja, 0 modo como os fungicidas
matam os fungos por causarem danos nas suas membranas celulares, pela inativacdo de enzimas
ou proteinas essenciais, ou por interferirem em processos chave como producao de energia ou
respiracdo. Quanto a natureza quimica (inorganico ou organico) baseados em componentes
inorganicos como ions metéalicos, tais como o cobre. Quanto a mobilidade na planta, podendo
ser de contato, permanecendo na superficie das plantas ou sistémicos, podendo ser absorvidos
para dentro das plantas (MCGRATH, 2012).

Fungicidas sisttmicos sdo produtos capazes de penetrar na planta e serem toxicos com

processos Vvitais inerentes aos fungos. O conjunto quimico sisttmico deve ser prontamente
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assimilado pela planta, translocado, e inibir infeccdes locais e distantes do local de aplicagéo,
sem afetar os tecidos do hospedeiro (SOUZA e DUTRA, 2003). Dentre os fungicidas sisttmicos
citam-se os triazOis e as estrobilurinas. Os triazois pertencem ao grupo dos inibidores de
biossintese de esterdis, o qual constitui 0 maior e 0 mais importante grupo de compostos ja
desenvolvidos para controlar doencas fungicas. E os fungicidas mesostémicos do grupo das
estrobilurinas, moléculas de sitio especifico. Estas atuam como inibidoras da quinona oxidase
(Qol). O sitio de ligacdo é a oxiredutase ubihidroquinona-citrocomo-c, de modo a
indisponibilizar oxigénio para a célula. Atuam na cadeia respiratdria, no Complexo Ill, inibindo
a respiracdo mitocondrial ao criar um bloqueio na transferéncia de elétrons entre o citocromo
b e o c1, no sitio Qo, dentro do ciclo da Coenzima Quinol (CoQ), interferindo na formacao de
ATP, energia vital para o crescimento dos fungos (FRAC, 2012). Estes reagem com substancias
lipidicas da superficie da planta com prolongado efeito protetor ao serem lentamente liberadas
(BALARDIN, 2019).

2.3.1 Fungicidas Triazdis

Os fungicidas desse grupo tém esse nome por possuirem 3 radicais azois em sua
estrutura quimica. S&o classificados de acordo com o nimero de atomos de nitrogénio do anel
azol (Figura 1) (CATALAN & MONTEJO, 2006).

Séo sistémicos (todos sdo?), absorvidos e translocados na planta de forma acropetal, a
excecdo do bitertanol. Os fungicidas pertencentes ao grupo quimico dos Triazdis sdo organicos,
formados com adicdo de diferentes radicais a moléculas nas posi¢des de 1,2,3-triazol e 1,2,4-

triazol.

Figura 1 — Estrutura dos Triazdis (Isbmeros)

N N N H
N—
/ \ Y Y ! \ [\, N
N N g N N7 N N N s N\ / E\J
H H H H N—N
Imidazole Pyrazole 1,2,3-Triazole 1,2,4-Triazole | Tetrazole Pentazole

Fonte: Marques, 2022
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Os triazbis como estrutura, tém dois isdmeros, divididos em relacédo a posi¢do do N ou
grupos azois no anel carbono, 0 1,2,3 Triazole e 0 1,2,4 — Triazole. O triazol refere-se a qualquer
dos pares de compostos quimicos isoméricos com formula molecular C2HzNs, com anel de cinco
membros de dois atomos de carbono e trés atomos de nitrogénio.

Existe alteracGes no espectro de acdo e na sensibilidade do patégeno das diferentes
moléculas desse grupo. Ha relatos de resisténcia em vérias espécies, com alguns mecanismos
ja conhecidos. Assim, é prudente considerar a ocorréncia de resisténcia cruzada entre ativos ou
moléculas dos fungicidas triazois, utilizados contra o0 mesmo fungo (RODRIGUES, 2009).

Como foi o caso da constante exposicdo desses fungicidas a P. pachyrhizi na cultura
da soja. Tal fato deve ser levado em consideracdo, pois atualmente os agricultores utilizam a
triazolintiona (Triazol + radical enxofre) Protioconazole como a principal e mais eficaz
molécula no manejo da ferrugem. Porém, esse uso continuo sem a devida rotacdo, podera
resultar na queda de eficacia significativa nos préximos anos. No caso da cultura da soja, a
questdo da resisténcia ja é fato comprovado para o grupo quimico dos triazéis. J& para o
cafeeiro, ainda ha a necessidade de se evidenciar essa questdo com fatos, para desmistificar a
ocorréncia de relatos de queda de eficacia no controle da doenca ou a ocorréncia de ferrugem
tardia no cafeeiro (GILIOLI e POZZA, 2022).

No manejo da ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix), o grupo quimico de
fungicidas dos triazéis, é considerado indispensavel no manejo em rotagdo com 0s demais.
Dependendo da forma como sdo aplicados, podem atuar como protetores ou curativos.
Apresentam elevada fungitoxicidade, rapida penetracdo e translocacdo nos tecidos vegetais.
Possuem acdo curativa e elevado poder residual. Agem, também, como protetores, com a¢do
toxica a germinacdo dos esporos e a formacédo do tubo germinativo e do apressorio. Entretanto,
essa protecdo é parcial, pois 0s patdgenos podem penetrar em tecidos tratados. Como curativo,
ocorre a inibigdo do crescimento do haustorio e/ou do micélio no interior do tecido do
hospedeiro (EHR & KEMMITT, 2002; FORCELINI, 1994).

2.3.2 Importéancia dos Triazois

As estruturas e fungbes dos Azdis sdo importantes na quimica organica e bioquimica,

pois sdo encontrados em bases nitrogenadas do DNA (Adenina, Guanina, Timina, Citosina e

Uracila), em alcaldides como a cafeina, codeina e nicotina, em opioides como a petidina,
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morfina, di-hidrocodeina, alfentanil, oxicodona, heroina e buprenorfina, em neurotransmissores
como serotonina e endorfina, em aminoacidos como a histidina, prolina e triptofano e em outras
classes de substancias como as porfirinas e benzimidazéis. Também em medicamentos como
Imidazol, Omeprazol, Lansoprazol, Pantoprazol, Fluconazol, Itraconazol, Posaconazol e afins.
O Azol é o composto heterociclico aromatico contendo um atomo de nitrogénio, e cada &tomo
de N € ligado a um de Carbono e um outro heteroatomo dispostos na posi¢do-1,2 do anel de
cinco membros, por exemplo o composto de 3 N do Triazol. Sdo semelhantes em estrutura ao
1,3-ciclopentadieno, mas nestes ou outros atomos de carbono sdo substituidos por atomos
de nitrogénio, também chamado de azoto, por isso azol; ou outro elemento diferente de carbono
(NETTO et al., 2008).
A seguir alguns exemplos de Azois (Figuras 2, 3, 4 e 5):

Figura2 — Azol (1 N e 4 C) - pirrol Figura 3 — Diazol (2 N e 3 C) - imidazol
H-C--C-H H--C--N
1\ oW
H-C C-H H-C C-H
A \ /
N N
/ /
H H

Figura 4 —Triazol (3N)

MN--N

Figura5— Tetrazol (4 N)
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Fonte: Netto et al, 2008

O triazol é um dos tipos de heteroatomos na classificacdo dos Azois. E importante
entender sua classificacao e caracteristicas de uso na Farmocologia e na agricultura, assim como
a importancia desse grupo quimico de fungicidas. Como derivados dos triazois estéo as drogas

antifungicas como o fluconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol (NETTO et al., 2008).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Arom%C3%A1tico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclopentadieno
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Azoto
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Os antifungicos triazélicos surgiram como medicamentos de primeira linha para o
tratamento e profilaxia de micoses sistémicas na area da saude humana. Como exemplos,
podemos citar o fluconazol na profilaxia, na terapia empirica e no tratamento de infecgdes por
fungos no teciso humano, o voriconazol para aspergilose pulmonar invasiva causada por
Aspergillus fumigatus, posaconazol para aspergilosa invasiva, O itraconazol no tratamento de
infeccOes fungicas da pele e unhas e micoses endémicas. A janela terapéutica para os triazdis €
estreita e a desatencdo as suas propriedades farmacocinéticas pode levar a niveis do
medicamento muito baixos para eficacia ou muito altos para boa tolerabilidade ou seguranca.
Isso torna esses agentes os principais candidatos para o monitoramento de drogas terapéuticas
(TDM) (FLORL 2011).

Outro composto conhecido é o Pirazol. Os pirazoles sdo heterociclos de cinco
membros constituindo a classe de compostos particularmente Uteis na sintese organica. Eles séo
do grupo de compostos mais estudados da familia dos azéis. Na verdade, grande variedade de
métodos de sintese e analogos sintéticos foi relatada ao longo dos anos. A presenca do nucleo
pirazol em diferentes estruturas leva a aplicacBes diversificadas em diferentes areas como
tecnologia, medicina e agricultura. Em particular, sdo descritos como inibidores da glicagéo de
proteinas, agentes antibacterianos, antifingicos, anticancer, antidepressivos, antiinflamatérios,
antituberculose, antioxidantes e antivirais. Hoje em dia, 0s pirazois, como biomoléculas, tém
atraido mais atencgdo devido as suas propriedades farmacoldgicas interessantes. (KARROUCHI
etal., 2018).

O pirazol é composto de heterociclo aromatico com excesso de m. As reagdes de
substituicdo eletrofilica ocorrem preferencialmente na posicao 4 e os ataques nucleofilicos nas
posigdes 3 e 5 (KARROUCHI et al 2018) (Figura 6).

Figura 6 — Estrutura do Pirazol:

Fonte: Karrouchi et al, 2018

O Tetrazol é outro composto do grupo. Pertencem a classe de compostos heterociclicos

organicos sintéticos, consistindo em anel de 5 membros de quatro atomos de nitrogénio e um
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atomo de carbono. O nome também se refere ao composto original com a formula CH2N4, dos
quais trés isbmeros podem ser formulados. Existem trés isomeros do tetrazol parental, diferindo
na posigéo das ligagdes duplas: 1H-, 2H- e 5H-tetrazol. Os isdomeros 1H e 2H s&o tautdmeros,
com o equilibrio do lado do tetrazol 1H na fase sélida. Na fase gasosa, 0 2H-tetrazol domina.
Esses isomeros podem ser considerados aromaticos, com 6 elétrons m, enquanto o isdmero SH

é ndo aromatico (NETTO et al., 2008) (Figura 7).

Figura 7 — Estrutura do Tetrazol:

H

1
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Fonte: Netto et al, 2008.

Existem varios agentes farmacéuticos tetrazdis. Os tetrazois podem atuar como
bioisdsteros para grupos carboxilato porque tém pKa semelhantes e sdo desprotonados em pH
fisioldgico. Os bloqueadores dos receptores da angiotensina Il - como losartana e candesartana,
geralmente sdo tetrazdis. O tetrazol mais conhecido é o brometo de dimetiltiazolil
difeniltetrazélio (MTT), utilizado no ensaio de MTT para quantificar a atividade respiratéria de
cultura de células vivas, embora geralmente mate as células no processo. Alguns tetrazéis
também podem ser usados em ensaios de DNA. Estudos sugerem o VT-1161 e VT-1129 serem
drogas antifingicas potentes, pois perturbam a fungdo enzimatica fungica, mas ndo as enzimas
humanas. Outros tetrazois sdo usados por suas propriedades explosivas ou combustiveis, como
0 proprio tetrazol e o 5-aminotetrazol, as vezes sdo usados como componente de geradores de

gas em airbags de automoveis (NETTO et al., 2008).

2.3.3 Modo de agdo

Como modo de acdo, os Triazois inibem a biossintese de ergosterol por inibir a
demetilacdo do carbono, no lanosterol, na posi¢do 14 (C14). As células fungicas, ao entrarem

em contato com fungicidas desse grupo, acumulam esterdis, como o0 4,4-dimetil € o 4a-metil,
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ambos com radical 14a-metil, promovendo, por sua vez, a inativacdo do processo de
demetilacdo do lanosterol até compostos intermediarios, precursores do ergosterol. Esse fato
deve-se a ocupacao do fungicida de sitios ativos destinados a ligagdo da enzima 14a-demetilase
ao citocromo P-450, catalisador da reacdo de 18 oxidac¢do de 14a-metil até 14a-hidroximetil,
primeiro passo no processo de demetilacdo (Figura 8). Ou seja, sdo inibidores da demetilacéo
(DMI) do lanosterol. O ergosterol € o componente da membrana celular dos fungos e
alguns protozoérios, exercendo fungdes semelhantes as do colesterol em células animais. A
presenca do ergosterol em membrana celulares de fungos, e a sua auséncia em membrana
celulares de animais, tornam-no alvo Util para a acdo de drogas antifingicas (MARQUES,
2022).

Figura 8 — Atuacéo do Triazol

5 R CH; 3NADPH +3H +30, 3NADP +4 H,0+HCOOH Al A A CH;
H.( ) H.C |
AL A Lanosterol - 14(1 Demethylase NG CH,
i § H.(
/H k’ '\_\/ Im \ PN S /\i!’
Y Y [ Intermediario desmetilado em
H [ T J NADPH Cytochrome- P450Reductase H’)/\‘ ‘\ ) direcao asintese de ergosterol
) - AR U P v
H,C" CH, C CH

Lanosterol

Reacdo de desmetilacdo do lanosterol na posicao 14 (circulo vermelho). Os produtos intermediarios da reacao
apos consecutivos ciclos de oxidacdo sdo alcoois e aldeidos (flecha verde). O carbono da posicdo 14 é
removido como acido férmico ap6s os ciclos de oxidacao (flecha azul).

Fonte: Marques (2022)

Os fungicidas DMIs param a producao de esterois em fungos (MUELLER etal., 2013).
Os esterdis sdo necessarios para formar as membranas celulares, ou seja, proporcionar seu
crescimento. Dentre os substratos de enzimas do citocromo P450 encontram-se 0s esteroides,
estes sdo biomoléculas, tendo como principal funcéo bioldgica a manutencéo das propriedades
das membranas celulares dos organismos vivos. Esteroides s&o derivados do isoprene, capazes
de atuar na membrana celular, modular sua fluidez, integridade e permeabilidade, sendo entéo
a classe de moléculas indispensavel a manutencdo da vida (MARQUES, 2022). Portanto, 0s
DMIs evitam o crescimento de fungos e, eventualmente, resultam em morte, devido ao
rompimento da membrana celular. Os esporos dos fungos contém esterol, entdo o esporo

exposto ao fungicida DMI ainda pode germinar, mas se em contato com o fungicida o tubo
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germinativo ndo cresce e ndo ocorre infeccdo. Porém, o melhor desempenho é na fase de
colonizagdo do patégeno, os fungicidas DMIs sdo absorvidos através do tecido foliar e evitam
o0 crescimento do patégeno no inicio do processo de infeccdo e no momento de colonizagdo e
com os haustorios formados dentro das células vegetais. Esses fungicidas matam essas
estruturas e as células podem assim retomar suas atividades metabdlicas. Assim, o fungicida
DMI tem atividade "curativa". No entanto, para serem mais eficazes, os fungicidas DMI’s ainda
precisam ser aplicados antes ou muito no inicio da infeccdo para serem eficazes (MUELLER
etal, 2013).

2.3.4 Principais representantes do grupo dos triazdis utilizados no controle da ferrugem
do cafeeiro

O grupo quimico dos triazdis comprende o0s representantes azaconazole, bitertanol,
bromuconazole, cyproconazole, difenoconazole, diniconazole, epoxiconazole, fenbuconazole,
fluquinconazole, flusilazole, flutriafol, hexaconazole, imibenconazole, ipconazole,
metconazole, myclobutanil, penconazole, propiconazole, simeconazole, tebuconazole,
tetraconazole, triadimefon, triadimenol e triticonazole (fonte?).

Para o controle da ferrugem do cafeeiro, sdo registrados no MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) as moléculas do grupo quimico dos triazdis descritos a

sequir:

a. cyproconazole

Ingrediente ativo ou nome comum: cyproconazole (ciproconazol)

Nome quimico: (2RS,3RS;2RS,3SR) -2-(4-chlorophenyl) -3-cyclopropyl-1-(1H-
1,2,4-triazol-1-yl)butan-2-ol

Formula bruta: CisHisCIN:O

Utilizado para os cultivos de beterraba agucareira, cafe e cereais (EHR & KEMMITT,
2002). Controla Septoria, ferrugens, oidio, Rhyncohosporium, Cercospora e Ramularia em
cereais e beterraba acucareira; ferrugem, Mycena, Sclerotinia e Rhizoctonia em café e
gramados. Registrado no Brasil com as marcas comerciais Alto GR10, Alto 100 e Alto 200 CE.
(TOMLIN, 2002).
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Figura 9 — Férmula estrutural:

Fonte: Tomlin, 2002.

b. difenoconazole

Ingrediente ativo ou nome comum: difenoconazole (difenoconazol)

Nome quimico: cis-trans-3-chloro-4-[4-methyl-2-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl) -1,3-
dioxolan-2- yl]phenyl 4-chlorophenyl ether

Formula bruta: CisHi7CIl2NzOs

Utilizado em pulverizagdo foliar e tratamento de sementes contra Ascomycetes,
Basidiomycetes e fungos mitospéricos, incluindo Alternaria, Ascochyta, Cercospora,
Cercosporidium, Colletotrichum, Guignardia, Mycosphaerella, Phoma, Ramularia,
Rhizoctonia, Septoria, Uncinula, Venturia spp., Erysiphaceae, Uredinales e diversos patdgenos
de solo. Utilizados contra complexos de doencgas em videira, pomaceas, frutos de caroco, batata,
beterraba agucareira, canola, banana, cereais, arroz, soja, ornamentais e diversas olericolas.

(EHR& KEMMITT, 2002). Registrado no Brasil com as marcas comerciais Score e Spectro.

Figura 10 — Férmula estrutural:
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Fonte: Tomlin, 2002.

C. epoxiconazole

Ingrediente ativo ou nome comum: epoxiconazole (epoxiconazol)

Nome quimico: (2RS,3SR)-1-[3-(2-chlorophenyl)-2,3-epoxy-2 (4fluorophenyl)
propyl]-1H-1,2,4-triazol.
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Formula bruta: Ci7HisCIFNsO
Utilizado para o controle de Ascomycetes, Basidiomycetes e fungos mitosporicos em
diversos cultivos, incluindo cereais, beterraba agucareira, amendoim, canola e ornamentais
(EHR & KEMMITT, 2002; TOMLIN, 2002). Registrado no Brasil com as marcas comerciais
Opus, Opus SC, Praise, Régio, Soprano 125 SC e Spot. (TOMLIN, 2002).

Figura 11 — Férmula estrutural:

Fonte: Tomlin, 2002.

d. flutriafol

Ingrediente ativo ou nome comum: flutriafol (flutriafol)

Nome quimico: (RS)-2,4'-difluoro-a-(1H-1,2,4-triazol-1-yImethyl)benzhydryl alcohol

Formula bruta: CisHiF2NsO

Utilizado para o controle de doencas foliares e de espiga em cereais (incluindo
Erysiphe graminis, Rhynchosporium secalis, Septoria, Puccinia e Helminthosporium). Em
formulacBes para tratamento de sementes no controle dos principais patégenos de solo nos
cereais. Apresenta ainda indicacBes para beterraba acgucareira e oleaginosas (EHR &
KEMMITT, 2002; TOMLIN, 2002). Registrado no Brasil com as marcas comerciais Impact,
Impact 1,5 G, Impact Duo, Vincit 2,5 DS. (TOMLIN, 2002).

Figura 12 — Férmula estrutural:
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e. propiconazole

Ingrediente ativo ou nome comum: propiconazole (propiconazol)

Nome quimico: (RS)-1-[2-(2,4-dichlorophenyl)-4-propyl-1,3-dioxolan-2-ylmethyl]-
1H-1,2,4- triazole

Formula bruta: CisHi7Cl2N:O:

Utilizado para os cultivos de cereais (Cochliobolus sativus, E. graminis, L. nodorum,
Puccinia spp., P. teres, P. tritici-repentis, R. secalis e Septoria spp.), em banana (M. musicola
e M. fijiensis var. difformis), gramados (Sclerotinia homeocarpa, R. solani, Puccinia spp. e E.
graminis), em arroz (R. solani e H. oryzae), em café (H. vastatrix), em amendoim (Cercospora
spp.), em fruteiras de carogo (Monilinia spp, Podosphaeria spp., Sphaeroteca spp. e
Tranzchelia spp.) e em milho contra Helminthosporium spp. (EHR & KEMMITT, 2002).
Registrado no Brasil com as marcas comerciais Juno e Tilt. (TOMLIN, 2002).

Figura 13 — Férmula estrutural:
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Fonte: Tomlin, 2002.

f. tebuconazole

Ingrediente ativo ou nome comum: tebuconazole (tebuconazol)

Nome quimico: (RS)-1-p-chlorophenyl-4,4-dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)
pentan-3-ol

Formula bruta: CisH2CINs:O

Recomendado para diversos cultivos, incluindo cereais (Puccinia spp., E. graminis, R.
secalis, Septoria spp., Pyrenophora spp., C. sativus e Fusarium), em amendoim
(Micosphaerella spp., Puccinia arachidis, Sclerotium rolfsii), em canola (Alternaria spp.,
Leptosphaeria maculans, Pyrenopeziza brassicae), em banana (M. Fijiensis), em chéa
(Exobasidium vexans), em soja (Phakopsora pachyrhizi), em magé (S. pannosa, Venturia spp.),
em pomaceas e fruteiras de caroco (Botryosphaeria dothidea), em videira (U. necator), em café

(H. vastatrix, Cercospora coffeicola, Mycena citricolor), em alho e cebola (Alternaria porri,
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Sclerotium cepivorum), em feijao (Phaeoisariopsis griseola) e em tomate e batata (Alternaria
solani). (EHR & KEMMITT, 2002; TOMLIN, 2002). Registrado no Brasil com as marcas
comerciais Constant, Elite, Folicur PM, Folicur 200 CE, Orius 250 EC, Raxil 25, Rival 200 EC
e Triade. (AGROFIT, 2005; TOMLIN, 2002).

Figura 14 — Férmula estrutural:
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Fonte: Tomlin, 2002.

g. tetraconazole

Ingrediente ativo ou nome comum: tetraconazole (tetraconazol)

Nome quimico: (RS)-2-(2,4-dichlorophenyl)-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl)propyl 1,1,2,2-
tetrafluoroethyl ether

Formula bruta: CisHuCl2F:NsO

Utilizado para os cultivos de beterraba agucareira (manchas foliares), cereais (oidio,
ferrugens, Septoria e Rhyncosporium), cucurbitaceas (oidio), poméaceas (oidio e sarna), plantas
ornamentais e olericolas (oidio e ferrugens) e videira (oidio) (EHR & KEMMITT, 2002;
TOMLIN, 2002). Registrado no Brasil com as marcas comerciais Domark 100 EC e Eminent
125 EW. (TOMLIN, 2002).

Figura 15 — Férmula estrutural:
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29

h. triadimenol

Ingrediente ativo ou nome comum: triadimenol (triadimenol)

Nome quimico: (1RS,2RS;1RS,2SR)-1-(4-chlorophenoxy)-3,3-dimethyl-1-(1H-1,2,4-
triazol-1- yl)butan-2-ol

Formula bruta: CiaHisCINsO:

Utilizado para o controle de oidio, ferrugens e Rhynchosporium em cereais e aplicado
como tratamento de sementes controla carvdo, céries, Typhula spp.. Também é utilizado no
controle de doencas em olericolas, ornamentais, café, IUpulo, videira, frutiferas, tabaco, cana-
de-acucar, banana e outros cultivos, principalmente contra oidio, ferrugens e varias manchas
foliares (EHR & KEMMITT, 2002; TOMLIN, 2002). Registrado no Brasil com as marcas
comerciais Bayfidan CE, Bayfidan 125 CE, Bayfidan 60 GR, Baytan SC, Baytan 250, Caporal,
Caporal WP, Photon, Shavit Agricur 250 EC. (TOMLIN, 2002).

Figura 16 — Férmula estrutural:
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Fonte: Tomlin, 2002.

2.4 Resisténcia de fungos a fungicidas

A resisténcia a fungicidas ¢é definida como alteracdo herdavel e estavel do fungo em
resposta & aplicagdo do fungicida, com resultado na reducdo da sensibilidade ao produto,
geralmente devido ao mau uso, levando a sele¢do de organismos resistentes (EUROPEAN,
1988). O termo é usado para linhagens de fungos anteriormente sensiveis, € por meio de
mecanismos de variabilidade como a mutacdo, atualmente com reducdo significativa de
sensibilidade ao fungicida (LEADBEATER, 2014).

Em estudo realizado no estado de Minas Gerais para avaliar a sensibilidade de oito
isolados de Cercospora coffeicola, agente etiolégico da cercosporiose, a azoxistrobina. Os
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isolados de C. coffeicola foram coletados em lavouras de cafeeiro com sintomas da doenga nos
municipios de Campos Altos, Candeias, llicinea, Machado, Trés Pontas, Sdo Francisco da
Gloria. Neste estudo, constatou-se variabilidade na sensibilidade de isolados de C. coffeicola a
azoxistrobina (SANTOS, 2022). Diante deste cenério, fica a davida se a sensibilidade vem
ocorrendo com a ferrugem do cafeeiro.

Apesar de os patdgenos causadores de ferrugem serem considerados como de médio
risco quanto a resisténcia a fungicidas (BRENT e HOLLOMON, 2007), alguns aspectos do
patossistema ferrugem-H. vastatrix do cafeeiro podem contribuir para aumentar as chances de
a resisténcia ocorrer. O patdgeno é geneticamente variavel e produz grande quantidade de
esporos, facilmente dispersos através do vento. Como o cafeeiro é perene e é cultivado como
monocultura em vastas extensdes geograficas, varios ciclos de vida do patégeno podem ocorrer
ao longo do ano (BRAGANCA, 2010). Ou seja, novas populagcdes com chance de estarem
sendo selecionadas de forma direcional para a resisténcia, devido a alta exposi¢do a moléculas

do grupo quimico dos triazdis, sem o devido uso ou alternancia com fungicidas multissitios.

2.4.1 Resisténcia a triazois

Entre os fungicidas inibidores da demetilacdo existe diferenca no espectro de atividade
de cada fungicida. Ja sdo conhecidos relatos de resisténcia em algumas espécies, com alguns
mecanismos especificos como a mutacdo no sitio alvo; Y136F no gene cyp51 e outros). Dessa
forma, para os fungicidas DMI’s, podemos considerar a possivel resisténcia cruzada entre 0s
ativos contra 0 mesmo fungo. Os DMI’s também s&o fungicidas inibidores da sintese de esterol
(SBIs), mas ndo apresentam resisténcia cruzada com outras classes de SBI. Devido o0s aspectos
acima, os fungicidas triazois apresentam médio risco de resisténcia, 0 que exige dessa forma,
acoes de manejo (AGROFIT, 2022).

Na medicina humana ja existem comprovagdes de resisténcia primaria de leveduras a
derivados azdis, especialmente ao fluconazol. Esse fenémeno é bem conhecido nas espécies
Candida krusei e Candida glabrata. Alteracfes na suscetibilidade de Candida neoformans ao
fluconazol foram descritos e foi atribuido principalmente ao efluxo no qual a perda de droga no
interior celular acontece, via transporte ativo, e ¢ mediada por meio da glicoproteina P ou outras
proteinas como as Major Facilitator Superfamily (MFS). A resisténcia ao fluconazol entre as

especies distintas de Candida comecgaram a ser relatadas na literatura pouco depois da apari¢cdo



31

deste antifingico. Outros mecanismos de resisténcia para agentes azodis incluem: a)
permeabilidade reduzida da membrana, para evitar sua absorcao; b) mutacéo na enzima fangica
esterol 14-o demetilase, a enzima P450 citocromica, para resultar em reducédo da afinidade por
drogas azois; c¢) superproducéo da enzima P450; d) amplificacdo do gene CYP 51; e) alteracdes
das enzimas desnaturase e lesbes na isomerase, entre outras. Estes mecanismos de defesa
selecionam positivamente isolados resistentes e os tratamentos s&o ineficazes, com a
necessidade sempre de drogas mais potentes, aumento de doses, descoberta de novos grupos
quimicos, para a cura dos pacientes (COUTINHO et al, 2005).

Também ha lista crescente de mutacGes associadas a resisténcia azolica em Aspergillus
fumigatus, na maioria dos seus isolados, com mecanismos de resisténcia ainda desconhecidos.
Isso limita o uso de técnicas de PCR, para identificar a resisténcia, e exigiria o desenvolvimento
de novas ferramentas, como as baseadas em sequénciamento. Foi demonstrada a resisténcia em
pacientes com aspergiloma e doenca pulmonar cavitaria tratados com azois. A patogénese
envolve a presenca do paciente infectado com isolado de A. fumigatus suscetivel a azdis e
posteriormente se torna resistente devido a pressao azolica, ou seja, a ministragdo consecutiva
de drogas azolicas. De pacientes recebendo tratamento com azol de longo prazo, a resisténcia
ao azol em isolados de A. fumigatus foram, de fato, descritos como contendo numerosas
mutac¢des pontuais, como aquelas nos cddons 54 e 220 de cyp51A. Isso confirma o pensamento
geral dos mecanismos de resisténcia serem obtidos sob alta pressdo azélica no paciente nesses
ensaios (KLEINKAUF et al., 2013). Essa alta pressdo, também pode ser exercida na agricultura,
como a mesma hipotese para resisténcia.

A agricultura moderna, de alta produtividade em pequenas areas, depende cada vez
mais da aplicacédo de fungicidas para mitigar perdas de safras relacionadas a fungos e cumprir
esse objetivo. Os grupos dos inibidores da biossintese de esterol é o grupo de fungicidas
predominante no controle de doencas fangicas. Nesse grupo, os inibidores de desmetilacéo
(DMI; FRAC grupo G1) provaram ser particularmente eficazes contra a ampla gama de
patogenos fangicos, assim como na medicina e na veterinaria. O desenvolvimento de fungicidas
sistémicos levou a mudanca no paradigma de controle porque seu movimento sistémico na
planta criou a aplicagdo de fungicida orientada para o limite, aplicada em varios modelos de
risco em apoio a otimizacdo do tempo (RUSSELL, 2005). Apos a introducdo dos benzimidazois
na decada de 1960, a chegada dos fungicidas DMI’s pode ser vista como a segunda grande onda
de sistémicos. A lista de ingredientes ativos pertencentes ao grupo azol é longa e reflete o fato

do desenvolvimento ocorrendo em todas as grandes empresas quimicas presentes na época,
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principalmente na area médica. Apesar das grandes semelhancas entre os diferentes azois, cada
composto tem seu préprio espectro de atividade especifica em patdgenos de plantas alvo.
Alguns azolicos sdo usados no tratamento de sementes, outros apenas como produtos. Além de
seu efeito fungicida, certos azlis também compartilham propriedade reguladora do
crescimento. Também sdo usados na preservacdo da madeira. Como um dos primeiros azélicos,
o imazalil foi registrado no final da década de 1970 para tratar sementes, sendo amplamente
utilizado em cereais e na protecdo de tubérculos de batata destinados ao plantio (RUSSELL,
2005). Também, foram amplamente utilizados no tratamento pds-colheita de frutas citricas,
pomoideas e bananas, o controle de doencas de armazenamento, causadas por Penicillium em
citros. Varios outros azolicos entraram no mercado, por exemplo, triadimefon, triadimenol e
propiconazol, durante o final dos anos 1970 e inicio dos anos 1980 em termos de controle de
doencgas foliares na producéo de cereais e frutas (RUSSELL, 2005).

Com o tempo, os primeiros azdis introduzidos foram substituidos em grande parte por
outros ingredientes ativos, como tebuconazol (1992), difenoconazol (1994), epoxiconazol
(1994), bromuconazol (2000) e, a partir de 2002, o protioconazol. Esses fungicidas azolicos
mais novos sdo amplamente usados para controlar patégenos transmitidos por sementes e
doencas foliares. Depois de algum tempo sem registro de novos azOis ativos, 0
mefentrifluconazol, com foco no controle da mancha de Septoria tritici (STB, Zymoseptoria
tritici), foi langcado em 2020 e deve controlar as principais doengas-alvo em outros segmentos
da cultura (STROBEL et al., 2020; ISHII et al., 2021).

Como exemplo de reducdo de sensibilidade constatada, cita-se 0 caso da bananeira,
com o uso frequente dos triazois no manejo da Sigatoka Negra. Nesse caso, os fungicidas DMI
sdo particularmente de alta relevancia no controle dessa doenca. Dependendo do pais e da regido
de cultivo da banana, o nimero total de tratamentos com fungicidas e aplica¢cdes de DMI dentro
dos regimes de pulverizagdo variam significativamente e podem chegar a mais de 30
pulverizagdes anuais. Em pesquisa global para sensibilidade de DMI de cerca de 600 isolados
coletados entre 2011 e 2014 em Camardes, Coldombia, Costa Rica, Republica Dominicana,
Equador, Guadalupe, Martinica e Filipinas, 0 nimero de isolados resistentes de DMI foi
estimado a partir de, por exemplo, 7 resistentes entre 56 na Costa Rica, 13 resistentes entre 30
no Equador e 9 resistentes do total de 11 na Martinica (CHONG et al., 2021). Este uso variado
e muito intensivo de DMIs levou ao deslocamento do DMI em relagéo a sensibilidade da linha
de base ou a dose minima necessaria para o fungicida reduzir de forma letal a populacdo do

patégeno, inibir seu crescimento ou a germinacdo de seus esporos em meio de cultivo. A
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sensibilidade diminuida do DMI foi descrita como baseada em varias mutacfes pontuais no
gene cyp51 de P. fijiensis (CANAS-GUTIERREZ et al., 2009) e na super expresséo do gene
cyp51 (DIAZ-TRUJILLO et al., 2018). Os detalhes mais recentes sobre a compreensdo dos
mecanismos de resisténcia ao DMI em populac6es de campo de P. fijiensis foram recentemente
resumidos (CHONG et al., 2021), e a ligacdo aparente foi observada entre 0 aumento dos
valores de EC50 e 0 aumento da quantidade de fungicidas aplicados.

Com o intuito de evitar o aumento dessa sensibilidade o FRAC reforga a recomendagéo
de uso de fungicidas triazois, para serem aplicados exclusivamente em misturas e a alternancia
ou mistura com outros modos de acdo. Além disso, 0 maximo de oito aplica¢bes na cultura da
banana por ano, contendo fungicidas DMI é recomendado e ainda ndo devem ser incluidos em
mais de 50% do namero total de pulveriza¢des (JORGENSEN & HEICK 2021).

Como j& relatado em outro topico a resisténcia dos DMI’s em outros cultivos como o
caso da soja, € apenas outra constatacdo da necessidade de se investigar e comprovar a
ocorréncia de sensibilidade em outros cultivos, promovendo a mitigacdo da sensibilidade
através da adocdo de métodos de controle compativeis aos manejos especificos de cada cultivo.
No caso da cultura do café, entender e compreender a existéncia da sensibilidade da ferrugem
do cafeeiro (H. vastatrix) é necessario, diante dos varios relatos obtidos sobre queda da eficacia
dos fungicidas atualmente utilizados para manejo dessa doenca e a compreensdo da ocorréncia
da ferrugem tardia, assim chamada por aparecer nas lavouras fora do periodo de melhor
condigdes de desenvolvimento do patdgeno.

2.5 Dose resposta ou linha de base (baseline) “in vitro” a fungicidas

A perda de sensibilidade ao fungicida e seu manejo sdo de grande importancia para
todos os envolvidos com protecdo de culturas. Sem o gerenciamento eficaz da sensibilidade do
produto aos fitopatdgenos, pode surgir resisténcia rapidamente, como aconteceu com 0s
carbamatos de metal benzimidazole (MBC), dicarboximidas e fenilamidas no inicio dos anos
80 e recentemente com 0s grupos quimicos dos triazois, estrobilurinas e carboxamidas para a
ferrugem da soja (RUSSELL, 2003).

Para fazer o monitoramento da sensibilidade dos patdgenos aos fungicidas utilizados
no campo, podem ser empregados estudos in vitro. No entanto, a dose empregada nas lavouras

é maior comparada aquela empregada em laboratorio, seja para avaliar o crescimento micelial,
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a germinacdo ou o comprimento do tubo germinativo. O valor dessas doses para 0s bindmios
patdgeno x fungicida, na maioria dos casos, nao esta descrita na literatura.

E importante se determinar a linha de base ou Base Line, pois a partir da identificacdo
da dose resposta obtida, pode-se identificar possiveis sensibilidades de acordo com os
resultados obtidos com cada isolado testado. Essa dose € diferente da dose utilizado em campo,
por se tratar de modalidade de aplicacdo onde tem a cobertura total do fungo com o fungicida
testado no laboratorio. No campo, a aplica¢do do fungicida tem o alcance parcial do patdgeno.

Estudos “in vitro” podem ser utilizados para patdégenos biotréficos, através da avaliacéo
da germinagéo, com o intuito de determinar a inibicdo da concentracéo para a curva de dose-
resposta na qual 50% do efeito é observado na concentracao testada (EC50) dos fungicidas,
diante do isolado do fungo sensivel.

No trabalho de 2004/05, a avaliagdo da germinacdo de uredospéros de Phakopsora
pachyrhizi coletados em Passo Fundo-RS, determinou o EC50 para os fungicidas DMI’s
ciproconazol (0, 0,5, 2,5, 5, 10 e 20 mg.L1), epoxiconazol (0, 0,005, 0,05, 0,5, 2,5 e 5 mg.L?Y),
flutriafol (0, 0,05, 0,5, 5 e 25 mg.L'), metconazole (0, 0,005, 0,05, 0,5, 2,5 e 5 mg.L?Y),
myclobutanil (0, 0,5, 1, 2, 4 * e 8 mg.L1), tebuconazol (0, 0,0025, 0,005, 0,01, 0,02, 0,05 e 0,5
mg.L1) e tetraconazole (0, 2, 4, 5, 10, 20 e 40 mg.L1). Os valores EC50 foram gerados apds seis
horas de exposicdo a esses fungicidas e conclui-se a probabilidade do fungo P. pachyrhizi
sintetizar ergosterol dentro de seis horas, ap6s o0 inicio da exposicao in vitro de uredésporos ao
fungicida e o mecanismo de acdo ndo esta apenas na sintese de ergosterol, onde até os
adjuvantes presentes nas formulagcdes podem ter efeito fungicida ou fungistético in vitro. Os
valores de EC50 para a germinacdo de uredosporos de P. pachyrhizi foram menores em relacédo
ao comprimento do tubo germinativo, para os fungicidas triazéis (BLUM; REIS, 2013).

No Norte da Australia Ocidental, quarenta e cinco isolados de conidios de Pyrenophora
tritici-repentis em trigo, foram coletados e testados quanto a sensibilidade a trés fungicidas
triazélicos (Epoxiconazol a 0,2 mg/kg-1 e Propiconazol e Tebuconazol a 0,4 mg/kg-1). Os
isolados exibiram interacéo significativa da taxa de fungicida e alguns isolados diferiram em
resposta ao propiconazol em comparacdo com epoxiconazol ou tebuconazol. A sensibilidade
entre 32 isolados coletados de culturas comerciais de trigo durante o periodo de 2001-2003 né&o
foi significativamente diferente da sensibilidade entre 13 isolados coletados em 1986-87,
quando o uso de fungicida era minimo (BEARD, 2009).

Outro trabalho realizado na China em 2012, estudou-se a sensibilidade de 100 isolados

de Monilinia fructicola de quatro pomares ndo pulverizados e duas casas de embalagem em
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Pequim, China, para o novo fungicida DMI SYP-Z048 (Doses testadas respectivamente: 0,003
a0,039 e 0,016 a 0,047 pg/kg). Mutantes de Laboratorio resistentes a SYP-Z048 foram gerados
com irradiacdo UV, mas ndo mutantes ocorreram espontaneamente. Trés parametros, incluindo
taxa de crescimento, esporulacdo in vitro e area da lesdo, foram significativamente diferentes
para os isolados sensiveis e mutantes resistentes analisados como grupos. A resisténcia cruzada
foi encontrada entre SYPZ048 e propiconazol (p = 0,82, p < 0,0001), mas ndo entre SYPZ048
e tridemorfo, carbendazim, procimidona, azoxistrobina ou pirimetanil. Resisténcia a SYP-Z2048
em mutantes exibindo 50% de micélio, valores de inibicdo de crescimento superior a 0,3 pug/mi
foram correlacionados com a presenca de mutacdo no gene CYP51 com a codificacdo da
proteina alvo para fungicidas DMI. A mutagdo causou mudanca de aminoacidos de tirosina para
fenilalanina na posi¢ao 136 (Y 136F).

No estudo realizado sobre sensibilidade de isolados de Hemileia vastatrix a
azoxistrobina e tebuconazol para compreender os processos associados ao surgimento da
resisténcia, foi verificada a distribuicdo de isolados resistentes, a evolucdo de populacdes
insensiveis e seus impactos no controle das doencas. Para determinar a EC50, foram testadas
as doses 0; 0,068; 0,136; 0,204; 0,272 ou 0,34 pg/ml para azoxistrobina e 0,1; 0,3; 1; 3; e 10
pug/ml para tebuconazol. Os valores de EC50 variaram entre 0,004 e 0,12ug/ml para
azoxistrobina e 0,01 a 5,11pug/ml, para tebuconazol. Ndo houve associacao dos valores de DE50
com a procedéncia dos isolados ou com o historico de aplicacdo de fungicidas, tanto para
azoxistrobina (¥2 = 0,63; P=0,42 e x2 = 0,15; P=0,70) quanto para tebuconazol (¥2 = 3,23;
P=0,20 ¢ ¥2 = 0,24; P=0,89). Nao houve evidéncia de agrupamento espacial quanto a
sensibilidade dos isolados aos dois fungicidas. Ambos, azoxistrobina e tebuconazol, reduziram
a germinacéo e elongacao do tubo germinativo (BRAGANCA, 2010).

No estudo de eficiéncia de baixas concentraces de nanoparticulas de prata (NPAQ) e
de cobre (NPCu) no controle da ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix Berk. & Br), as
nanoparticulas de Ag e Cu constituiram o fator A e as concentragdes (0, 50, 100, 200 e 400
mg/LY) o fator B, também foi utilizado o fungicida (epoxiconazol + piraclostrobina) como
tratamento adicional. No experimento in vitro, a dose de 400 mg/L™' da NPAg inibiu
completamente a germinacdo dos esporos de H. vastatrix. Para a NPCu a maxima inibig&o foi
de 85% na dose de 400 mg L (LEAL, 2021).

Em outro estudo sobre nanoparticulas de elementos essenciais e ndo essenciais na gestao
de doencas de plantas, para se avaliar a toxicidade na germinacdo de Hemileia vastatrix os
elementos NP de Ag, B, CeO2, CuO, MnO, MoQ3, NiO, AlO, TiO. e ZnO foram corrigidos em
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1,0% (w / v) de meio agar-agua (AW) em 100, 300, 500, 800 e 1000 mg L e derramados em
placas de Petri (6 cm diam.), e deixado esfriar. As nanoparticulas de Ag, Zn, Mo, Ce e Cu
reduziram a germinagio abaixo de 50% da menor concentragdo testada de 100 mg L. No
entanto, 200 mg L de Ag e Mo reduziu a germinacéo de esporos de H. vastratix abaixo de 2%.
Ao aplicar Ni, a germinagdo dos esporos permaneceu estavel (77%) até a dose de 300 mg L.
A germinacdo média de esporos no controle foi 73,2% (PEREZ, 2019).

Os custos de pesquisa e desenvolvimento de novos produtos tém aumentado, o que
acarreta mais riscos para 0s investimentos financeiros realizados, sendo a resisténcia de
patdgenos considerado como principal risco envolvido. Para mitigar estes riscos, é usado o
Baseline sendo capaz de monitorar o efeito do fungicida no fungo e verificar se a resposta muda
e aparenta resisténcia. Este aspecto foi reconhecido com a intengdo de proteger o meio ambiente
e ajudar o usuério, na introducdo de novos produtos com estratégia de gerenciamento de
resisténcia (BRENT e HOLLOMON, 2007).

A palavra Baseline tem muitos usos, mas todos incluem o conceito de ser o ponto de
referéncia a ser usado no processo de tomada de decisdo. Segundo Russell (2003), na pesquisa
e gerenciamento de resisténcia a fungicidas, a 'linha de base' pode ser definida como “o perfil
da sensibilidade do fungo alvo ao fungicida construido com o uso de técnicas bioldgicas ou
bioldgicas moleculares, para se avaliar a resposta de individuos ou populacdes de fungos nao
expostos ao fungicida”. Nao se pode enfatizar muito fortemente sobre o formato da distribui¢dao
do Baseline oferecer informacdes sobre o risco absoluto de resisténcia se desenvolvendo na
pratica, no entanto, se a linha de base mostra qualquer sinal de ado¢éo de padrao disruptivo e a
porcdo periférica da distribuicdo pode ser associada a verdadeira resisténcia, entdo este € o0 aviso
sobre a resisténcia ser possivel (RUSSELL, 2003).

Informagdes sobre a sensibilidade de Hemileia vastatrix a triazois sdo escassas e ndo
ha protocolos estabelecidos no FRAC (Comité de Acgdo a Resisténcia a Fungicidas) para
monitorar a sensibilidade deste fungo a fungicidas, ou seja, ndo ha padrdo estabelecido para
comparagéo por testes in vitro, sobre quais as doses a serem empregadas nessa situagao de cada

triazol para patdgenos especificos.

3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Experimentos e tratamentos

Foram realizados para a conducdo desse trabalho trés experimentos. O primeiro, “in
vitro” no laboratério de Fitopatologia da UFLA (Universidade Federal de Lavras), o segundo,
“in vivo”, com mudas de café¢ em casa de vegetagao (Departamento de Fitotecnia da UFLA) e
o0 terceiro no campo, em propriedade, localizada no municipio de Varginha/MG, latitude
21°37'25.26"S e longitude 45°23'37.17"0. Os experimentos tiveram como fonte principal dos
tratamentos, trés fungicidas sistémicos do grupo dos triazéis, e dois multissitios, protetores ou
de contato, 0 mancozebe e o cuprico, para comparar a sensibilidade dos isolados aos triazdis de
modo de agdo especifico e aos multissitios (Tabela 1). Os indculos foram coletados em areas

com historico de uso dos mesmos fungicidas, por um periodo de 3 ou 4 anos seguidos.

Tabela 1 —Tratamentos e caracterizacdo dos ingredientes ativos utilizados para avaliar a
sensibilidade de Hemileia vastatrix in vitro e a severidade da ferrugem in vivo. UFLA 2023.

Tratamentos Nome Conc.i.a Dose Comercial Dose Comercial
(i.a) Comercial  (g/kg-L) (ha) (ppm ou mg/Kg-L) Form.

1 - Testemunha

2 - Epoxiconazol Rubric 125 0,6 187,5 SC
3 - Ciproconazol Alto 100 100 0,75 187,5 SL
4 - Flutriafol Impact 125 2,0 625,0 SC
5 — Mancozebe Manzate 750 3,0 562,5 WG
6 - Hidréxido de cobre Supera 537,44 2,0 268,7 WG
7 - Ciproconazol + Priori Xtra 80 + 200 0,75 150,0 +375,0 sc

Azoxistrobina**

*i.a. Ingrediente Ativo; Conc. Concentragdo; Dose comercial; Form. Formula¢do. SC Suspenséo
Concentrada; SL Concentrado Soltvel e WG Granulos dispersiveis em dgua. Considerou-se um volume
de calda para 400 litros por hectare. Foi adicionado o adjuvante Ochima a 0,25% em todos os produtos.
**Fungicida utilizado no experimento em casa de vegetacdo e no campo.

Fonte: Do autor (2023)

As doses utilizadas no experimento in vitro, com o objetivo de encontrar a dose
resposta, foram inferiores as de campo, pois a realidade de cobertura da aplicacdo sobre 0s
esporos é diferente entre as duas situacdes. No campo o fungicida em mistura com agua e ainda
outros produtos no tanque de pulverizacdo pode nédo atingir o alvo ou o local na folha onde
devera entrar em contato com o patdégeno. Sendo, muitas vezes inativado por rea¢des quimicas,
sofrendo perdas por evaporacao, dificuldade de atingir o local onde o fungo estd ou penetra,

entre outros motivos. Ja in vitro os esporos ou micelio do fungo tem contato e é envolvido
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completamente por solucdo ou suspensdo do produto. As doses in vitro (Tabela 1) foram
ajustadas de acordo com o EC 50 obtido em trabalhos de outros autores. Para tebuconazol e H.
vastatrix, Braganca et al. (2010) encontraram EC50 de 0,1 mg/L ao avaliar as doses de 0,1; 0,3;
1; 3 e 10 mg/L. Ja para os DMI’s, foi avaliada a germinacdo de esporos de Phakopsora
pachyrhizi, nas doses de 0, 0,5, 2,5, 5, 10 e 20 mg/L para ciproconazol, com o EC50 a partir da
dose de 3,0 mg/L, epoxiconazol e flutriafol a 0, 0,005, 0,05, 0,5, 2,5 e 5 mg/L e EC50 a partir
da dose de 0,45 mg/L e 5,61, respectivamente e tebuconazol a 0, 0,0025, 0,005, 0,01, 0,02, 0,05
e 0,5 mg/L a partir da dose de 0,0065 mg/L (BLUM e REIS, 2013). Ou seja, as doses
empregadas ‘in vitro’ foram extremamente reduzidas, comparadas as doses de campo. Assim
sendo, e de acordo com a literatura foram escolhidas as doses a serem empregadas nos
experimentos de avaliacdo da porcentagem de germinacao de H. vastatrix e para definir a EC50

aos fungicidas avaliados.

3.2 Avaliagéo da sensibilidade in vitro de Hemileia vastatrix a fungicidas

Para verificar a sensibilidade de doses de fungicidas na germinacdo de ureddsporos de
H. vastatrix, realizou-se o teste in vitro, em microplacas ELISA de 96 pocos, com capacidade
de 360pL por cavidade (BARTELEGA, 2022). O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com 3 repeticdes em esquema fatorial triplo de anélise de
variancia 5 x 7 x 8. Os 5 fungicidas (Tabela 1) constituiram o fator A, as 7 concentracdes (0;
0,125; 0,5; 2,0; 8,0; 32 e 128 mg/kg i.a) (Tabela 2) o fator B e os 8 isolados ou amostras de
ureddsporos de diferentes locais o fator C. A dose zero foi apenas agua destilada esterilizada +
suspensdo de esporos. Sendo assim, foram 280 tratamentos para essa forma de analise de
variancia, com o total de 1120 parcelas. Cada cavidade da placa foi considerada a parcela
experimental. Sendo assim, o experimento foi realizado para observar a interacdo entre
fungicidas, doses e isolados. Ou seja, avaliar se existe alteracdo na sensibilidade a doses dos

fungicidas entre isolados.
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Tabela 2 — Principios ativos, doses comerciais em g ou ml/ha, sua concentracdo em mg/L ou
Kg e as doses testadas em mg/Kg no experimento in vitro. Lavras, UFLA 2023.
Dose comercial do

Tratamentos io* Dose comercial Doses testadas
(g ou ml/ha) (mg/L ou Kg) (mg/L ou Kg)
1 - Testemunha - - -
2 - Epoxiconazol 75 187,5 0; 0,125; 0,5; 2; 8; 32; 128
3 - Ciproconazol 75 187,5 0; 0,125; 0,5; 2; 8; 32; 128
4 - Flutriafol 250 625 0; 0,125; 0,5; 2; 8; 32; 128
5 - Mancozebe 2250 562,5 0; 0,125; 0,5; 2; 8; 32; 128
6 - Hidréxido de cobre 1075 268,7 0; 0,125; 0,5; 2; 8; 32; 128

*ia - ingrediente ativo
Fonte: Do autor (2023)

Inicialmente, os fungicidas foram diluidos em &gua destilada esterilizada, para fazer a
solucgéo ou a suspenséo estoque, dependendo da formulagéo do fungicida. Para isso foi pipetado,
de cada fungicida, as quantidades de 1.000 e 250ul e diluidas em 1 litro de &gua. A partir da
suspensdo estoque os tratamentos foram depositados na placa de Elisa, nas concentracdes
previamente definidas. A quantidade do estoque, de cada tratamento (Tabela 1A — Anexos),

depositada nos pocos da placa foi obtida a partir da férmula:

C1*V1=C2*V2

C1 é a concentracdo inicial,
V1 é o volume inicial,

C; é a concentragdo final e V2 é 0 volume final.

Para obter os esporos, foram coletadas aproximadamente 50 folhas de Coffea arabica
infectadas com Hemileia vastatrix, e sinais tipicos da doenca, de cada isolado, em cada local,
descrito na Tabela 3. As folhas foram armazenadas em sacos plasticos e mantidas na geladeira
a 5°C para conservacdo até o momento da utilizacdo, sem exceder 24 horas apds a coleta, para
garantir a viabilidade dos esporos.

Para preparar a suspenséo de esporos foi utilizado pincel de pintura para retira-los da
folha e deposita-los em becker de vidro de 100 ml. Foram adicionados 60 ml de agua destilada,
esterilizada com 0,05% de Tween 80® ao Becker, contendo os ureddsporos. Logo apos, 0
Becker, com bastdo magnético na suspensao, foi levado ao agitador por 5 minutos, na
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velocidade 4. A concentragdo da suspensio foi ajustada para 1x10* ureddsporos de Hemileia
vastatrix/ml em camara de ‘Neubauer’.

Ap0s o teste de germinacgdo, os ureddsporos restantes ou ndo utilizados para calibrar a
suspensdo, dos 8 isolados, foram armazenados em capsulas de gelatina, geralmente utilizadas
para veicular produtos farmacéuticos. As capsulas contendo os esporos foram colocadas em
‘eppendorfs’ devidamente identificados e armazenadas a -80°C para manter a viabilidade dos
mesmos (ZAMBENEDETTI et al, 2007).

Completou-se 0 poco da placa com a suspenséo de esporos na concentracio de 1 x 10*
uredosporos por ml, coletados os esporos em becker com agua destilada, em agitacao por cinco
minutos, até a quantidade maxima de 300l por poco.

As placas foram mantidas em estufa incubadora (BOD) a 23°C + 2°C por 18 horas, em
escuro total. Apés esse periodo, foram adicionados 25 pL de lactoglicerol para paralisar a
germinacao dos ureddsporos. Foram avaliados 50 uredosporos aleatoriamente de cada repeticdo
ou pogco da placa Elisa no microscépio Labormed TCM 400 de objetiva invertida com aumento
de 10 vezes. Os ureddsporos (cuidado, as vezes vocé esquece do acento agudo) foram
considerados germinados quando o comprimento do tubo germinativo foi superior ao seu
tamanho. Foi entdo obtida a germinacdo, em porcentagem, dos isolados na testemunha, ou seja,
em agua. Foi plotado grafico para avaliar se houve alteracdo entre os isolados. A partir dai a
germinacao nas doses dos fungicidas foi considerada proporcional a da testemunha, para ndo
observar somente as alteracbes entre isolados. E assim demonstrar a informacdo de
sensibilidade dos isolados em relacdo as fungicidas e doses aplicados. Para isso, foi empregada

a seguinte formula.

% Germinacéo do tratamento
Germinacdo da testemunha

100

% Germinacdo do tratamento: resultado obtido em cada dose testada de cada isolado.
Germinacdo da testemunha: resultado médio das repeti¢des da testemunha de cada isolado.

100: fator de multiplicacdo de porcentagem.

Esses experimentos, in vitro, foram realizados com 8 isolados de Hemileia vastatrix,

coletados em diferentes locais (Tabela 3).
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Tabela 3: Isolados utilizados no experimento in vitro. UFLA 2023.

Cédigo dos Isolados Municipio Latitude / Longitude

1 BSS Bom Sucesso - MG 21°5'58.82"S / 44°51'47.61"0O
2 CRC Carmo do Rio Claro - MG 20°59'21.75"S / 46° 7'38.06"0O
3 ELM El6i Mendes - MG 21°38'13.80"S / 45°30'56.50"0O
4 FRN Franca - SP 20°29'50.18"S / 47°29'23.44"0
5 LAV Lavras - MG 21°13'40.18"S / 44°57'44.28"0
6 SAAl Santo Antbnio do Amparo - MG 20°5327.36"S / 44°58'11.61"0
7 VGA 1 Varginha - MG 21°37'25.26"S / 45°23'37.17"O
8 VGA 2 Varginha - MG 21°34'10.36"S / 45°23'56.49"0

Fonte: Do autor (2023)

O célculo do Ec50 para se identificar a dose resposta por inibir 50% da germinacgéo
dos esporos, foi realizado através do programa ED50PIlus v1.0, desenvolvido por Vargas (2000)

com o software Excel®.

3.3 Avaliacéo in vivo de fungicidas no controle da ferrugem em mudas de cafeeiro

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo, com temperatura de 25°C
+ 3°C. As mudas de cafeeiro da cultivar Catuai Vermelho 1AC-144, suscetiveis a ferrugem,
foram adquiridas de viveiro comercial. O experimento foi instalado em delineamento
experimental em blocos casualizados (DBC), com sete tratamentos e quatro repeticées. Os
tratamentos foram os 5 fungicidas usados no teste in vitro na dose comercial, um tratamento
testemunha, somente com agua acrescidos do fungicida ciproconazol + azoxistrobina, na dose
de 0,75L/ha, fica faltando outro tratamento. As 28 parcelas experimentais foram compostas por
duas mudas cada, em saquinhos de polietileno (10 x 20cm). Os produtos foram aplicados nas
duas superficies das folhas das mudas, até o ponto de escorrimento, dois dias antes de inocular
0s esporos de Hemileia vastatrix. O experimento foi realizado com os isolados VGA1, CRC,
LAV e VGA2 (Tabela 4).
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Tabela 4: Isolados utilizados no experimento in vivo (Mudas). UFLA 2023.

Cddigo dos Isolados Municipio Latitude / Longitude
1 CRC C. Rio Claro - MG 20°59'21.75"S / 46° 7'38.06"0O
2 LAV Lavras - MG 21°13'40.18"S / 44°57'44.28"0
3 VGA1l Varginha - MG 21°37'25.26"S / 45°23'37.17"0
4 VGA2 Varginha - MG 21°34'10.36"S / 45°23'56.49"0

Fonte: Do autor (2023)

Foi avaliada a incidéncia da doenca, a partir do inicio da observacédo dos sinais, a cada 6
dias, com o total de 7 amostragens. Os dados foram integralizados em éarea abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) e area abaixo da curva de progresso da incidéncia (AACPI),
conforme SHANER; FINNEY (1977).

Foi realizada analise em fatorial duplo para verificar os pressupostos da analise de
variancia. A analise ndo paramétrica foi realizada com a verificacdo de ndo ocorréncia dos
pressupostos para verificar se houve significancia (p<0,05) no isolado, no fungicida e interacéo
entre 0os mesmos de acordo com o quadro da Anova (Teste F) (ANEXO I1).

3.3.1 Obtencao de indculo e procedimento de inoculagéo

Aproximadamente 400 folhas de Coffea arabica naturalmente infectadas foram
coletadas no campo e levadas no mesmo dia para o laboratdrio, colocadas em bandejas e lavadas
com &gua destilada e esterilizada para remover os uredésporos. Apos lavagem das folhas, a
suspensdo de ureddsporos foi depositada em ‘becker’ de vidro, na quantidade de 1.000ml. A
suspensdo obtida foi ajustada em Camara de ‘Neubauer’ para a concentracdo de 1

x 10° ureddsporos/ml e aplicada com pulverizador de plastico manual na face abaxial
de todas as folhas das mudas de cafeeiro até o ponto de escorrimento (CRUZ FILHO;
CHAVES, 1973). Em seguida, as mudas foram cobertas com sacos plasticos pretos por 72 horas
para fornecer as condicdes ideais a penetragdo do fungo, como a auséncia de luz, o molhamento
foliar e a temperatura em torno de 23°C (RAYNER et al., 1961; KUSHALAPPA et al., 1989).
Apbs 72 horas, 0s sacos plasticos foram retirados e as mudas colocadas em bancada na casa de
vegetacdo a 25°C + 3°C e distribuidas em delineamento em blocos casualizados.

Foi realizada irrigacdo, por gotejamento, das mudas duas vezes ao dia de forma

automaética com gotejadores de 4mm para cada vaso, da marca Amanco®, para evitar a
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contaminacdo por outros esporos de Hemileia vastatrix, foi inserido uma barreira de lona
plastica transparente ao redor de cada tratamento, conferir se foi isso. No entanto, as condi¢oes
para infeccdo, ou seja, molhamento foliar e auséncia de luz foram fornecidas e proporcionadas,
“somente”, durante a inoculagdo. Portanto, ndo houve possibilidade de ocorrer penetracédo do

patdgeno ou de infeccdo cruzada.

3.4 Experimento In Vivo: Campo.

O experimento em campo foi realizado na Fazenda Palmela, localizada no municipio
de Varginha-MG, 21°37'25.26"S, 45°23'37.17"0, altitude de 898 metros, em lavoura formada
por plantas de cafeeiro da cultivar do grupo Mundo Novo 376/4 em fase de producdo, no
espacamento de 3,5 m entre linhas e 0,9 m entre plantas, com 21 anos de idade. O experimento
foi conduzido por dois anos, implantado em novembro de 2019 e finalizado em maio de 2021.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com quatro repeticOes e sete
tratamentos (Tabela 1), os mesmos descritos no experimento em casa de vegetacao, totalizando
28 parcelas experimentais. Cada parcela experimental foi constituida por oito plantas, sendo as
seis plantas centrais a parcela Gtil. Foram realizadas 3 aplicacGes dos tratamentos (testemunha,
ciproconazol, epoxiconazol, flutriafol, mancozebe, hidroxido de cobre e a mistura de
ciproconazol + azoxistrobina) em cada ano, com inicio em novembro e com intervalo de 45
dias, uma da outra. As avaliacdes das incidéncias foram realizadas mensalmente, sendo a
primeira realizada antes de aplicar os tratamentos.

Para pulverizar as plantas com os produtos, utilizou-se pulverizador costal motorizado
da marca STIHL® modelo SR 430 com quantidade de vazdo média de 1,5 L/min. O volume de
calda utilizado para todos os tratamentos foi de 400 L/ha. As caldas foram preparadas na area
experimental ao final da tarde e imediatamente pulverizadas. Utilizou-se como adjuvante, na
proporcao de 0,25% do volume de calda, o 6leo vegetal Ochima®.

No final do experimento foi realizada a colheita e definida a producdo em sacas por
hectare. Os dados de incidéncia foram integrados em area abaixo da curva de progresso da
incidéncia (AACPI), segundo a equacdo de Shaner e Finney (1977).

Foram coletadas folhas da lavoura deste experimento para realizagao dos experimentos

in vitro e em casa de vegetacédo, o qual recebera denominacéo de VGAL.
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3.5 Avaliacéo da incidéncia da ferrugem do cafeeiro

No experimento em casa de vegetacdo foram avaliadas 8 folhas por planta, marcou-se
com fita para padronizar a avaliacdo sempre nas mesmas plantas. No experimento de campo,
as folhas foram avaliadas aleatoriamente por método nédo destrutivo, no terco médio da planta,
entre o primeiro e o segundo pares de folhas dos ramos plagiotropicos, sendo amostradas 12
folhas por planta, nas 6 plantas Uteis, com o total de 72 folhas.

A incidéncia foi obtida por meio da férmula de Campbell e Madden (1990).

Equacdo para calculo da incidéncia:
1(%)= (@)*100
NTF

No qual:

| (%) = incidéncia da ferrugem;

NFD = namero de folhas doentes;

NTF = namero total de folhas amostradas.

A severidade da doenca foi avaliada por meio da escala diagramatica proposta por
Cunha et. al. 2001 (Figura 17).
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Figura 17: Escala diagramatica para avaliar a severidade da ferrugem do cafeeiro. (Cunha et. al. 2021).
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*Escala diagramatica para avaliagao de severidade da ferrugem do cafeeiro (Cunha et al 2021).

3.6 Area abaixo da curva do progresso da doenca (AACPD) e eficacia (E%)

Os dados das avaliacdes foram integralizados em Area Abaixo da Curva de Progresso

da Doenca (AACPD), segundo formula proposta por Shaner & Finney (1977).

n

-1

Y + Y,
AACP = Z (12—”'1) % (Ti_q - TY)
i=1
No qual:
AACPD= area abaixo da curva de progresso da doenca;
Yi= proporc¢do da doenca na i-nésima observacao.

Ti= tempo em dias na i-nésima observagao.
n= numero total de observacdes.
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A eficécia foi calculada entre os tratamentos por meio da equacéo de Abbott (1925).

nno T apos tratamento

E%=(1— >><100

nno Co apos tratamento
No qual:

E% = Eficiéncia

n= Incidéncia da doenca.

T= Tratamento com fungicida; Co= Controle
Co= Controle

3.7 Analise estatistica

Foram realizados os testes de Shapiro-Wilk, para avaliar a distribuicdo normal dos
residuos e o teste de Barlett para homogeneidade dos residuos em todos os experimentos
(BANZATTO E KRONKA, 1992). Sendo cumpridos os pressupostos, os dados foram
submetidos a anélise de variancia. As andlises foram realizadas no software R® (R Core Team,
2019) com o uso do pacote EMM’s (Estimated Marginal Means) (LENTH, 2020).

Tanto o experimento in vitro quanto o de mudas foram repetidos no tempo e
submetidos a analise conjunta dos dados para verificar se houve alteraces entre 0s ensaios.

A porcentagem da germinacdo dos esporos, os valores da Ec50, as avaliacbes da
incidéncia e da severidade da ferrugem em mudas e no campo e a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) foram comparadas no teste F da analise de variancia. As
varidveis significativas no teste F, foram submetidas ao teste de Scott-Knott quando
gualitativas, e as quantitativas ou doses ajustadas a modelos de regressdo. As analises foram
realizadas nos softwares R® (R Core Team, 2019), SISVAR versio 5.6 (FERREIRA, 2019) e
SigmaPlotversdo 12.3 (Systat Software, San Jose, CA).

4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo in vitro da germinacao dos esporos de Hemileia vastatrix
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Houve alteracdo na sensibilidade aos fungicidas entre os isolados na germinacdo de
ureddsporos, dependendo da dose empregada, ou seja, houve interacao tripla entre os isolados,
fungicidas e doses de fungicidas empregadas para a avaliar porcentagem de germinacéo dos
esporos in vitro (p<0,05) (Tabela 2A — Anexos). Na andlise conjunta dos dados, ndo houve
alteracdo entre os ensaios repetidos ao longo do tempo. Dessa forma, os dados abaixo referem-
se a média desses experimentos. Na germinacdo, somente em &gua, houve alteragdo entre o0s
isolados (p<0,05) (Figura 18).

Figura 18 — Porcentagem de germinacdo de uredosporos, em agua, de 8 isolados de H. vastatrix
ara diferentes fungicidas. UFLA 2023.

Dose 0 mg/Kg
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VGAL - VARGINHA-MG 1 25
VGA2 - VARGINHA-MG 2 %O
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Fonte: Do autor (2023)

Sendo assim, para as doses avaliadas, foi feita a germinacdo relativa, em relacéo ao valor
obtido em agua.

De 0,125 até 2 mg/Kg ocorreu alteracéo entre os isolados para todos os fungicidas. A
partir das doses de 8 e 32 mg/Kg ndo houve alteracdo entre os isolados para o fungicida
mancozebe e hidroxido de cobre, respectivamente. Somente ndo houve alteracdo, para os

fungicidas triazéis dentro de cada isolado, na maior dose, de 128 mg/Kg (Tabela 5).
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Tabela 5 - Porcentagem de germinacdo relativa, em relacdo a testemunha, de uredésporos de

isolados de Hemileia vastratrix em diferentes doses de fungicidas. UFLA 2023.

Dose 0,125 mg/Kg-L

Epoxiconazol  Ciproconazol Flutriafol Mancozebe  Hidrdx. cobre
BSS 92,2 Aa 88,2 Aa 88,2 Aa 94,1 Da 76,5 Aa
CRC 106,4 Aa 95,7 Aa 104,3 Aa 106,4 Ca 255 Cb
ELM 82,0 Bb 72,0 Bb 86,0 Ab 144,0 Aa 86,0 Ab
FRN 90,2 Aa 85,9 Aa 69,0 Ba 78,9 Da 12,7 Cb
LAV 70,6 Ba 11,8 Cb 76,5 Ba 7,8 Fb 15,7 Cb
SAA 94,9 Ab 92,3 Ab 89,7 Ab 120,5 Ba 59,0 Bc
VGAl 78,1 Ba 81,3 Aa 78,1 Ba 90,6 Da 18,8 Cb
VGA2 70,2 Ba 63,8 Ba 61,7 Ba 57,5 Ea 234 Cb
Dose 0,5 mg/Kg-L
Epoxiconazol  Ciproconazol Flutriafol Mancozebe  Hidrdx. cobre
BSS 62,8 Bc 745 Ab 80,4 Ab 96,1 Aa 39,2 Bd
CRC 97,9 Aa 915 Ab 80,9 Ab 110,6 Aa 10,6 Cc
ELM 72,0 Bb 56,0 Bc 78,0 Ab 94,0 Aa 56,0 Ac
FRN 66,2 Bb 84,5 Aa 67,6 Bb 40,9 Cc 2,8 Cd
LAV 72,6 Ba 39 Cc 51,0 Bb 3,9 Dc 39 Cc
SAA 69,2 Bb 61,5 Bb 66,7 Bb 949 Aa 35,9 Bc
VGA1 59,4 Bb 84,4 Aa 93,8 Aa 71,9 Bb 6,3 Cc
VGA2 72,3 Ba 61,7 Ba 57,5 Ba 53,2 Ca 10,6 Cb
Dose 2 mg/Kg-L
Epoxiconazol  Ciproconazol Flutriafol Mancozebe  Hidrox. cobre
BSS 66,7 Aa 64,7 Ba 58,8 Ca 745 Aa 11,8 Bb
CRC 80,9 Aa 87,2 Aa 78,7 Ba 36,2 Bb 2,1 Bc
ELM 46,0 Ba 38,0 Ca 48,0 Ca 40,0 Ba 34,0 Aa
FRN 53,5 Bb 73,2 Aa 80,3 Ba 46,5 Bb 14 Bc
LAV 58,8 Ba 3,9 Dc 23,5 Db 3,9 Cc 3,9 Bc
SAA 59,0 Ba 56,4 Ba 56,4 Ca 46,2 Ba 23,1 Ab
VGA1 75,0 Ab 75,0 Ab 100,0 Ab 6,3 Cc 3,1 Bc
VGA2 63,8 Ba 61,7 Ba 68,1 Ba 12,8 Cb 8,5 Bb
Dose 8 mg/Kg-L
Epoxiconazol  Ciproconazol Flutriafol Mancozebe  Hidrox. cobre
BSS 41,2 Ca 42,1 Ca 45,1 Ba 9,8 Ab 7,8 Bb
CRC 76,6 Aa 80,9 Aa 66,0 Aa 4,3 Ab 0,0 Bb
ELM 14,0 Da 18,0 Da 16,0 Ca 6,0 Aa 30,0 Aa
FRN 62,0 Ba 74,7 Aa 74,6 Aa 42 Ab 14 Bb
LAV 49,0 Ca 2,0 Eb 39 Cb 3,9 Ab 2,0 Bb
SAA 43,6 Ca 41,0 Ca 43,6 Ba 10,3 Ab 10,3 Bb
VGAL 90,6 Aa 59,4 Bc 84,4 Aa 6,3 Ac 3,1 Bc
VGA2 48,9 Ca 44,7 Ca 57,5 Ba 4,3 Ab 6,4 Bb

Continuacéo...
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Dose 32 mg/Kg-L

Epoxiconazol  Ciproconazol Flutriafol Mancozebe  Hidrdx. cobre
BSS 29,4 Ca 21,6 Ca 41,2 Ba 39 Ab 39 Ab
CRC 48,9 Bb 78,7 Aa 61,7 Ab 2,1 Ac 0,0 Ac
ELM 10,0 Da 8,0 Da 8,0 Da 0,0 Aa 8,0 Aa
FRN 60,6 Ba 46,5 Ba 47,9 Ba 14 Ab 14 Ab
LAV 31,4 Ca 0,0 Db 2,0 Db 2,0 Ab 59 Ab
SAA 15,4 Db 33,3 Ca 28,2 Ca 0,0 Ab 51 Ab
VGA1 75,0 Aa 43,8 Ba 75,0 Aa 3,1 Ac 0,0 Ac
VGA2 38,3 Cb 14,9 Dc 57,5 Aa 43 Ac 0,0 Ac

Dose 128 mg/Kg-L

Epoxiconazol  Ciproconazol Flutriafol Mancozebe  Hidrdx. cobre
BSS 9,8 Aa 9,8 Aa 59 Aa 2,0 Aa 39 Aa
CRC 43 Aa 6,4 Aa 19,1 Aa 0,0 Aa 0,0 Aa
ELM 2,0 Aa 40 Aa 2,0 Aa 0,0 Aa 2,0 Aa
FRN 0,0 Aa 14 Aa 14 Aa 0,0 Aa 0,0 Aa
LAV 2,0 Aa 0,0 Aa 0,0 Aa 0,0 Aa 0,0 Aa
SAA 0,0 Aa 10,3 Aa 51 Aa 0,0 Aa 51 Aa
VGA1 0,0 Aa 6,3 Aa 0,0 Aa 0,0 Aa 0,0 Aa
VGA2 6,4 Aa 8,5 Aa 0,0 Aa 2,1 Aa 0,0 Aa

*Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna (isolados) e minuscula na linha
(fungicidas) ndo diferem entre si por meio do teste de agrupamento de Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Do autor (2023)

Dentre os isolados analisados, 0 LAV foi o de menor porcentagem comparativa de
germinacao em relacdo a testemunha, para os triazois ciproconazol e flutriafol. A partir da dose
0,5 e 8 mg/Kg de ciproconazole de flutriafol, respectivamente, foi de 3,9% em relacdo a
testemunha. Ou seja, o isolado LAV apresentou maior sensibilidade aos fungicidas triazéis
ciproconazol e flutriafol. J& para o fungicida epoxiconazol, o isolado LAV teve menor
sensibilidade e maior germinag&o em relagdo a testemunha, somente a partir da dose 32mg/Kg,
houve reducgéo na germinacao.

O isolado CRC foi o de maior porcentagem comparativa de germinagdo para 0S
fungicidas triazois, epoxiconazol e ciproconazol, em relagédo a testemunha, com o percentual
abaixo de 80% somente apds a dose de 8mg/Kg para epoxiconazol e 32mg/Kg para
ciproconazol.

A partir da dose de 2mg/Kg, o fungicida de contato mancozebe, ja ndo apresentou
alteracdo significativa na porcentagem de germinacdo entre os isolados ao ser comparado com

a testemunha. A partir dessa dose, praticamente ndo houve porcentagem de germinacgéo
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significativa em relacdo a testemunha entre todos os isolados, com o percentual abaixo de
10,3%. O isolado LAV, apresentou o0 menor percentual de germinagédo em relacéo a testemunha
para o fungicida mancozebe, ja a partir da dose de 0,125mg/Kg, sendo caracterizado como o
mais sensivel a essa molécula. Ja para o fungicida de contato hidroxido de cobre, 0 mesmo
ocorreu a partir da dose de 8mg/Kg.

Os isolados LAV, FRN e VGAL apresentaram 0S menores porcentuais de germinagao
em relacdo a testemunha para o fungicida hidréxido de cobre, a partir da dose de 0,5mg/Kg,
sendo os mais sensiveis a essa molécula (Figura 19).

Para todos os isolados, foi observada alteracdo na porcentagem de germinacdo em
relacdo a testemunha, a partir da dose de 0,125mg/Kg para todos os fungicidas testados, tanto
para os triazois quanto para os de contato ou multissitios. Para todos os isolados, quanto ao
grupo dos fungicidas triazois pode-se considerar 32mg/kg, a dose resposta para avaliar a
porcentagem de germinacdo de esporos em relacao a testemunha e para os fungicidas protetores,

a dose de 2mg/Kg para o fungicida mancozebe e a de 8mg/kg para o hidréxido de cobre.

Figura 19 - Anélise do estudo do comportamento dos isolados em cada combinacdo de niveis
de fungicidas e doses. UFLA 2023.

Dose 0,125 mg/Kg
160
150

3
<,
3

140

130 < 3 C

120 - ] 3 g 3

1o 3 S

100 Lot y >

90 v

80 i

70

60

50 a

10 v

30 i

20

10

o
BSS CRC ELM FRN LAV SAA VGAIL VGA2

1043 Aa

N 1064 Ca

I 255 ch

2 Aa

I 3.2 Aa
8
I 94.1 Da

89.7 Ab

[ 120.5 Ba
59.0 Be

86,0 Ab
78,1 Ba

N 90.6 Da

I 158 Cb

69,0 Ba
78,9 Da
61,7 Ba
57,5 Ea

I 02,2 Aa
I 76.5 Aa
I 1064 Aa
I 05.7 Aa
I ;.0 Gb
I 72,0 Bb
I (6.0 Ab
I o> Aa
I :5.0 Aa
27

I 0. Ba

I 18Ch

76.5 Ba

| AR

I 157 Cb
I 9+ Ab
I 0:.3 A
I s Ba
I 513 Aa
I 0.2 Ba
I 3.8 Ba

I >4 ch

® Epoxiconazol ® Ciproconazol Flutriafol ™ Mancozebe ® Hidroxido de cobre

Continuacao...



51

Dose 0,5 mg/Kg
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Dose 32 mg/Kg
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*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si por meio do teste de Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Do autor (2023)

Os tratamentos com mancozebe e hidroxido de cobre, apresentaram porcentagem de
germinacdo em relacdo a testemunha abaixo de 50%, em quase todos isolados ja na quarta
concentracdo, de 2 mg/Kg. Para os triazdis, essa reducao ocorreu a partir da dose de 32mg/Kg,
com reducdo abaixo de 20% na dose de 128mg/Kg. Ou seja, a sensibilidade a doses e a

fungicidas foi diferente entre os isolados (Figuras 20 e 21).



Figura 20 - Germinacdo dos ureddsporos de Hemileia vastatrix para os oito isolados em

diferentes doses (mg/Kg) de fungicidas triazois.
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Figura 21 - Germinacdo dos ureddsporos de Hemileia vastatrix para os oito isolados em
diferentes doses (mg/Kg) de fungicidas de contato. UFLA, 2023.
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Fonte: Do autor (2023).
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4.1.1 Ec50 dos fungicidas

Houve interacéo significativa (p<0,05) entre os fungicidas e os 8 isolados para a Ec50.
Houve alteracdo (p<0,05) na sensibilidade dos isolados em relacdo ao Ec50, com variacoes,
entre os isolados, de 1,0 a mais de 50,0 mg/kg para os triazois.

Os ativos flutriafol, ciproconazol e epoxiconazol apresentaram alteracdo na
sensibilidade dos isolados (p<0,05). Os maiores Ec50 foram observados para os isolados
VGA2, FRN e VGAL com Ec50 de 53,08, 41,37 e 34,06mg/kg para flutriafol, para os isolados
CRC, FRN e VGA1 de 48,92, 21,99 e 20,98mg/kg para ciproconazol e para os isolados VGAL,
LAV e CRC de 33,26, 13,98 e 11,83mg/kg para epoxiconazol. No geral, as maiores
sensibilidades foram observadas nos tratamentos com hidréxido de cobre e mancozebe com
Ec50 de 0,516 a 3,594mg/kg, ou seja, os multissitios ou de contato.

Para os valores obtidos na Ec50 para os fungicidas triazois, houve alteracdo (p<0,05)

na sensibilidade em todos os 8 isolados (Tabela 31 — Anexos, Tabela 6 e Figura 22).

Tabela 6: Ec50 ou dose letal de fungicidas em mg/Kg para inibir 50% a germinacdo de
uredosporos de oito isolados de Hemileia vastatrix. UFLA, 2023.

Mancozebe Hidroxido De Cobre Flutriafol Epoxiconazol Ciproconazol
BSS 3,594 Dc 1,045 Ed 6,618 Aa 5,380 Cb 6,295 Ba
CRC 1,857 Dd 0,651 Ee 20,491 Ab 11,834 Cc 48,923 Ba
ELM 1,275 Db 3,426 Ea 3,150 Aa 3,050 Ca 2,739 Ba
FRN 1,639 Dd 0,516 Ee 41,365 Aa 8,941 Cc 21,999 Bb
LAV 1,804 Db 0,819 Eb 1,430 Ab 13,989 Ca 1,181 Bb
SAA 1,804 Db 1,759 Eb 4,866 Aa 3,892 Ca 4,433 Ba
VGA1 1,204 Dc 0,708 Ec 34,060 Aa 33,260 Ca 20,988 Bb
VGA2 2,329 Dd 1,232 Ee 53,080 Aa 9,824 Cc 14,154 Bb

*Meédias seguidas de mesma letra ndo sdo significativamente diferentes de acordo com o teste Scott-
Knott (p<0,001). Letras maitsculas compara a Ec50 entre os tratamentos, enquanto as letras mindsculas
comparam as Ec50 dos isolados de H. vastatrix.

Fonte: Do autor (2023)
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Figura 22: Ec50 ou dose letal de fungicidas em mg/Kg para inibir 50% a germinacéo de
ureddsporos de diferentes isolados de Hemileia vastatrix. UFLA 2023.
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*Médias seguidas de mesma letra ndo séo significativamente diferentes de acordo com o teste Scott-
Knott (p<0,001).
Fonte: Do autor (2023).

4.2 Controle da ferrugem em mudas de Coffea arabica

Os pressupostos da analise de variancia ndo foram atendidos na anélise de fatorial duplo,
entdo foi realizado uma analise ndo parametrica, onde foi verificada a significancia (p<0,05) na
interacdo de isolados com fungicidas (Anexo II). Houve alteragdo significativa ao teste de
Kruskal-Wallis (p<0,05) entre os isolados CRC, VGAL e VGA2 e os fungicidas analisados
epoxiconazole, ciproconazole, flutriafol, hidroxido de cobre e 0 mancozebe para a AACPD ou
AACPI. (Tabela 7 — 4A ANEXOS).
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Tabela 7 -Area abaixo da curva do progresso da incidéncia (AACPI) para ferrugem em mudas
de cafeeiro. UFLA, 2023.

TRATAMENTO Dose (mg/kg) CRC VGAL VGA2
Testemunha 0 1183 a 1712 a 1183 a
Mancozebe 2.250 0b 0c 0b
Hid. Cobre 1.075 0Ob 995 b 0b
Ciproconazole 300 0b 0c 0b
Epoxiconazole 75 0b 0c 0b
Flutriafol 250 0b 0c 0b

Foi utilizada a dose comercial considerando 400 litros de calda por hectare.
*Meédias seguidas de mesmas letras na coluna ndo diferem entre si por meio do teste de Kruskal-
Wallis (p<0,05).

Fonte: Do autor (2023)

Houve alteracdo significativa no teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) entre o fungicida
hidroxido de cobre e os isolados analisados CRC, VGAL, VGA2 e LAV paraa AACPD (Tabela
8).

Tabela8 - Area abaixo da curva do progresso da incidéncia (AACPI) para ferrugem em mudas
de cafeeiro. UFLA, 2023

ISOLADOS Hidroxido de Cobre
CRC 0 a
VGA1 995 b
VGA2 0b
LAV 404 b

Foi utilizada a dose comercial considerando 400 litros de calda por hectare.
*Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre si por meio do teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05).

Fonte: Do autor (2023)

O fungicida mancozebe e a testemunha ndo apresentaram efeito significativo no teste
de Kruskal-Wallis. E além disso, em relagdo aos fungicidas ndo ocorreu variagdo nos dados

obtidos com valores zero e assim 0 teste estatistico ndo detectou significancia ou néo.

4.3 Controle da ferrugem em folhas de cafeeiro no campo

As variaveis ambientais foram monitoradas durante os dois anos do experimento,

inserir 1& no material e métodos, no campo foi instalado uma estacdo.... No ano de 2019/20, a
temperatura variou entre 11,0 e 28,0°C, com média em torno de 21,0°C e umidade relativa média
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aproximadamente 75,0%. No ano de 2020/21, a temperatura variou entre 12,0°C e 30,0°C, com
média entre 21,0 °C e a umidade relativa média aproximadamente 70,0%. A maior precipitacdo

pluviométrica foi observada em fevereiro de 2020 em 452 mm (Figura 23).

Figura 23 - Varidveis ambientais registradas no municipio de Varginha — MG durante a condugéo do
experimento. Primeiro ano (2019/20), segundo ano (2020/21). UFLA, 2023.
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Fonte: INMET (2021).

Nos dois anos de conducao do experimento ndo foi observada a incidéncia de ferrugem
nos meses de novembro e dezembro. Nos meses seguintes, o aumento da ferrugem foi constante
em todos os tratamentos. Nos dois anos, a maior incidéncia da ferrugem foi observada no
tratamento testemunha, com valores de incidéncia de 92 e 27% no més de maio do ano agricola
2019/20 e 2020/21, respectivamente (Figura 24).
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Figura 24: Curva de progresso da incidéncia da Ferrugem (Hemileia vastatrix) nas diferentes

datas de avaliagdes, em fungéo dos fungicidas aplicados nos dois anos de condugdo. UFLA,
2023.
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Fonte: Do autor (2023)

Houve interacdo significativa entre os experimentos repetidos no tempo para as
varidveis analisadas (p<0,05), portanto, houve alteracdo entre os anos agricolas para a
incidéncia da doenca (5A ANEXOS). Dessa forma, realizou-se avaliacdo com a separacao dos
dados dos dois anos de conducgdo do experimento.

Os menores valores de AACPD foram observados nos tratamentos fungicidas,
ciproconazol, azoxistrobina + ciproconazol e epoxiconazol com mais de 90% de controle da
ferrugem nos dois anos de conducdo (p<0,05). Ou seja, nessa area, o fungo Hemileia vastatrix
ainda foi sensivel a esses ativos. O tratamento triazol com flutriafol foi o Gnico entre eles, a
apresentar controle abaixo de 90% da ferrugem no primeiro ano de conducdo. J& os maiores
valores foram observados nos tratamentos testemunha, mancozebe e hidroxido de cobre. No
primeiro ano, 2019/20 os tratamentos com mancozebe e hidroxido de cobre diferiram
estatisticamente da testemunha, tendo 18% e 38% de eficiéncia no controle respectivamente,
sendo inferiores aos tratamentos com os triazdis e mistura de triazol com estrobilurina. Os
demais tratamentos, azoxistrobina + ciproconazol, ciproconazol, epoxiconazol e flutriafol ndo
diferiram entre si e tiveram eficiéncia acima de 85%. No segundo ano, 2020/21, a testemunha
obteve a maior AACPD e diferiu estatisticamente de todos os tratamentos. Os tratamentos
mancozebe e hidroxido de cobre ndo diferiram entre eles e tiveram eficiéncia de 47% e 35%,
respectivamente, os demais tratamentos, azoxistrobina + ciproconazol, ciproconazol,
epoxiconazol e flutriafol ndo diferiram entre si e tiveram mais de 75% de eficiéncia no controle
(Figura 25 e Tabela 9).
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Figura 25: Area abaixo da curva de progresso da ferrugem (AACPF) em funcao dos fungicidas
aplicados nos dois anos de conducéo. UFLA, 2023.
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Fonte: Do autor (2023).

Houve alteracdo significativa (p<0,05) entre os fungicidas nas diferentes datas de
avaliacdo. O inicio do aparecimento dos sinais da ferrugem foi identificado nas avaliaces do
més de janeiro. No primeiro ano, em todas as avaliacbes, a incidéncia da ferrugem na
testemunha e nos tratamentos com mancozebe e hidroxido de cobre foi superior aos demais
tratamentos. No segundo ano, os maiores valores de incidéncia nas diferentes datas das
avaliacdes, também, foram nos tratamentos testemunha, mancozebe e hidrox. de cobre. O fungo
Hemileia vastarix se mostrou sensivel aos ativos ciproconazol, epoxiconazol e flutriafol, estes,
juntamente com o fungicida de mistura, foram os mais eficientes no controle da ferrugem em
todas as avaliagGes (Anexo II).

No geral, a incidéncia da ferrugem no segundo ano de condugédo do experimento foi

inferior ao primeiro ano (Tabela 9).
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Tabela 9 - Incidéncia da ferrugem do cafeeiro nas diferentes datas de avaliacdo e area abaixo
da curva de progresso da ferrugem (AACPF) em funcdo dos diferentes fungicidas nos 2 anos.
UFLA 2023.

2019/2020
Tratamentos jan ((;:0 ) fev ((;:0 ) mar E (%) abr ((;:0 ) mai E (%) AACPF E (%)
Testemunha 37 b 315 b 505 ¢ 72,7 ¢ 926 b 65218 d -
Azox. + Cipro. 0 a 100 28 a 912 37 a 927 32 a 955 6 a 935 416,7 a 936
Epoxiconazol 05 a 875 23 a 926 37 a 927 93 a 873 6 a 935 579,4 a 91,1
Ciproconazol 05 a 875 42 a 868 14 a 972 14 a 981 32 a 965 3058 a 953
Flutriafol 09 a 75 09 a 971 74 a 853 167 a 771 6 a 935 8616 a 86,8
Mancozebe 37 b 0 134 b 574 435 ¢ 138 685 ¢ 57 819 b 115 5330,1 ¢ 183
Hidro. Cobre 65 b -75 12 b 618 231 b 541 472 b 35 778 b 16 4044 b 38

2020/2021
Tratamentos jan E fev E mar E (%) abr E mai E (%) AACPF E (%)

(%) (%) (%)

Testemunha 26 a - 43 ¢ - 8 b 17 ¢ - 272 ¢ 13294 ¢
Azox.+Cipro. 12 a 545 0,7 a 833 0,7 a 912 21 a 875 36 a 87 1908 a 857
Epoxiconazol 0,7 a 727 07 a 833 14 a 824 45 a 736 8 a 704 328 a 753
Ciproconazol 0,7 a 727 04 a 91,7 02 a 971 43 a 75 73 a 73 2612 a 80,3
Flutriafol 0 a 100 04 a 917 02 a 971 43 a 75 5 a 817 2036 a 847
Mancozebe 05 a 818 21 b 50 33 a 588 92 b 458 175 b 357 696,2 b 47,6
Hidro. Cobre 26 a 0 28 b 333 52 b 353 109 b 361 159 b 417 8596 b 353

*Médias seguidas de mesma letra na coluna diferem entre si por meio do teste de Scott-Knott
(P<0,05).
Fonte: Do autor (2023)

4.3.1 Produtividade

Houve alteracdo na produtividade (p<0,05), ao serem aplicados de forma isolada por
dois anos consecutivos.

No ano de 2019/20, o maior valor em sacas por hectare foi observado no tratamento
azoxistrobina + ciproconazol, com produtividade de 50,8 sacas. J& para o ano de 2020/21, os
tratamentos com o fungicida em mistura (azoxistrobina + ciproconazol), ciproconazol e
epoxiconazol obtiveram maiores valores de produtividade com 36,3, 35,3 e 32,5 sacas,
respectivamente.

Nos dois anos, a menor produtividade foi observada na testemunha, como 31,8 sacas
no primeiro ano e 2 no segundo ano de conducdo do experimento. No ano de 2019/20,
ocasionalmente o de maior incidéncia da doenga, destaca-se em produtividade os fungicidas de

acao de contato ou multissitios, mancozebe e hidroxido de cobre, com producéo de 47,3 e 42,3
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sacas respectivamente (Figura 26).

Figura 26 - Produtividade da lavoura em funcdo dos produtos aplicados nos dois anos de
conducéo do experimento. UFLA, 2023.
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Fonte: Do autor (2023).

N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos aplicados no primeiro ano do
experimento. O maior valor de produtividade relativa foi obtido no tratamento azoxistrobina +
ciproconazol, com 37,5%. Destaque para o fungicida mancozebe com produtividade relativa de
32,8%, valor superior aos apresentados com os fungicidas triazois isolados flutriafol,
epoxiconazol e ciproconazol. Ja para o segundo ano, houve diferenca estatistica (p<0,05) entre
os tratamentos. Os tratamentos com fungicida de mistura (azoxistrobina + ciproconazol) e os
fungicidas isolados ciproconazol, epoxiconazol e flutriafol obtiveram maiores valores de
produtividade e diferiram dos demais tratamentos com produtividade relativa acima de 50%,
com destaque para a mistura azoxistrobina + ciproconazol com a unica produtividade relativa
a ultrapassar o valor de 60%. Os tratamentos com menores produtividades relativas em relagédo
a testemunha no segundo ano, foram o mancozebe e hidréxido de cobre com 33,3 e 29,4%
respectivamente. Se comparado os dois anos de condugcdo a produtividade reduziu
aproximadamente 94,5% na testemunha, 92,6% no tratamento com mancozebe, 86,8% no
tratamento com hidréxido de cobre (Tabela 11). Portanto, a menor sensibilidade do patdgeno a
estes fungicidas interferiu de forma significativa na produtividade, ao serem aplicados de forma

isolada por dois anos consecutivos (5B e 5C ANEXOS). Quanto aos demais tratamentos o
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fungicida flutriafol apresentou produtividade reduzida em 50,1%, enquanto os demais
tratamentos com triazois isolados e a mistura de azoxistrobina e ciproconazol, ndo apresentaram
reducdo de produtividade acima de 30%. Portanto, a menor sensibilidade do patdgeno a este
fungicida pode ter interferido, mesmo de forma nao significativa na produtividade, ao serem

aplicados de forma isolada por dois anos consecutivos (Tabela 10).

Tabela 10 - Média da produtividade de cafeeiro em sacas de 60 kg/ha® em funcdo dos
fungicidas aplicados nos dois anos agricolas. UFLA 2023.

Produtividade sacas de 60 Kg/ha

Tratamentos 2019/2020 PR (%)  2020/2021 PR (%) Biénio PR (%)
Testemunha 318 a 21 b 169 b
Azox. + Cipro. 50,8 a 375 36,3 a 94,2 43,6 a 61,1
Epoxiconazol 43,7 a 274 325 a 935 38,1 a 55,6
Ciproconazol 413 a 231 353 a 94,0 38,3 a 55,8
Flutriafol 453 a 29,8 22,6 a 90,6 339 a 50,1
Mancozebe 473 a 32,8 35 b 40,0 254 b 333
Hidroxido de Cobre 423 a 25,0 56 b 62,5 24,0 b 294

PR (%) — Produtividade relativa;
*Médias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si por meio do teste Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Do autor (2023)

5 DISCUSSAO

Os isolados de Hemileia vastatrix, de diferentes locais, apresentaram variacdes na
porcentagem de germinacdo. Esse fato pode ser devido a idade dos esporos, das condigdes
edafoclimaticas onde foram produzidos, das condi¢bes de nutricdo do cafeeiro e sua carga
pendente e da variabilidade entre e dentro desses isolados (GULART, 2009), além de outros
fatores. Devido a esse fato, os dados para estudar a variagdo desses isolados na sensibilidade a
diferentes doses de fungicidas consideraram o quanto germinaram em relacdo a testemunha de
cada isolado ou dose zero do principio ativo, para padronizar os resultados.

Foram avaliadas, in vitro, doses sempre inferiores ou proximas aquelas utilizadas no
campo, devido a diferente exposi¢do ou contato dos esporos nos dois ambientes. No campo, o
fungicida em mistura com &gua e ainda outros produtos no tanque de pulverizacdo pode nédo
atingir o alvo ou o local na folha onde devera entrar em contato com o patégeno, sendo, muitas

vezes inativado por reacGes quimicas, sofrendo perdas por evaporacao, dificuldade de atingir o
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local onde o fungo esta ou penetra, entre outros motivos (AZEVEDO, 2003). Ja in vitro, 0s
esporos ou micélio do fungo tem contato e é envolvido completamente por solugdo ou
suspensdo do produto. Embora os triazois tenham efeito na germinacéo de esporos (EHR &
KEMMIT, 2002), devido a sua rapida absorcdo e pouca exposicdo aos esporos e tubos
germinativos de fungos, o seu maior beneficio ou modo de a¢ao no controle é seu efeito curativo
e erradicante (MUELLER et al., 2013). Ou seja, precisam ser absorvidos através da cuticula e
translocar nos parénquimas em direcdo aos vasos do xilema. Porém, sua concentracdo até
chegar nos sitios de acdo, onde estdo localizados o micélio do patégeno tende a diminuir de
forma drastica, devido os motivos citados acima. Por exemplo, no trabalho desenvolvido por
Santos, demonstrou-se que a concentracdo maxima do fungicida epoxiconazol nos parénquimas
da folha da soja, ap6s 72 horas da sua pulverizagdo foi de 56%. Na ocasido foi aplicado sobre
a folha a dose de 25 g i.a./hectare, correspondente as doses por hectare utilizadas com os
fungicidas triazois neste experimento. Quanto a parte ndo absorvida ja se notou significancia
logo apds 24 horas de aplicado. Apés avaliado o fungicida aplicado, 24% ficou na parte externa
e 56% penetrou e translocou (SANTOS, 2016). Além do mais, nos estudos ‘in vitro’ para avaliar
a germinacdo, o contato dos esporos ou do tubo germinativo com o principio ativo é total em
100% da sua superficie durante todo o tempo do ensaio, algo dificil de ocorrer no campo. Sendo
assim, foi necessario primeiro determinar a dose resposta ‘in vitro’ para estudos de germinagéo
de Hemileia vastatrix, ou seja, a dose necessaria para detectar alteracdes entre os principios
ativos avaliados.

Essa dose se encontra entre 32 e 128 mg/kg para os fungicidas triazdis epoxiconazol,
ciproconazol e flutriafol. Menor em relacdo as doses recomendadas no campo, de 187,5 mg/kg
para os fungicidas epoxiconazol e ciproconazol a 625,0 mg/kg para o fungicida flutriafol,
devido aos motivos citados acima, ou seja, ocorrem perdas desde o preparo da calda até a
absorcdo através das membranas dos esporos, do micélio ou das estruturas reprodutivas dos
fungos.

Na literatura ndo ha registros de doses definidas para testes de sensibilidade com
esporos de Hemileia vastatrix. Entretanto, com os dados desse trabalho é possivel definir as
doses entre 32 e 128 mg/kg de ingrediente ativo como dose resposta para identificar e avaliar a
alteracdo entre triazOis ‘in vitro’ e também a existéncia da variacdo entre os niveis de
sensibilidade de isolados de Hemileia vastatrix, entre outras variaveis.

Apesar de os ativos avaliados serem eficientes para inibir a germinacdo dos esporos,

houve alteracdo na sensibilidade entre os isolados para as doses avaliadas, inclusive naquela
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sugerida como dose resposta. Dessa forma, houve alteracdo entre os fungicidas para a
germinacdo de esporos entre os isolados de Hemileia vastatrix avaliados. A existéncia da
alteracdo entre os niveis de sensibilidade dos isolados ficou mais clara ao se aplicar a dose de
128 mg/Kg. Nessa dose, dois dos isolados (FRN e LAV) apresentaram germinagdo zero ou
préxima de zero, contudo, ainda 6 dos 8 isolados (BSS, CRC, ELM, SAA, VGALl e VGA2)
destacaram dos demais, variando de 2 a 19,1% de germinagéo nos tratamentos com triazois.
Apesar da concentracéo presente no mesofilo foliar ser inferior a pulverizada e da dose sugerida
corresponder a 68,2 % da dose comercial, de 187,5 mg/Kg, do epoxiconazole e do
ciproconazole, ainda superior aquela encontrada, de 56% em folhas de soja, para o primeiro
ativo, citado por Santos (2016), ndo é possivel afirmar a presenca de resisténcia em razéo de a
dose de 128 mg/Kg ser inferior a registrada para controlar a ferrugem. Sao necessarios mais
estudos, inclusive moleculares. Certamente, esse € um indicativo da necessidade de realizar
esses trabalhos em futuro préximo.

Dessa forma, os isolados BSS e CRC foram os isolados com germinagdo expressiva
na maior dose testada para os trés triazois e devem ser considerados para estudos futuros sobre
resisténcia de H. vastatrix a fungicidas triazois no cafeeiro. Estes se encontram armazenados
no laboratorio de Fitopatologia da UFLA. Os isolados CRC e BSS foram coletados em lavoura
onde, no ano de 2020, o controle da doenca ndo foi 100% eficaz, mesmo sendo aplicado
fungicida de acordo com recomendacdo agronémica.

Para os fungicidas de contato mancozebe e hidroxido de cobre, nota-se a atuagdo na
porcentagem de germinagdo, com concentracdo menor, ao se comparar com 0s triazois, nao
apresentando diferencas entre os isolados a partir da dose de 128mg/Kg. Embora na sua
recomendacéo de campo a quantidade reforca a necessidade de se utilizar a campo, em rotacéo
ou adicionado a outros fungicidas de modo de acdo sistémica, este grupo de fungicidas no
manejo da resisténcia de doencas, se faz necessario devido sua acdo multissitio (FRAC, 2021).
No caso desses grupos de fungicidas, a dose de uso no ensaio “in vitro” é sempre menor
comparado a dose de campo. Devido ao fato de ndo serem sistémicos e necessitarem de ampla
cobertura foliar ao serem utilizados no campo. No caso do cafeeiro para controle de H. vastatrix,
a aplicacdo deve ocorrer tanto na superficie adaxial quanto abaxial da folha, devido a esse fungo
penetrar por estdmatos.

No campo a dose utilizada dos fungicidas protetores ou multissitios € muito maior ao
se comparar com a dos sistémicos, com excecdo do flutriafol, pois a aplicacdo deve cobrir

determinada &rea foliar e 0 esporo entrar em contato com a superficie tratada, o que vai acarretar
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contato menor com o fungicida. Isso explica o fato de os tratamentos com hidroxido de cobre e
mancozebe terem se sobressaido em relacdo aos triazois. No campo, diversos fatores podem
interferir na qualidade de aplicacdo dos fungicidas de contato, de acordo com Azevedo (2003),
promovendo a queda da eficiéncia de controle das doencas, tais como, a tecnologia de aplicacao
(densidade, diametro e uniformidade de distribuicdo de gotas), as condi¢bes do ambiente no
momento da aplicacdo, o estadio fenoldgico da cultura e o nivel populacional do patégeno.
Além do caminho percorrido da calda com o fungicida até chegar na planta, depois da saida do
bico do pulverizador, podendo sofrer alteracdes ou perdas e interferir na qualidade e eficacia
do fungicida aplicado. No teste “in vitro”, a exposi¢do do esporo do fungo ao tratamento €
facilitada, ou seja, o esporo fica totalmente coberto ao ser aplicado o fungicida.

Nos dados da Ec50, foi observada a alteragéo (p<<0,001) na sensibilidade dos isolados,
para todos os triazois testados e a variacdo de dose resposta entre os isolados. A reducéo
expressiva na sensibilidade do patdgeno H. vastatrix ao fungicida ciproconazol foi observada
em relacdo aos isolados LAV, ELM, SAA e BSS, com valores de Ec50 de 1,181, 2,739, 4,433
e 6,295mg/Kg, ao epoxiconazol em relacdo aos isolados ELM, SAA, BSS, FRN e VGA2, com
3,050, 3,892, 5,380, 8,941 e 9,824mg/Kg e ao flutriafol para os isolados LAV, ELM, SAA e
BSS, de 1,430, 3,150, 4,866 e 6,618mg/Kg, respectivamente (Tabelas 7 e Figura 7). Em
experimentos realizados anteriormente por Braganca (2010) com populacGes de Hemileia
vastatrix de Minas Gerais e Espirito Santo, a concentracao inibitéria, Ec50, para outro triazol,
o0 tebuconazol, na germinacdo de esporos foi entre 0,01 e 5,11 mg/Kg, ou seja, inferior as
encontradas no presente trabalho para os triazois avaliados isoladamente. Com o nivel de
reducdo da sensibilidade desses isolados observados nesse trabalho, mesmo nao podendo
afirmar a resisténcia do patégeno aos principios ativos dos triazéis testados, o trabalho com
investigacdo molecular se faz necessario para se obter melhor concluséo da realidade, pois 0s
valores de Ec50 obtidos ja foram superiores a 20mg/Kg (BAMPI et al, 2013).

De acordo com Sharvelle (1961), a Ec50 corresponde a dose letal capaz de inibir 50%
dos esporos viaveis do fungo e é usado para descrever a poténcia do fungicida. Para Hassal
(1990), a Ec50 é o indice mais sensivel de toxicidade sendo usualmente adotada como padréo
de comparacdo da toxicidade da substancia. Bampi et al. (2013) sugerem, para Phakopsora
pachyrhizi, as substancias com Ec50<0,1mg/Kg consideradas como altamente fungitoxicas;
com Ec50 entre 0,1 e 20 mg/Kg, fungitdxicas; Ec50 entre 21 e 100 mg/Kg, moderadamente
fungitoxica e Ec50> 100 mg/Kg, substancia nédo toxica.

Com relacéo aos critérios de Bampi et al (2013) citados acima, 0s 8 isolados testados
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nesse trabalho s&o classificados como altamente sensiveis ou sensiveis.

Contudo, os valores de Ec50 do fungicida com ativo flutriafol encontrados para os
isolados VGA2 (53,080mg/Kg), FRN (41,365mg/Kg), VGA1l (34,060mg/Kg) e CRC
(20,491mg/Kg), do fungicida com ativo ciproconazol para CRC (48,923mg/Kg), FRN
(21,999mg/Kg) e VGAL (20,988mg/Kg) e do epoxiconazol para VGAL (33,260mg/Kg), se
destacaram por apresentarem valores superiores aos demais isolados, ou seja, ha a necessidade
de se utilizar doses maiores para inibir a germinacdo dos uredosporos destes isolados.

No experimento realizado em casa de vegetacdo, houve interacdo entre os isolados e
os fungicidas na analise ndo-paramétrica, para o fungicida hidroxido de cobre e os isolados
VGAle LAV.

No experimento em casa de vegetacdo com mudas, ou seja, em ambiente controlado e
sem mistura de tanque com outros produtos, foram pulverizados preventivamente os fungicidas
e inoculado H. vastatrix dois dias apds a aplicacdo dos fungicidas. Para maiores resultados em
casa de vegetacao, é interessante a execu¢do de outros experimentos com metodologia diferente
da utilizada no presente trabalho, como o0 aumento da concentragdo da suspensdo de 10° para
108 esporos/ml. Além disso, avaliar o efeito curativo, ou seja, pulverizar o fungicida apds a
inoculacdo, fatos corriqueiros no campo.

No experimento realizado a campo, os fungicidas foram aplicados por dois anos, no
qual houve alteracdo na intensidade da ferrugem entre esses periodos. No primeiro ano de
conducéo, a incidéncia na testemunha ultrapassou 90% e no segundo ano alcangou 30%. O
cafeeiro (C. Arabica) apresenta bienalidade na producdo, ou seja, alternancia anual de altas e
baixas produtividades. Essa caracteristica € comumente atribuida a diminuicdo das reservas das
plantas, em anos de safra com altas produtividades, e isso vai ocasionar a baixa producéo no
ano seguinte (PEREIRA et al., 2011). Assim, Velasquez (2018) relata em cultivares de cafeeiros
Icatu, Catuai e Mundo Novo em Campos Altos variacdo experimental alto nos anos de
produtividade baixa e coeficiente baixo nos anos de produtividade alta (VELASQUEZ, 2018).
Resultados semelhantes foram encontrados por Cunha, Mendes e Chalfoun (2004). Esses
autores observaram incidéncia acima de 80% no primeiro ano e 30% no mesmo periodo de
avaliacdo do ano seguinte e atribuiram a menor incidéncia da ferrugem de um ano para outro,
a reducdo da producéo e as alteragcdes do clima. Se observado os valores referentes ao clima
nos dois anos, nota-se volume inferior de precipitacdo no més de fevereiro do ano de 2021 (200
mm) em relacdo ao ano de 2020 (450 mm) e as temperaturas no periodo de 2019/2020 (20 a 22
°C) foram mais constantes se comparadas ao periodo de 2020/2021 (18 a 22 °C). Portanto, o
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clima teve papel importante na influéncia da queda da incidéncia da doenca no segundo ano de
conducéo do experimento.

Nos dois anos de conducdo, os tratamentos com hidroxido de cobre e mancozebe
tiveram os maiores valores de incidéncia, proximos aos encontrados na testemunha. Diferente
do acorrido no experimento “in vitro” onde 0os mesmos em baixas doses tiveram controle da
germinacdo. Tal fato j& foi explicado quanto ao modo de aplicagdo e a cobertura com 0s
fungicidas aplicados serem diferentes sobre o patégeno, nas duas condigdes, “in vitro” e a
campo. No experimento desenvolvido por Vilela (2020), o fungicida hidroxido de cobre
isolado, também proporcionou reducao no controle da ferrugem superior apenas a testemunha,
sendo inferior aos demais tratamentos, com reducdo de 17% da doenca. Vilela (2020) atribuiu
a baixa eficiéncia do hidréxido de cobre aos aspectos extrinsecos do produto, com agdo
exclusivamente protetora e por possivel lavagem dos ingredientes ativos, especialmente em
cenarios de chuvas frequentes, e a alta intensidade da doenca. Com isso, fica clara a importancia
do uso de fungicidas sistémicos, principalmente em épocas de alta probabilidade de chuvas,
porém com estratégias para reduzir a selecdo direcional de ragas ou isolados dentro dessas.

Todos os triazois foram eficientes no controle da ferrugem. Baseado nos valores
médios da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) os tratamentos ciproconazol,
epoxiconazol e a mistura de azoxistrobina com ciproconazol, tiveram eficiéncia acima dos 90%
no primeiro ano (2019/20). A menor eficiéncia entre os triazdis foi do flutriafol, proximo de
87%. No segundo ano (2020/21), os tratamentos com flutriafol, ciproconazol e a mistura de
azoxistrobina com ciproconazol, tiveram eficiéncia acima de 80%, e a menor eficiéncia foi do
epoxiconazol com 75%. Em trabalho desenvolvido (evitar também) por Vilela (2020), o
tratamento com ciproconazol puro proporcionou reducdo de 59% da incidéncia da ferrugem,
resultado semelhante aos obtidos no presente trabalho. Vilela (2020) testou também o uso de
ciproconazol combinado com estrobilurina, resultando em acréscimo de 17% na eficiéncia.

Com relagdo a produtividade, no primeiro ano de conducao do experimento ndo houve
diferenca entre os tratamentos. J& no segundo ano a diferencga na produtividade foi alta, tendo
reducdo da produtividade acima de 90% na testemunha, e isso explica a reducdo da incidéncia
da ferrugem no segundo ano de conducdo do experimento. A alta incidéncia da ferrugem
acentua o ciclo bienal do cafeeiro devido a reducdo da area fotossintética da planta e quanto
maior a producdo da lavoura maior a incidéncia da ferrugem (PATRICIO e OLIVEIRA, 2014,
POZZA et al., 2021). Todos os tratamentos com triazois foram eficientes com relacdo a

produtividade, com produtividades relativas acima de 90%. Esse resultado pode ser atribuido
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ao bom controle da incidéncia da ferrugem para todos os triazoéis testados.

De acordo com os dados de produtividade, a mistura de triazol com estrobilurina
(ciproconazol e azoxistrobina), ao ser considerada a produtividade média do biénio, apresentou
incremento de producao de 13% quando comparado aos tratamentos dos triazois isolados com
ciproconazol e epoxiconazol e, 22% quando comparado ao tratamento do triazol isolado
flutriafol. 1sso demonstra a necessidade de, assim como 0s protetores, estarem associados a
outro principio ativo, a fim de alcangar resultados satisfatorios. Resultados de produtividade
sdo importantes, pois, tem consequéncia direta nos aspectos econémicos da cultura, e até tornar
inviavel a atividade. Sabendo disso, os fungicidas com mistura de ativos sdo opcao relevante
para 0 manejo da doenga, inclusive com os protetores multissitios. Fungicidas com misturas de
diferentes principios ativos garantem eficiéncia no controle da ferrugem com consequente
maior produtividade, como observado nos experimentos deste trabalho e por Vilela (2020),
além de reduzirem o risco de ocorrer selecdo de individuos resistentes.

Apesar dos fungicidas ainda demonstrarem controle da ferrugem do cafeeiro, a
presenca de individuos com menor sensibilidade aos principios ativos em uso, ndo pode ser
descartada. Ao considerar os resultados dos testes de germinacao, com a existéncia de alteracdo
na sensibilidade dos isolados, fica a necessidade de se realizar mais testes, como 0s moleculares,
para elucidar a hipdtese da possivel existéncia da resisténcia de Hemileia vastatrix a triazois. A
ideia da reducdo da sensibilidade aos triazois por Hemileia vastatrix é reforcada com os
trabalhos desenvolvidos por Schmitz et al. (2014); KLOSOWSKI et al., (2016) e SIMOES et
al. (2017), tem que padronizar as citacdes. Esses autores relataram a resisténcia de Phakopsora
pachyrhizi a estrobilurinas, patdgeno causador da ferrugem da soja. De acordo com GISI et al.
(2000), a resisténcia a Qol esta principalmente relacionada a muta¢es no gene do citocromo b
(CYTB). O trabalho desenvolvido (evitar) por KLOSOWSKI et al. (2016) mostra a existéncia
da mutacdo F129L associada a resisténcia a Qol para o fungo Phakopsora pachyrhizi.

Quanto as caracteristicas populacionais, a alta variabilidade genética nas populacoes
de H. vastatrix é considerado fator de interferéncia na resisténcia a triazois e estrobilurinas
(NUNES et al., 2009). Do ponto de vista genético-evolutivo, fatores como o tamanho da
populagéo, recombinacdo, migragdo e selecdo direcional por uso inadequado de fungicidas
podem aumentar o risco de surgir individuos resistentes (GISI et al., 2002). O patégeno tem
alta taxa de multiplicacéo e grande quantidade de esporos é produzida durante o ciclo da doenca,
isso contribui para aumentar as chances de gerar individuos resistentes.

E essencial para os fungicidas considerados potencialmente vulneraveis, em termos de
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pressdo de selecdo e resisténcia, o constante trabalho de monitoramento da sensibilidade dos
patdgenos alvos, haja visto a questdo das resisténcias ja citadas, ocorridas na cultura da soja,
envolvendo os mesmos produtos avaliados nesse trabalho. Sendo assim, esse trabalho podera

também contribuir para acdes e decisdes técnicas mais assertivas no futuro.

6 CONCLUSOES

Ocorre variacao na sensibilidade a triazdis entre os isolados, inclusive com diferenca
para o EC50, entre isolados e entre os principios ativos avaliados.

A dose entre 32 e 128 mg/Kg pode ser usada como dose resposta para testes de
sensibilidade de Hemileia vastatrix & triazois e para os fungicidas multissitios, de 2mg/Kg para

0 mancozebe e 8mg/Kg para o hidroxido de cobre.
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ANEXOS

Tabela 1A - Quantidades das solugdes estoque e suspenséao de esporos pipetadas nos pocos das placas. UFLA,
2023.

Fungicida [Concentragdo| Estoque Esporos o Solucéo Estoque
Fungicida
0,125 1,2 298,8 1 2
0,5 4,8 295,2 Flutriafol 0,25 ml/l 2ml/l
2 2,4 297,6 Epoxiconazol | 0,25ml/I 2ml/l
Flutriafol 8 9,6 290.4 Ciproconazol | 0,5ml/l 2ml/l
32 38,4 261,6 Mancozebe 0,1¢/ 1g/l
128 1536 | 1464 Hidroxido 0,25ml/l 1miil
Cobre
0,125 1,2 298,8
0,5 0,6 299,4
. 2 2,4 297,6
Epoxiconazol
8 9,6 290,4
32 38,4 261,6
128 153,6 146,4
0,125 0,75 299,25
0,5 3 297
) 2 12 288
Ciproconazol
8 48 252
32 192 108
128 192 108
0,125 0,5 299,5
0,5 2 298
2 0,8 299,2
Mancozebe
8 32 296,8
32 12,8 287,2
128 51,2 248,8
0,125 0,43 299,57
0,5 1,71 298,29
Hidrox. 2 6,86 293,14
Cobre 8 27,43 | 272,57
32 109,71 190,29
128 73,14 226,86




Tabela 2A - Quadro da Anéalise de Variancia para o fatorial triplo (in vitro):

Fonte de variacéo I(_Sraus de Soma de Quadrado £ o10jjado p-value
iberdade Quadrado Médio

Isolados 7 53083 7583,2 306,5 2,210 165
Fungicidas 4 30862 7715,5 3119 2,210 6%
Doses 6 144899 24149,9 976,2 2,2x10- 6%
Isolados x fungicidas 28 18003 643,0 25,9 2,2X10 6%
Isolados x doses 42 23840 567,6 229 2,2X1016%*=
Fungicidas x doses 24 18735 780,6 31,5 2,2x10-16%**
Isolados x fungicidas x doses 168 18507 110,2 4,4 2,2X10- 6%
Residuo ou erro 560 13853 24,7

Total 839 321782

Signif. codes: 0 "***'

Tabela 3A Resumo da andlise de variancia do experimento in vitro com isolado BSS. UFLA, 2022.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 4 2307.942857 576.985714 65.181 0.0000
DOSES 6 29518.628571 4919.771429 555.774 0.0000
FUNGICIDAS*DOSES 24 3167.657143 131.985714 14.910 0.0000
erro 68 601.942857 8.852101

Cv (%) = 11.05

Tabela 3B: Resumo da andlise de variancia do experimento in vitro com isolado CRC. UFLA, 2022,

Fv GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 4 10836.857143 2709.214286 153.347 0.0000
DOSES 6 20882.228571 3480.371429 196.996 0.0000
FUNGICIDAS*DOSES 24 7860.342857 327.514286 18.538 0.0000
erro 68 1201.371429 17.667227

Cv (%) = 15.17

Tabela 3C: Resumo da analise de variancia do experimento in vitro com isolado ELM. UFLA, 2022.

Fv GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 4 51.523810 12.880952 3.986 0.0058
DOSES 6 4245.447619 707.574603 218.970 0.0000
FUNGICIDAS*DOSES 24 347.409524 14.475397 4.480 0.0000
erro 68 219.733333 3.231373

Cv (%) = 22.74

Tabela 3D: Resumo da analise de variancia do experimento in vitro com isolado FRN. UFLA, 2022,

1Y% GL SO oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 4 18927.771429 4731.942857 55.788 0.0000
DOSES 6 42593.828571 7098.971429 83.694 0.0000
FUNGICIDAS*DOSES 24 12253.028571 510.542857 6.019 0.0000
erro 68 5767.771429 84.820168

Cv (%) = 26.23
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Tabela 3E: Resumo da analise de variancia do experimento in vitro com isolado LAV. UFLA, 2022.

1Y GL SQ oM Fc Pr>Fc

FUNGICIDAS 4 6038.228571 1509.557143 130.078 0.0000

DOSES 6 26286.000000 4381.000000 377.508 0.0000
FUNGICIDAS*DOSES 24 4538.571429 189.107143 16.295 0.0000
erro 68 789.142857 11.605042

Cv (%) = 23.02

Tabela 3F: Resumo da analise de variancia do experimento in vitro com isolado VGAL. UFLA, 2022.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 4 4803.942857 1200.985714 89.885 0.0000
DOSES 6 8389.028571 1398.171429 104.643 0.0000
FUNGICIDAS*DOSES 24 3903.257143 162.635714 12.172 0.0000
erro 68 908.571429 13.361345

Cv (%) = 21.3

Tabela 3G: Resumo da anélise de variancia do experimento in vitro com isolado VGA2. UFLA, 2022.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

FUNGICIDAS 4 4765.200000 1191.300000 65.589 0.0000

DOSES 6 18359.828571 3059.971429 168.473 0.0000
FUNGICIDAS*DOSES 24 3231.600000 134.650000 7.413 0.0000
erro 68 1235.085714 18.163025

Cv (%) = 20.60

Tabela 3H: Resumo da andlise de variancia do experimento in vitro com isolado SAA. UFLA, 2022,

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 4 1133.657143 283.414286 26.003 0.0000
DOSES 6 18464.400000 3077.400000 282.352 0.0000
FUNGICIDAS*DOSES 24 1940.742857 80.864286 7.419 0.0000
erro 68 741.142857 10.899160

CvV (%) = 16.67

Tabela 31: Resumo da andlise de variancia do Ec50 do experimento in vitro. UFLA, 2022.

Fonte de variacgéo C_Eraus de  Soma de Qua(,JIr_ado F p-value
liberdade Quadrado Medio calculado

Isolados 7 5039.9 719.99 2028.3 2,2X10 165
Fungicidas 4 6762.4 1690.61 4762.6 2,2X10 165
Isolados x fungicidas 28 10599.8 378.57 1066.5 2,2x10716%*%*
Residuo ou erro 80 28.4 0.35
Total 119 22430.7
CV (%) = 5,93%

Tabela 4A: Resumo da analise de variancia do experimento em mudas de cafeeiro com fungicidas e
isolados. UFLA, 2022

Sun Sa Df F value Pr>Fc

Bloco 4363 3 2.67 0.0545717976377661299
ISOLADOS 22163 3 11.14 0.0000047616389246328
FUNGICIDAS 46135 5 34.92 0.0000000000000000125
ISOLADOS: FUNGICIDAS 33209 15 4.98 0.0000017715796297754

Tabela 5A: Resumo da andlise de variancia para a interacdo das variaveis fungicidas em relagéo ao ano
de conducéo do experimento em campo. UFLA, 2022,

1Y% GL SO oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 5 76219225.682081 15243845.136416 68.193 0.0000
ANO 1 52323835.702136 52323835.702136 234.069 0.0000
TRATAMENTO*ANO 5 37673007.193414 7534601.438683 33.706 0.0000
erro 24 5364956.804467 223539.866853

CVv (

o

) = 26.91
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Tabela 5B: Resumo da analise de variancia do experimento em campo no ano 2019/20. UFLA, 2022.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 5 110179148.122600 22035829.624520 52.184 0.0000
BLOCOS 2 974676.316133 487338.158067 1.154 0.3540
erro 10 4222726.906667 422272.690667

Cv (%) = 21.93

Tabela 5C: Resumo da andlise de variancia do experimento em campo no ano 2020/21. UFLA, 2022.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 6 4184947.666040 697491.277673 64.033 0.0000
BLOCOS 2 52719.870217 26359.935108 2.420 0.1309
erro 12 130712.961967 10892.746831

Cv (%) = 21.28
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