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RESUMO

A cercosporiose do cafeeiro € uma das doencasimpatantes dessa
cultura, entretanto, escassos sdo os trabalhog solseu agente etioldgico
(Cercospora coffeicolae o seu controle. Portanto, este trabalho fdizao
com os objetivos de desenvolver uma metodologia jsatamento do fungG.
coffeicolg verificar a existéncia de isolados do fungo comixd
sensibilidade/resisténcia aos principais fungicidaiizados em campos
comerciais, testar a eficiéncia de programas deepmh¢bes e verificar a
influéncia do antibiético casugamicina, amplamaritézado para o controle da
mancha-aureolada, sob@ coffeicolae a sua influéncia na sensibilidade de
fungicidas. Portanto, foi desenvolvida uma metog@loque permitiu o
isolamento de cerca de 70 isolados do patdgerizantdo uma nova técnica,
denominada técnica da pipeta. Os testes com osapnag de pulverizacdes
demonstraram ineficiéncia de um dos programas (dows aplicacdes de
azoxistrobina e ciproconazol, em dezembro e enrd@ee e a terceira aplicacédo
com ciproconazol, em abril). No teste vitro, o fungicida ciproconazol foi o
Unico ingrediente ativo a apresentar algum gratedisténcia para as variaveis
IC50, CIM e ICM. Por fim, foi possivel concluir que astigamicina tem
moderada ac¢do fungitoxica ao fun@o coffeicola embora sua utilizacdo para
este fim ndo seja regulamentada. Entretanto, si&agio em campos
comerciais deve ser evitada, visto que a exposi¢éla confere diminuicdo da
sensibilidade a fungicidas do grupo dos triazoig! ).

Palavras-chave: Triazéis. Estrobilurinas. Casugaaicontrole quimico.



ABSTRACT

The coffee gray leaf spot of the most importanedses of the crop, but
few published studies on the etiological ageer€ospora coffeicolaand its
control. Therefore the objectives of this study eves develop a methodology
for isolating the fungu£. coffeicola verify the existence of the isolates with
low sensitivity / resistance to the main fungicidegd in commercial fields, test
the efficiency of spray programs and the influenog the antibiotic
kasugamycin, widely used for control of bacterigglit on theC coffeicolaand
its effect on the sensitivity of fungicides. Thenef, a method that allowed the
isolation of 70 isolated from the pathogen was eitsped; the new technique is
called Pipette Technique. Tests with spraying mowr showed inefficiency of
the programs (with two applications of Azoxystrobémd Cyproconazole,
December and February, and the third applicatiah Wiyproconazole April)
and resultsih vitro’ Cyproconazole was the only active ingredient preseme
degree of resistance to the IC50 variables, CIM #oli. Finally it was
concluded that the Kasugamycin has moderate afttingitoxic the fungu<C.
coffeicolg although its use for this purpose is not regdlatéowever its use in
commercial fields should be avoided because exposuit confers reduced
sensitivity to fungicides of the group of Triazol&MI's).

Keywords: Triazoles. Strobilurins. Kasugamycin. @ieal Control.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O cafeeiro tem importéncia econdmica e histériga paBrasil, que é o
principal produtor e exportador de café do mundom@ em toda atividade
agricola, a cafeicultura tem como fator limitante pfoducdo a ocorréncia de
doencas responsaveis por perdas quantitativas Htatjuas. Dentre elas
destacam-se a cercosporiose, ou mancha-de-olho-padnancha-aureolada do
cafeeiro.

A cercosporiose € uma das principais doencas deeicaf causando
perdas estimadas em 30% da producdo. A doencadt@im agente etioldgico o
fungo Cercospora coffeicola Berkeley & Cooke. Esse patdgeno é
hemibiotréfico, considerado de dificil isolamentaudtivo em meio de cultura,
fator limitante em estudos basicos sobre patossisteenvolvendo esse fungo.
Nos ultimos anos, a mancha-aureola®seidomonas syringagv. garcag
ganhou destaque, sendo atribuidas a ela perda® d®%, em viveiros e em
campos estabelecidos.

Para essas duas doencas, o controle quimico temasidedida mais
usual entre os produtores. Atualmente, existem rfodybos registrados no
Ministério da Agricultura para controlar a cercaspse, 0s quais pertencem a
seis grupos quimicos diferentes. Entretanto, a maaioclui os inibidores da
demetilacdo (DMI [FRAC] cddigo G1 — médio risco desisténcia) e os
inibidores da quinona oxidase (Qol [FRAC] cédigo €3alto risco de
resisténcia), respectivamente conhecidos comoia®ois e as estrobilurinas,
seja em formulagdes Gnicas ou em mistura com aognediente ativo. Para a
mancha-aureolada, ha quatro produtos registradisstendo como ingrediente

ativo o hidréxido de cobre e um, a casugamicinanténsificacdo de relatos de



severas epidemias de mancha-aureolada tornou coasupslverizacdes com
casugamicina (FRAC, cédigo D3 — médio risco), Uracibidtico registrado
para pulverizagdes em viveiros.

Na busca por melhores niveis de controles e maigfie€ncias, sao
realizadas diversas aplicacbes desses defensivogsoOindiscriminado de
fungicidas de um mesmo grupo quimico pode favorassiecdo de organismos
resistentes, a poluicdo ambiental e a intoxicacAapticador, além de aumentar
os residuos de defensivos no produto final.

A resisténcia de organismos (fungos) a determinadefensivos
agricolas é um caréater estavel, herdavel, resdtaadreducdo da sensibilidade
do fungo ao fungicida, geralmente devido ao maudsanesmo, levando a
selecdo de organismos resistentes.

A resisténcia € um aspecto importante para o soicessiercial de
defensivos. Existem casos de produtos retiradesatoado que, devido ao mau
uso, resultou em relatos de resisténcia, fazengimaduto entrar em descrédito
frente ao agricultor.

Dessa forma, este estudo foi realizado com os sEguiobjetivos:
desenvolver técnica de isolamento para o fu@gocospora coffeicolgpara
estudosn vitro; apés obter os isolados por essa técnica, vardiadiciéncia de
diferentes programas de aplicagédo de defensiv@squatrolar a cercosporiose;
analisar a sensibilidade vitro do isolado deC. coffeicolaproveniente de
experimentoin vivo e evidenciar e verificar o efeito de aplicacbes de
casugamicina na sensibilidade @e coffeicola além de estudar a acdo da
casugamicina na alteracdo da sensibilidade do fanfymgicidas do grupo dos
DMis e dos Qols.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cafeeiro

O cafeeiro é uma planta originaria das regides altaEtiopia (Cafa e
Enaria), podendo ser a regido de Cafa responsé&lelgpigem do nome café
(GRANER; GODOY JUNIOR, 1967). No Brasil, foi initmaente cultivado em
areas com condi¢Bes edafoclimaticas favoraveis egerdolvimento e ao
crescimento da cultura, mas, com o surgimento ced#s de cultivos, passou a
ser cultivado em quase todas as regides (COELH#.,e2009; FARIA et al.,
2001; LIMA; CUSTODIO; GOMES, 2008).

O café destaca-se como uma das mais importantesasuhacionais,
sendo o pais o maior produtor e exportador mundidrea total ocupada pela
cafeicultura (espécies arabica e conilon) no paidiza 2.221.816,2 hectares.
Minas Gerais € 0 estado com a maior area planta@@4.208 mil hectares
(54,2%), seguido por Espirito Santo, com 486.588B hectares. A terceira
estimativa para a producdo da safra cafeeira (espécabica e conilon), em
2014, indica que o pais devera colher entre 45]lhBeas de sacas de 60 kg de
café beneficiado (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENO -
CONAB, 2014).

A ocorréncia de doencas é um dos principais fat@sgonsaveis por
perdas na cafeicultura, que vao desde a fase dieovsté a producdo final, pois
mais de 90% da area plantada no Brasil € de cid8vsuscetiveis as principais
doencas dessa cultura. Dentre as doencas do oafssédr a cercosporiose que,
devido a mudanca nas areas de cultivo e também iar rbasca por
produtividade com o uso de novas tecnologias, temagravado e gerado
significativas perdas (POZZA; CARVALHO; CHALFOUNQZ20).
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2.2 Cercospora coffeicola

O fungo hemibiotréficaCercospora coffeicoldBerkeley & Cooke é o
agente etioldgico da doenca conhecida como cerdospodo cafeeiro ou
mancha-do-olho-pard&la pode causar até 30% de reducdo na produtevidad
(SANTOS, 2006) sendouma das doengas mais antigas do cafeeiro, tanto na
América do Sul, quanto na América Cent@lprimeiro relato da doenca no pais
foi em 1887 (GODOYBERGAMIN FILHO; SALGADO, 1997).0s sintomas
nas folhas manifestam-se como manchas circulares) 0,5-1,5 cm de
didmetro, com o centro acinzentado, envolvidasymrhalo amarelado. Nos
frutos, os sintomas sdo manchas castanhas desifit@ZZA; CARVALHO,;
CHALFOUN, 2010), encontradas principalmente nagegamais expostas a
insolacao.

O fungo, considerado de dificil isolamento, prodwenidios hialinos,
multisseptados (quatro a setegm 504100 um de comprimento por 34m de
diametro, de extremidade afilada e a conidiogéries#o tipo holoblastica
integrada com cicatrizes (ELLIS, 1976). O fun@o coffeicolaé capaz de
produzir a toxina cercosporina, toxina nao selepeatencente ao grupo das
perylenequinonas, grupo que se caracteriza pekcickgule de absorver energia
luminosa, sendo esta requerida tanto para a prodyginto para a ativacdo da
toxina (EHRENSHAFT; UPCHURCH, 1991).
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2.3 Isolamento de fitopatdgenos

O isolamento de fungos a partir de materiais netw@ntaminados com
flora microbiana mista de bactérias e actinomicetogier o conhecimento de
diversos fatores. O isolamento de fitopatbgenognpoitante, pois dele é
possivel conhecer as estruturas fisicas do organisem como o modo como
eles se desenvolvem e o seu periodo de incubaéda,expressao de sintomas
no hospedeiro, podendo, por fim, obter-se um vastthecimento sobre o
patégeno e tomar medidas mais eficazes e ageisonbate, permitindo,
consequentemente, ganho econémico maior (ARAUZD, &002).

No caso dos fungos filamentosos, para 0 sucesseotimento ha a
necessidade de se evitar o crescimento rapidoaddgmdo de alguns fungos
saproéfitas. Diante desse problema, a desinfestagferficial deve ser feita
mediante a exposicdo do material vegetal a &lcoal hépoclorito de sédio
(ALFENAS et al., 2007).

O isolamento de fitopatdgenos pode ser feito de fhwranas. No método
direto sao utilizados os procedimentos de focalisagstruturas do patbgeno em
lupa, flambar o estilete, resfriar a ponta do et&itocando levemente no meio
de cultura, transferir estruturas visualizadas para placa com meio de cultura,
incubar até o aparecimento da colénia desejadgi@rea col6nia em tubos com
meio de cultura inclinado. No método indireto, priramente, é feita a
desinfestacdo superficial, quando o material édaweom agua e detergente e
enxugado com papel. Depois, com uma lamina flambratieam-se fragmentos
das margens da lesao e eles sao depositados egéicsalyuosa de alcool 70%.
Os fragmentos de tecidos séo transferidos para lacdso desinfestante,
mantendo-os imersos na solucdo por 1 minuto. Bssegimento é suficiente

para eliminar os contaminantes. Com a pinca flambagimovem-se os
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fragmentos da solucéo desinfestante, depositanémgslaca de Petri contendo
meio de cultura (DHINGRA; SINCLAIR, 1995).

Outro método é a utilizacdo de iscas, o qual &atib especificamente
para a deteccdo de patdgenos causadores de tontbardenmudas. Consiste
em inserir por¢cfes vegetais isentas do patdgeimosakre o solo possivelmente
infestado (ALFENAS et al., 2007), fazendo com qupatbgeno seja atraido
para isca e posteriormente isolado em meio derayipara futuras analises.

Embora diversos métodos de isolamento estejamittssoa literatura e
facam parte de atividades de rotina em laboratéiéofitopatologia, para alguns
patégenos o isolamento ainda € um passo que téficulestudo de certos
patossistemas. Um exemplo é o fuijaoffeicola.

Garcia Junior et al. (2003), para realizar inoditaglo patégeno em
mudas de cafeeiro em solu¢do nutritiva, relizaragplata e a extracdo dos
conidios diretamente de folhas infectadas vindasatigpo, devido a dificuldade
de isolamento e de obtencéo de in6culo em lab@va®oares (2003) descreve a
dificuldade de isolamento e de obtencdo de ind@ilando este como um dos
principais motivos da existéncia de poucos estudmdizados o fungcC.
coffeicola publicados ao longo dos anos, evidenciando a i@pca do
desenvolvimento de metodologias especificas patanento de determinados

patégenos.

2.4 Controle quimico

O controle quimico é a principal e, muitas vezesin@a medida de
controle utilizada para controle da cercosporiodtialmente, existem 77
produtos registrados no Ministério da Agriculturaarg controle de

cercosporiose, 0s quais pertencem a seis gruposiogsi diferentes que sdo
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fungicidas cupricos, estrobilurinas, benzimidazois,isoftalonitrila,
ditiocarbamatos e triazois (BRASIL, 2014).

O maior nimero de produtos é o grupo dos triazéis, em formulacao
Unica ou em mistura com outro ingrediente ativardlpeente estrobilurinas).
Este grupo de fungicidas apresenta sucesso coinpesia o controle desta
enfermidade. Em trabalho testando diferentes mizgéale fungicidas em sete
diferentes isolados deC. coffeicola Lombardi (2002) verificou que os
fungicidas propiconazole e tebuconazole, ambosrdpogdos triazéis, sdo os

mais eficientes na inibi¢&n vitro do crescimento micelial dos isolados.

2.5 Resisténcia de fungos a fungicidas

Os fungicidas s@o essenciais para a manutencdel \@delevada da
gualidade dos produtos agricolas. Ate 1970, quakestos fungicidas utilizados
para controlar patdgenos de plantas eram de nitiltisgle acdo, com efeito
protetor. Apesar do uso generalizado, a resisténesses compostos foi evento
raro. No entanto, com a introducdo dos fungicidams sitio-especifico, no final
dos anos 1970, fungos fitopatogénicos resistentdgngicidas tornaram-se
problema importante na protecdo das culturas (BRENY5).

A resisténcia a fungicidas é um carater estavetidvel, resultando na
reducdo da sensibilidade do fungo ao fungicida. 90 prolongado de uma
mesma substancia quimica para controlar doencas tesnltado no
desenvolvimento de resisténcia em muitos fungosopdiibgénicos
(GEORGOPOULOS, 1982).

A resisténcia pode ser resultante de muta¢gfes dénico gene ou de
multiplos genes. Isolados resistentes surgem & partuma taxa natural baixa
de mutacbes genéticas. Estes isolados sdo merntadasfegquando expostos a

fungicidas. Uma vez que o fungicida pode contraéicazmente isolados
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sensiveis, os isolados resistentes podem torndoggnantes nas populacdes
dos patdégenos. Desse modo, sob a pressdo de sdtecdo de fungicidas ao
longo do tempo, falhas no controle da doenca podsentualmente, ocorrer
(SCHNABEL; JONES, 2001).

Pode-se associar o0 risco de resisténcia de fumagicwbm a sua
sistematicidade. Os fungicidas protetores apreseataplo espectro de acao.
Por interferirem em diversos processos metabdlidtsis do fungo, esses
produtos apresentam baixo risco de resisténciaafimeno. Os fungicidas de
acdo sistémica apresentam maior especificidade. &sgiecificidade facilita a
ocorréncia de muta¢ces pontuais e, consequentenfi@veece o aparecimento
de isolados mutantes do patdgeno resistentes a esggcidas. Os fungicidas
de agéo translaminar, como as estrobilurinas, tantbén acéo especifica sobre
0 patégeno e apresentam alto risco de resistGREIBRIGUES et al., 2007).

Contudo, a falha de controle ndo depende exclusimtarda ocorréncia
de um mutante insensivel a determinada molécutajrgudepender da falha de
controle. A aptidao ecoldgica de isolados resisteat fungicida é fator crucial
para determinar a persisténcia do genétipo resisterma vez que eles sao
selecionados. Em muitos casos, isolados resist@oidsm ter menor aptidao
gue isolados sensiveis, portanto, sua dominancia populacdo fica
comprometida na auséncia da pressdo de selecdo uwhgicifia.
Alternativamente, isolados resistentes podem aptase caracteristicas
semelhantes as de isolados sensiveis e persigiiveamte longo periodo de
tempo, mesmo sem utilizacdo dos fungicidas (ZHON@&HMICHAILIDES,
2005).

A resisténcia a fungicidas pode ser conferida goios mecanismos
(MCGRATH, 2001), incluindo

a) alteracdo sitio alvo, reduz a ligacéo do fungieiddungo;

b) a sintese de enzima alternativa capaz de substiarizima alvo;
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c) a superproducdo do alvo do fungicida;

d) a ativacdo do efluxo celular reduzindo absor¢atudgicida.

Além disso, alguns mecanismos ainda ndo conhetéobém podem
ser responsaveis por resisténcia a fungicidas.

2.5.1 Monitoramento de sensibilidade

A mudancga de sensibilidade de um isolado é um evsighificativo
com implicacdes préticas e tem de ser monitorada. dds métodos mais
utilizados para a determinacdo de sensibilidadeume microrganismo é a
determinacdo da concentracéo inibitéria de 50%)Ciue pode ser calculada
segundo adaptacéo da metodologia descrita por BES@0).

De acordo com os critérios propostos por Edgingkirew e Barron
(1971), compostos quimicos comsg£menor que 1 ppm sdo considerados
altamente fungitoxicos; com &lentre 1 e 50 ppm, moderamente fungitoxicos e
com Cky maior que 50 ppm, ndo téxicos. Porém, em pesquésasites, esse
critério vem sendo questionado, pois a diferengaeeh e 50 ppm é muito
elevada para se enquadrar em categoria Unica. Betrgdi (2013) sugerem,
para Phakopsora pachyrhizi que substdncias com 3{0,1ppm sejam
consideradas altamente fungitoxicas; conry €mtre 0,1 e 20 ppm, fungitoxicas;
Clso entre 21 e 100 ppm, moderamente fungitdxicase>00 ppm, substancia
nao toxica.

Outra variavel a ser analisada é a determinacédioldade sensibilidade
“baseline”, feita pela verificacdo de {g£He uma populacdo do patégeno. A
determinacdo da “baseline” apresenta um passo memtal no processo de
monitoramento (MCKAYFORSTER; ADASKAVEG 2012).
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O processo de monitoramento da resisténcia podditdediante de
algumas situagdes. Séo elas: (l) durante o desemesito de nova molécula de
fungicida e sua introducdo no mercado, (ll) naiaeale falhas do produto e
rumores de casos de resisténcia, (Ill) no acompaeh de areas, para a
verificacdo do sucesso de estratégias de contrgl¥)ena determinacdo da
estabilidade da resisténcia (ao longo dos anopés aretirada do fungicida do
mercado) (HOBBELEN; PAVELEY; BOSCH, 2011).

Outro ponto importante a ser considerado duranteopitoramento é
que fungicidas pertencentes a0 mesmo grupo quirpmdem apresentar
resisténcia cruzada. Entre os benzimidazéis, oeoddrim e o tiofanato
metilico sdo os produtos utilizados para citroagsfveis de resisténcia cruzada.
Para as estrobilurinas, a resisténcia cruzada podeger para azoxistrobina,
trifloxistrobina e piraclostrobina, por exemplo. Aesisténcia multipla,
entretanto, refere-se a resisténcia a dois ou a fuagicidas com mecanismos
de acdo distintos, ou seja, diferentes fatorestigeséesultariam em resisténcia
a casugamicina e a triazois, por exemplo (ZAMBOLNMKLE; ZAMBOLIM,
2007). Essa informacéo define quais ingredienteesatlevem ser testados e
qual a influéncia deles no processo de mutacdo aowsatecdo de isolados

resistentes.

2.6 Influéncia da casugamicina

Grandes epidemias da mancha-aureolada do cafdegeudomonas
syringaepv. garcad tém sido relatadas, nos Gltimos anos, no Br&NFRE
POINT, 2014; PRO-CAFE, 2014). A intensificacdo dsdatos de severas
epidemias desta doenca, acrescida a reducdo deichmdcerca de 70%
(ZOCOLLI; TAKATSU; UESUGI, 2011), levou os produas a utilizarem

massivamente o controle quimico como forma de centlenca. Pulveriza¢des
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com casugamicina, Unico antibidtico registrado ma@ntrole no Brasil, com
registro exclusivo para viveiros (BRASIL, 2014)pgutos a base de cobre e
misturas com mancozeb séo frequentes e, muitas,vieitas de forma indevida.

Os efeitos destas aplicacbes indevidas da casuganmara o controle
da mancha-aureolada em campos de producéo, conreweoas Ultimas safras,
ainda ndo foram estudados. Avaliacdes sobre residoi@ntibidtico nos frutos
de café, o efeito da aplicacdo deste antibidtidwesa curva de progresso de
outros patégenos que atacam o cafeeiro e a infu@acaplicacdo indevida da
casugamicina em campos comerciais sobre a sedail@lide outros patdgenos a
fungicidas com eficiéncia ja comprovada permanesem respostas por falta de
estudos.

A casugamicina € um antibiético/fungicida sisténmecon propriedades
tanto protetoras quanto curativas, inicialmenteedeslvida como fungicida
para controlar brusonePyricularia oryzag. Por apresentar modo de acao
amplo, inibicdo da biossintese de proteinas, atrtkn seu principal uso tem
sido controle de bacterioses (PSALLIDAS et al.,®00

Devido ao seu uso intensivo, casos de resistéaaiasido relatados.
McGhee e Sundin (2011) determinaram que a exposig&owinia amylovora
a baixas concentracdes de casugamicina aumentgacode desenvolvimento
de resisténcia espontanea. Miura et al. (1976) waiito e Takahash{1975)
verificaram falhas no controle de brusone em ardescrevendo a ocorréncia
natural de isolados d@. oryzaeresistentes a casugamicina. Em estudos
envolvendo resisténcia dB. oryzaea casugamicina foram relatados que
apresentanram caracteristicas de resisténcia eruaadblasticidina S. e a
polyoxin D. Ito e Yamaguchi (1977) afirmam a exigi@& de forte probabilidade
de resisténcia mdltipla, por existirem multigenesodvidos na resisténcia a

casugamicina.
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2.7 Mecanismos moleculares de resisténcia

2.7.1 Inibidores da desmetilagdo (DMIs)

Os produtos do grupo dos DMis inibem precursores edterol,
componente da membrana de organismos eucariomesuEas palavras, este
grupo de defensivos atua inibindo a sintese dostrgm, componente da
membrana celular de importantes fungos fitopatagani

Os DMIs compreendem grande nimero de fungicidassmmaimente
bem sucedidos. Este sucesso comercial € embasadoaegficicia no controle
de epidemia, o que levou ao uso muitas vezes mdis@ado, resultando nos
primeiros relatos de resisténcia na década de T8lle entdo, varios casos de
resisténcia tém sido relatados e estudados (DELYHGRET; CORIO-
COSTET, 1997; KOLLER; WILCOX, 1999; MA et al., 2002 alguns
mecanismos de resisténcia foram elucidados.

Um dos principais mecanismos, e também o mais adtdefere-se ao
geneCYP51. Estudos com o fungdncinula necatoragente causal do oidio da
videira, evidenciaram isolados resistentes ao itmiadol, apresentando uma
mutacgao unica, conduzindo a substituicdo de femiah para tirosina (DELYE;
LAIGRET; CORIO-COSTET, 1997). Esta mesma mutacdocadon Y136F
deste gene foi encontrada em isolados resistenteirdm Erysiphe graminis
sp.hordei (DELYE; BOUSSET; CORIO-COSTET, 1998).

Albertini, Gredt e Leroux (2003), analisando seigde DNA do gene
CYP51de diferentes fungos, observaram que, na posigdaléste gene em
yallundae e em outros fungos filamentosos sensiveis a DMxrre a
codificacdo do aminoacido fenilalanina e no fungapesia acuformijs
naturalmente resistente aos triazdis, a posicaoctflica para leucina, o que

sugere que a mudanca neste cédon esta envolvidesigéncia natural a
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triazGis. Além disso, outras alteracbes em amimingci devido ao gene
CYP5lem diferentes patdgenoenicillium italicum (JOSEPH-HORNE;
HOLLOMON, 1997) eUstilago maydigBUTTERS; ZHOU; HOLLOMON,
2000), foram descritas como associadas com resiat@rbDMIs em laboratério.
Mecanismos para aumento da expressdo do devie51 foram
identificados em Venturia inaequalis Isolados resistentes, com elevada
expressao d€YP5] tinham insercéo de 553 pares de base localizadagigo
promotora (SCHNABEL; JONES, 2001). Esta expres$@eada doCYP51foi
responsavel pela resisténcia de alguns isoladdardm a fungicida do grupo
dos DMIs, entretanto, nem todos os isolados resesteencontrados no campo
tinham essa insercao, o que pressupde que a nesEasééDMIs deve estar ligada

a outros pontos de mutagéo.

2.7.2 Fungicidas inibidores QO (Qols)

Fungicidas conhecidos como Qols tém como precucsofungo
Strobilurus tenacellysdo qual foi identificada a primeira substancia dopg
das estrobilurinas. Metabdlitos deste fungo forawlados, identificados e
sintetizados e, atualmente, é o grupo de defengivas comercializado na
agricultura. Tais moléculas fazem parte do grups mhibidores de quinona
oxidase (Qol), cuja toxicidade advém da inibicdocddeia respiratoria, mais
precisamente no Complexo lll, impedindo a cadedgiimica de transferéncia
de elétrons no sitio da mitocéndria, interferind®d nespiracdo do patégeno
(BARTLETT et al., 2002).

Logo ap6s os Qols terem sido introduzidos no mercamn 1996,
isolados resistentes a Qols foram detectados enoriamtes patdgenos
(BARTLETT et al.,, 2002). Na maioria dos casos,esigténcia a Qol foi

conferida por um ponto mutacdo no ge€YTb) do citocromo b
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mitocondrial. Esta mutac¢@o conduz a alteracdo daaduido fenilalanina para
leucina no coédon 129F(29L), ou da glicina para alanina no codon 143
(G143A.

MutacBes genéticas ocorrem em grande quantidadesezes vivos,
entretanto, nem todas elas sdo herdaveis e confeseanteristicas evolutivas
vantajosas. Existem casos em que organismos afagsenutacao que confere
a eles resisténcia a determinado defensivo, enteetiml mutacdo também altera
outra caracteristica, por vezes desfavoravel dialateselecdo natural. Um
exemplo disso foi elucidado por Avila-Adame e KBl2003), que verificaram
duas mutacdes em isolado resistente a QdVldgnaporthe griseariado em
laboratorio, sendo a primeira eB143Ae a segunda no cod@il43S(glicina
para serina). Os autores, estudando estas mutagbssyvaram que elas
permaneceram estaveis durante quatro ciclos cansecuda doenca, nha
auséncia de azoxistrobina, um fungicida do grup @ol. O teste de algumas
variaveis para medir o efeito desta alteracdo genéévelou que o isolado
mutante emG143A ndo teve sua producdo de conidios afetada, emmeant
producao de conidios do muta&43Sfoi significativamente menor. Portanto,
0s mutantes ei3143Sdevem possuir baixa aptiddo em condi¢cdes de campo.

Diante disso, tem-se que o controle quimico é ocjpal método de
controle utilizado na agricultura e a resisténciaréproblema que esta presente
e que necessita de monitoramento e estudos pdab@acdo de métodos que

visem a sua prevencao e ao seu manejo.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Sendo o controle quimico o principal método de rabatutilizado e a
resisténcia um dos seus principais entraves, toswnmMecessarios o
monitoramento e os estudos para a elaboracdo dedosétjue visem a sua
prevencdo e ao seu manejo. Monitorar sensibilidedpopulacdes e eficiéncia
de moléculas fornece informagBes que auxiliam angeéncia de defensivos
agricolas e garante opcdes de controle para o fmodu
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RESUMO

A mancha-do-olho-pardo é uma doenca endémica r&il BPaucos sao
os trabalhos publicados sobre esta doenca, deuiifacadade de isolamento e
de producédo de indculo do fundggercospora coffeicolaDiante disso, este
trabalho visa divulgar a técnica de isolamento mleslgida e utilizada na
Universidade Federal de Lavras, denominada téclaigapeta, por meio da qual
mais de 100 isolados j& foram obtidos para estfudosos do agente etiolgico
dessa importante doenca.

Palavras-chaveCercospora coffeicoldsolamento, Técnica da Pipeta.

ABSTRACT

The stain brown eye is an endemic disease in Brahiére are few
published studies on this disease because of tiieutty of isolation and
production of the fungu€ercospora coffeicolaln view of this work aims to
disseminate this isolation technique developedieadi in UFLA called Pipette
Technique. Through this already over 100 isolatesewobtained for future
studies of the etiologic agent of this importarsedise.

Keywords:Cercospora coffeicoldsolation, Pipette Technique.
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A cercosporiose € uma das principais doencas @eicafe pode reduzir
tanto a produtividade (Pozza, 2010) quanto a qadédidla bebida do café (Lima,
2012), o que torna essencial a realizacdo de estgdbre sua etiologia,
epidemiologia e fisiologia, entre outros, paraémeentar o controle da doenca.
Dessa forma, torna-se necessario isolar o patégaraobter indculo viavel e
em quantidade suficiente para proceder a infec@gldntas destinadas a
pesquisas diversas. Porém, ¢é dificil tanto isolaantp obter inéculo de
Cercospora coffeicolaBerkeley & Cooke em quantidade suficiente para
proceder a inoculagdo, com os métodos descritdgematura. Esse é um dos
principais motivos da existéncia de poucos estudeaizados, visando
esclarecer aspectos da ecologia, da epidemiologe fesiologia desta doenca
com o fungdC. coffeicolaao longo dos anos (Soares, 2003).

Diante disso, este trabalho foi realizado com etbla) de divulgar nova
técnica de isolamento para o fur@ocoffeicola.

A metodologia consiste na coleta das folhas comtosias
caracteristicos da doenca. Posteriormente, eldss@tas ao laboratorio, onde é
realizada a desinfestacdo superficial com solugdalebol 50% (alcool 95°GL
+ agua destilada) por borrifamento nas faces alsagiadaxiais das folhas. As
mesmas sado colocadas para secar em condicdo aenbéemtiocal limpo e
arejado, sobre papel de filtro esterilizado.

Depois de secas, as folhas sao incubadas em camafa, ou seja, em
sacos plasticos transparentes, com um pedaco dddalgimedecido com agua
destilada. O saco plastico é lacrado e deixado caal limpo, a temperatura
ambiente (média de 23 °C) e com iluminacao cores{arts Iampadas fluorescentes
de 40 watts cada, a 3,7 m da bancada), por undpeat@®48 horas (Custodio 2010).

Retiradas da camara Umida, as folhas com sintomashdser levadas a
um estereomicroscopio binocular, no qual é reaizadbservacdo das lesdes.

Selecionam-se as lesBes com estruturas de repmdigjéieis, conidioforos e
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conidios (Fig 1 — A). Com o auxilio de uma pipetElpcam-se de 28 30 pL de
agua destilada esterilizada sobre a leséo (Fi@), e modo que a gota d’agua
cubra as estruturas de reproducédo do fungo. Ecdéim,auxilio de estilete ou de
agulha, realiza-se leve raspagem na superficiarfoim a agua, para retirar as
estruturas da lesao e deixa-las dispersas na Biguh £ C).

Logo apos, retira-se a agua da superficie da les@oauxilio da pipeta
(Fig 1 — D) e deposita-se a solugédo em placa dé Reste caso, empregou-se 0
meio malte (20 g de malte, 20 g de agar e 1 L da)ag

A placa com a suspenséo é levada a capela de #8oxgue a mesma é
espalhada sobre toda superficie da placa, com dicade uma alga de
Drigalski. As placas sdo incubadas em BOD com fatoplo de 12 horas e
temperatura de 25 °C, por 72 horas, sendo poddemificar as colbnias de.

coffeicolae repica-las, a fim da obter cultura pura.

Figure 1 A) Observacao das estruturas de reprodig@o coffeicolanas lesdes.
B) Deposicao da gota de &gua sobre a leséo corficadaipipeta. C)
Obtencao da solugcdo com as estruturas de repradDi@etirada da
solucéo da superficie foliar
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Esta metodologia foi denominada técnica da pip€em ela, foi
possivel obter mais de 100 isolados puros e vid@lais coffeicolade diferentes
regies de Minas Gerais e de outros estados, cah@BEspirito Santo e Séo
Paulo, no Laboratério de Epidemiologia da UniveadielFederal de Lavras.
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Resisténcian vivo ein vitro de Cercospora coffeicola
Leandro Alvarenga Santos, Paulo Estevao de SodsanEAmpélio Pozza,

Gabriel Avelar Dornelas e Paulo Victor Augusto Aedw de Paula.

Resumo:A cafeicultura brasileira tem papel de destaquenoado. O pais é o
maior produtor mundial e o segundo mercado consunde café. Dentre as
doencas que afetam a cultura tem-se a cercospdfi@seospora coffeicola
doencga controlada, predominantemente, por aplisadéefungicidas, DMI e
Qol. O trabalho foi realizado com os objetivos daliar diferentes programas
de aplicacao de fungicidas no controle da cercozmido cafeeiro e verificar a
sensibilidadein vitro da C. coffeicola aos diferentes ingredientes ativos
utilizados. No experimentn vivo foram aplicados diferentes fungicidas, em
formulagBes simples e em misturas dos grupos qo&riMI e Qol; em trés
aplicacBes foi avaliada a incidéncia da doencaseriea a curva de progresso e
calculada a AACPD. No experimeritovitro foi avaliada a sensibilidade @
coffeicolaaos ingredientes ativos utilizados no experimémiavo, por meio da
ICs0, da concentracao inibitéria minima (CIM) e da petagem de inibicdo do
crescimento micelial (ICM).O programa de pulverizagbes com fungicidas
compostos por azoxistrobina e ciproconazol naoefaiente, apresentando
AACPD (1.968,75) iguais ao da testemunha (2.148 Ag)curvas de progresso
da incidéncia da cercosporiose do cafeeiro denmamastr que 0 mesmo
tratamento apresentou valores de incidéncia supsram da testemunha a partir
de abril, demonstrando a ineficiéncia da ultimavgtitacdo com ciproconazol.
O ciproconazol foi o Unico ingrediente ativo a a&prgar algum grau de
resisténcia para as todas as variaveis analisadagperimentadn vitro.

Palavras-chave: Triazoéis, Estrobilurinas, Cafeeiro, Cerosporiosentmle
quimico.
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Abstract: The Brazilian coffee has a major role in the woifltle country is the
world's largest producer and second consumer makkedvng the diseases that
affect the culture has to Cercospora leaf spotd@grora coffeicola) controlled
disease predominantly of fungicide applications, IDdvid Qol. The objective
was to evaluate different fungicide application greoms in control of
Cercospora leaf spot of coffee and check tinevitro’ susceptibility of C.
coffeicola to different active ingredients used.tte in vivo experiment were
applied fungicides in simple formulations and thermical groups DMI and Qol
mixtures in three applications we evaluated theédence of the disease and
described the progress curve and calculated AUDRGritro’ experiment was
to evaluate the sensitivity of C. coffeicola theiae ingredients used in the in
vivo experiment, using the IC50 Minimum InhibitoGoncentration (MIC) and
the percentage of mycelium growth inhibition (MGIhhe fungicide spray
program consisting of Azoxystrobin and Cyproconaashs not efficient, with
AUDPC (1968.75) equal to the control (2148.44). Hnegress curves of the
coffee incidence of Cercospora leaf spot showetthgatreatment had a higher
incidence of control values as of April, demonstigithe ineffectiveness of the
last spraying Cyproconazole. The Cyproconazole thvaonly active ingredient
to provide some degree of resistance to all vaz@abi vitro’ experiment.

Keywords: Triazoles, Strobilurins, Coffe®rown Eye Spot of CoffgeChemical
control.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de caeoffea arabical.) e o
segundo maior mercado consumidor. Uma das maisrasedmencas dessa
cultura é a cercosporios€drcospora coffeicol@erk. & Cooke).Os sintomas
nas folhas manifestam-se como manchas circulares)y 0,5-1,5 cm de
didmetro, com o centro acinzentado, envolvidasymrhalo amarelado. Nos
frutos, encontram-se manchas castanhas deprinodatizadas, principalmente,
nas partes mais expostas a insolacao (Pozza 2010).

Atualmente, o principal método de controle destanga é o controle
guimico, devido ao fato de a maioria da area @dévestar plantada com
cultivares suscetiveis. Apesar do grande numerprdeéutos registrados para
controle da cercosporiose no cafeeiro (77 proddad® haver uma quantidade
consideravel de produtos multissitios de agdo,ntrale é feito com compostos
de acdo especifica. Dentre estes se destacambaoies da quinona oxidase
(Qols), entre eles a piraclostrobina, a trifloxdsina, a azoxystrobina e a
picoxtrobina e os inibidores da sintese de estébiis), como o epoxiconazol,
0 tebuconazol, o ciproconazol, o flutriafol, o dimenol, o difeconazol e o
propioconazol (AGROFIT, 2014).

A utilizacdo sucessiva de produtos com sitios@fipes de agéo € uma
das principais causas de selecé@o de organismetergss. Esse tipo de controle
€ considerado errado, do ponto de vista da subtbtéae das atuais estratégias
controle das doencas de plantas (Brent & Hollon2®®7). Existem diferentes
percepcBes do termo "resisténcia”, na literatueatifica. A categorizacdo da
resisténcia varia de acordo com a variavel anaisathn et al. (2014)
consideram que isolados que tém concentracdo dribitninima (CIM), em
teste in vitro, acima da dosagem utilizada em pulverizagdo empeam

comerciais, sdo considerados altamente resisteRigseiras et al. (2014)
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consideram altamente resistentes apenas isolad®stégu seu crescimento
micelial inibido a valores menores que 20% na desagle campo. Demais
autores evidenciam a necessidade da determinachasdéine de sensibilidade
para a determinacédo de resisténcia.

Isolados de espécies patogénicas do géan@opora com baixa
sensibilidade ou resistentes tém sido descritostiel@dos ao longo dos anos.
Bolton et al. (2012) estudaram a sensibilidade siéados deC. beticolaa
diferentes moléculas de DMI (tetraconazol, protbimzol e difeconazol). Ja
Bradley and Pedersen (2011) analisaram a senaiidide isolados de. zeae-
maydisa moléculas de Qol (azoxystrobina, piraclostrolgitiafloxistrobina).

Embora a resisténcia de patdégenos a defensivasusejassunto de
interesse global, escassos séo os trabalhos dealizeo Brasil, ao longo dos
anos. Relatos de produtores sobre a ineficiéncraaléculas de acao especifica
sdo observados de forma frequente. Diante do pgeesentexto, o trabalho foi
realizado com o objetivo de verificar a eficiénda diferentes programas de
pulverizacdo de defensivos para controle da ceccimse e analisar a
sensibilidadén vitro do isolado de&. coffeicolgproveniente deste local.
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2 MATERIAL E METODOS

Ensaioln vivo

O trabalho foi desenvolvido em um campo comercialado no
municipio de Lavras, MG, a latitude de 21° 14’ & 'longitude de 44° 57'10"0
e altitude de 968 m. A cultivar utilizada foi a Gat Vermelho IAC 144, com
espacamento de 3,5 m entre linhas e 0,80 m ergreagl (populacdo de 3.571
plantas hd). O delineamento experimental do ensaio foi entddoao acaso,
com cinco tratamentos e quatro repeticdes, totaliza 20 parcelas
experimentais, formadas por 10 plantas, sendotaglaintas centrais a parcela
util (Tabela 1). Os tratamentos foram compostos gpdicacdes de diferentes
fungicidas em diferentes épocas, seguindo calemddilizado com frequéncia
em campos de producdo comercial, com doses, nUraegpscas de aplicacao
recomendados pelas empresas.

Realizaram-se cinco avaliagbes mensais da incidéeicercosporiose
em 100 folhas por parcela, entre os meses de gaeainaio de 2013. Com 0s
valores obtidos da avaliacdo da incidéncia da sparoriose em folhas foram
plotadas as curvas de progresso da doenca paratreéaimento e os dados
previamente transformados em area abaixo da cenm@matyresso da incidéncia
da cercosporiose (AACPIC), proposta por Shaner &néy (1977). Foi
realizada andlise de varidncia para a incidéncidAlaPIC, seguida do teste de
agrupamento de médias Tukey, a 5% de probabilidade.

Sensibilidade deC. Coffeicolaaos ingredientes ativos

Por meio da metodologia descrita por Santos €2@l4) obteve-se um
isolado monosporico de folhas de cafeeiro coletadasparcelas da testemunha
do experimentoin vivo, que apresentavam sintomatologia caracteristica de

cercosporioseA identificacdo do isolado foi realizada com base @racteres
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morfolégicos e 0 mesmo encontra-se na cole¢cdo dborbtdrio de
Epidemiologia da Universidade Federal de Lavrad,AlF

Levantamento de sensibilidade fungicida foi reaizgor testes com
dois fungicidas do grupo dos Qols (azoxystrobinairaclostrobina) e trés
fungicidas DMlIs (ciproconazol, flutriafol e epoxitazol). A escolha dos
ingredientes ativos a serem testados no experinientitro foi realizada com
base na composicdo dos produtos comerciais utiiizad experimentm vivo.
Para a avaliacdo destes ingredientes ativos uéilizae fungicidas comerciais
com ingrediente ativo Unico.

A concentracao inibitéria a 50% @¢, a concentracao inibitéria minima
(CIM) e o percentual de inibicdo do crescimento etie¢ (ICM) foram
determinados por meio do crescimento micelial dtato deC. coffeicolaem
meio de cultura malte contendo diferentes concedisde azoxystrobina (250;
25; 2,5; 0,25; 0,025 ey ia/mL), piraclostrobinad(Qo0; 40; 4,0; 0,4; 0,04 eud
ia/mL), ciproconazol 187; 18,7; 1,87; 0,187; 0,0187 eu@ ia/mL), flutriafol
(250; 25; 2,5; 0,25; 0,025 e Wy ia/mL) e epoxiconazollbO; 15; 1,5; 0,15;
0,015 e Oug ia/mL). A fusdo dos fungicidas ao meio de caltunalte foi
realizada quando este ainda se encontrava em figgiela, a temperatura
préxima de 45 °C apds autoclavagem. Em seguidaistuna (meio malte +
fungicidas) foi vertida em placas de Petri (10 nidép). Apés a solidificacao do
meio, foi depositado no centro de cada placa de &t disco de 0,5 cm de
didmetro de meio de cultura com micélio do isoldd&. coffeicola.As placas
foram mantidas em incubacéo, a 25 °C e fotoperijpaiosete dias. A avaliacao
do didmetro da colbnia foi realizada sete dias apibansferéncia dos discos de
micélio para as placas com meio de cultura e oifiody O experimento foi
instalado utilizando-se delineamento em blocos alesudos, composto por

quatro blocos e foi realizado duas vezes.
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4 RESULTADOS

Incidéncia da cercosporiose em folhas do cafeeiro

Houve diferenca significativap€0,05 entre os tratamentos para a
AACPIC. Os tratamentos azoxystrobina e flutriafolepoxiconazol (953,12),
ciproconazol e flutriafol (1.289,06) e epoxiconaeobiraclostrobina (937,50)
foram estatisticamente superiores ao tratamento @smduas primeiras
aplicacbes de azoxystrobina e ciproconazol e tarcaplicacdo com
ciproconazol (1.968,75) e a testemunha (2.148Fhdla 1).

Tabela 1 Incidéncia em porcentagem (%) da cercmseIC. coffeicold, em
folhas, na cultura do cafeeiradCdffea arabica em funcdo dos
fungicidas aplicados. UFLA, Lavras, MG, 2013

Tratamento Epoca de aplicagéo AACPI®
Testemunha - 2148,44 b
Azoxystrobi.na e flutriafol + Dezembro, fevereiro e abril 953,12 a
epoxiconazol
Azoxystro.bina € ciproconazol + Dezembro, fevereiro e abril 1968,75 b
ciproconazol
Ciproconazol e trifloxistrobina Dezembro, feveredrabril 1289,06 a
Epoxiconazol e piraclostrobina Dezembro e fevereiro 937,50 a
Coeficiente de variagao (%) 20,19
Média 1459,37

IMédias seguidas de mesma letra ndo diferem entnascolunas, pelo teste de Tukey
(p<0,05); CV (%): coeficiente de variagdo. AACPDI: @&@baixo da curva de progresso
da incidéncia da cercosporiose

Durante todo o periodo de avaliagdo da cercospoeos folhas, foram
registrados indices entre 22,50% e 7% de incidgRajra 1).
Observou-se um declinio na incidéncia até o fimahes de fevereiro,

em todos os tratamentos, exceto no tratamento aaplic azoxystrobina e
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ciproconazol. Em marco ocorreu um aumento sigrificada incidéncia de
cercosporiose na testemunha. Os tratamentos mades na segunda
pulverizacdo realizada no dia (15/02) mantiveratera@éncia de reducéo até o
final do més de marco, demonstrando a eficiéncisetpunda aplicacdo dos
fungicidas.

No inicio do més de abril até o final do periodoadaliacédo, ndo se
observou aumento da doen€¥s demais tratamentos apresentaram aumento na
incidéncia. A terceira pulverizacdo, feita no meio més de abril (15/04),
reduziu o progresso da doenca em todos os trataspuolverizados, exceto no
tratamento quatro, no qual foi aplicado ciprocohazo

Curva de Progresso da cercosporiose
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Azoxistrobina e Flutriafol + Epoxiconazol
------ Azoxistrobina e Ciproconazol + Ciproconazol
= == Ciproconazol e Flutriafol

=« Epoxozonazol e Piraclostrobina

Figura 1 Curva de progresso da incidéncia da cpocimse C. coffeicolg, em
folhas, na cultura do cafeeir@dffea arabicy nas diferentes datas de

avaliacfes, em funcdo dos fungicidas aplicados.AJHlavras, MG,
2013.

(*) — Momento das aplicacdes
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Sensibilidadein vitro dos ingredientes ativos

O isolado deC. coffeicola obtido da area experimental analisada
apresentou variacdo na sensibilidade, quando expostdiferentes ingredientes
ativos (Figura 2). Nenhuma das variaveis analisagassentou evidéncias de
diferenca de sensibilidade em relacdo a grupos igoém As diferencas
encontradas foram em relacdo ao ingrediente atigme descarta a hipotese de
haver resisténcia cruzada.

Dos ingredientes ativos testados, apenas o cipasaobapresentou valor
de 1G, maior (323,51 ppm) do que a dosagem utilizada elvefizacbes em
campo comercial (187 ppm). Apenas a piraclostrobiitdu completamente o
crescimento micelial do isolado d&coffeicolana dosagem de campo (400
ppm), com valor de CIM de 374,74 ppm; os demaigeidigntes ativos
apresentaram valores de CIM superiores as dosageosmpo. De acordo com
a ICM, os ingredientes ativos epoxiconazol, pirsittibina e flutriafol inibiram
mais de 75% do crescimento micelial do isolado asagem de campo. Os
ingredientes azoxystrobina (53,10%) e ciprocon§26]79%) apresentaram 0s

menores valores de inibicdo do crescimento micelial



43

Sensibilidade a fungicidasin vitro'
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Figura 2 Sensibilidade dg. coffeicolaa diferentes ingredientes ativos utilizados

na cafeicultura. UFLA, Lavras, MG, 2013.
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5 DISCUSSAO

As condicfes climaticas do experimernitovivo foram ideais para a
ocorréncia da doenca, segundo Godoy et al. (180%),temperaturas variando
entre 10 e 25 °C, média de 21,6 °C e umidade valatiédia de 73,3%, com
pluviosidade total de 1.208,6 mm.

Na andlise da curva de progresso da cercosporisaimento da
incidéncia na testemunha a partir de 23/02 podexggicado devido as altas
temperaturas e a uma maior radiacdo na copa daaplammentando a
intensidade luminosa e, consequentemente, a proddgd cercosporina,
determinante de patogenicidade do fungo (Daub.e2@05). A estabilidade na
incidéncia da cercosporiose a partir do final decmaode ser explicada pela
desfolha causada pela doenca, pois as folhas cdommsis apresentaram alta
gueda, diluindo a doenca e mantendo, assim, aéincia da doencga constante
(Pozza et al., 2010). O decréscimo da incidénciatradamentos 2, 3 e 5, até o
final de marco (26/03), pode ser explicado pelai&icia dos fungicidas nas
duas primeiras aplicacdes (15/12 e 15/02) e pelogeresidual dos mesmos.

Fungicidas do grupo dos DMIs e Qols sdo amplamatilieados na
cafeicultura e com eficiéncia comprovada. Fernaredes. (2013) afirmam que
a mistura comercial dos fungicidas ciproconazol zexgstrobina, em duas
aplicacbes (janeiro e marco), controlou a cercasper do cafeeiro com
eficiéncia. De acordo com a andlise da AACPDI datreento 3, mesmo
fungicida comercial (azoxystrobina e ciproconazoigsmo fungicida utilizado
por Fernandes et al. (2013), demonstrou baixaéefitd, embora neste estudo
tenham sido utilizadas outras épocas de aplicagdo.

Na andlise da curva de progresso observa-se quatamento 4
apresenta valores de incidéncia maiores que ostiamanha, a partir da data da

terceira aplicacdo (15/04), aplicagéo esta feitaestie com ciproconazol neste
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tratamento. A ineficiéncia do tratamento 4 podeesgticada pela utilizacao do

ingrediente ativo ciproconazol em todas as aplies¢as duas primeiras
aplicagBes em mistura com azoxystrobina e na tareplicacdo em formulagao

isolada. Os resultados do experimeintovitro comprovaram desempenho dos
diferentes tratamentos utilizados no experimémtgvo, em que o ciproconazol

apresentou resisténcia para todos os parametriisdog

No experimentoin vitro, 0s ingredientes ativos azoxystroibina,
flutriafol, ciproconazol e epoxiconazol apresentar@lM acima da dosagem
utilizada no campo, portanto, segundo a classicate Yan et al. (2014), o
isolado deC. coffeicolaé altamente resistente a estes ingredientes afipasar
de ser um fungicida do grupo dos Qol, a piracldstea foi considerada eficaz.
Esta diferenca de sensibilidade a fungicidas Qblbgvia sido verificada por
Bradley and Pedersen (2011), ao demonstrarem glaslis de Czeae-maydis
tiveram inibicdo de germinacdo de conidios aprodemaente dez vezes maior
por piraclostrobin e trifloxystrobin, em comparag®on azoxistrobina.

De acordo com os dados de percentual de ICM, adsobpresentou
sensibilidade aos ingredientes ativos piraclosti@bie flutriafol. Aos
ingredientes ativos azoxystrobina e epoxiconazidotado apresentou baixa
resisténcia e moderada resisténcia ao ciproconasggindoa classificacdo de
Pigueiras et al. (2014). Apenas o ingrediente atiywoconazol apresentou
valores de Ig maiores do que a dosagem utilizada em campos ciaiserc
sendo considerado ineficiente (Dube et al., 2004esultado na analise desjC
demonstra que o isolado ndo tem seu desenvolvimesdetativo afetado
significativamente devido ao ciproconazol, ou sejarante a fase de
colonizacéo.

O fato de néo terem sido encontradas evidénciasgigténcia cruzada

neste trabalho corrobora resultados encontradoBplon et al. (2012) que
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encontraram variagao na presenca da resisténdadaentre as populacdes

beticolade Minnesota e Dakota do Norte, a fungicidas dp@dos triazéis.
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6 CONCLUSOES

Dos tratamentos testados no experimémtaitro, apenas o tratamento
4, com duas aplica¢gBes de azoxistrobina e cipraobridezembro e fevereiro) e
a terceira aplicacdo com ciproconazol (abril) ndioeficiente no controle da
cercosporiose, se igualando a testemunha.

A andlise da curva de progresso da incidéncia deospgoriose do
cafeeiro demonstrou que o tratamento com azoXis@ole ciproconazol
(dezembro e fevereiro) e a terceira aplicagdo capro@onazol (abril)
apresentou valores de incidéncia superiores aedieniunha, a partir de abril,
evidenciando a possivel ineficiéncia do produt@ gantrole da cercosporiose.

O ciproconazol foi o Unico ingrediente ativo aemantar algum grau de

resisténcia pel@. coffeicola para as variaveis kg CIM e ICM.
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RESUMO: Devido a intensifica¢é@o de relatos de severasapas de mancha-
aureolada em cafezais do Brasil e as perdas prdascpor esta doenca,
pulverizages com casugamicina, Unico antibidtegpstrado para o controle no
Brasil, tornaram-se frequentes e, muitas vezemsfeile forma indevida. Além
da mancha-aureolada, outra importante doenca goe as cafezais é a mancha-
do-olho-pardo Cercospora coffeicola O presente trabalho foi realizado com o
objetivo de estudar o potencial fungitoxico da gasuicina aC. coffeicola a
influéncia da exposicdo da mesma na alteracdo misibilade do fungo a
fungicidas do grupo dos DMI e Qol, além de sua agadoproducdo da
cercosporina. Foi possivel concluir que a casugamitem moderada acao
fungitoxica ao fungcC. coffeicolae que o antibi6tico causou a diminuicdo da
sintese da toxina cercosporina, fator de patogiadei importante em fungos do
género cercospora. Entretanto, sua utilizacdo empas comerciais nao é
recomendada, pois foi observardo que a exposigdesina confere diminuicao
da sensibilidade a fungicida do grupo dos TriagddI's).

Palavras-Chaves: Triazois, Estrobilurinas, Rest&éMultipla, Cafeeiro.

ABSTRACT: Due to the intensification of reports of sever&éemics Haloed
Spot in coffee plantations of Brazil and the lossagsed by this disease, spray
with Kasugamycin, single antibiotic registered fmntrol in Brazil, became
frequent and often done improperly Apart the coffeeo blight another
important disease that attacks the coffee plamtatis the brown eye stain
(Cercospora coffeicola The present study investigated the potential of
fungitoxic Kasugamycin C. coffeicola the influenoé the same exposure in
altering the sensitivity of fungi to fungicides gm of DMI and Qol, and its
action in the production of cercosporin. It wasadaded that the Kasugamycin
has moderate fungitoxic to the fungDscoffeicolaaction and that the antibiotic
caused the decreased synthesis of cercosporinpaitimgenicity factor in fungi
of the genus Cercospora. However its use in comaleffields is not
recommended since exposure to it confers decreaseditivity to group
fungicide Triazoles (DMI's).

Key Words: Triazoles, strobilurin, Multiple Resista, Coffee.
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1 Introducédo

O Brasil € o maior produtor mundial de café, resiemdo por 35% da
producio total. E, ainda, o maior exportador, (gpradamente 30% do total
das exportacbes) e 0 segundo maior mercado consurf@ONAB, 2012).
Portanto, a cafeicultura tem grande importancigoegondmica para o pais, mas
diversos fatores afetam a produtividade do cafedentre eles as doencas.

Nos ultimos anos, a mancha-aureola®seidomonas syringapv.
garcag ganhou destaque, sendo atribuidas a ela enoendssp Periodicamente
sdo publicadas noticias em referéncia e alertaddgrepidemia que tem sido
constatada no Brasil, como matérias em sites @écoéttira (Cafépoint, 2013) e
material de divulgacdo de agéncias do governo lbirasiProcafé, 2013). Tal
doenca ocorre tanto em mudas no viveiro, como ngpoaem plantas adultas
(Pozza et al., 2010). Devido a intensificacdo detos de severas epidemias de
mancha-aureolada em cafezais do Brasil e as pprdascadas por esta doenca,
a utilizacdo de defensivos tem sido a pratica nosaimum, devido a maior
eficiéncia de controle. Pulverizagcdes com casugamjiclnico antibiético
registrado para o controle no Brasil, produtos selde cobre e misturas com
mancozeb, sdo frequentes e, muitas vezes, feitasrda indevida.

A casugamicina € um antibiético/fungicida sisténmecon propriedades
tanto protetoras quanto curativas. Foi desenvolidano fungicida para
controlar brusoneRyricularia oryzae) no entanto, por ter modo de acdo amplo,
inibicdo da biossintese de proteinas, seu principaltem sido relatado para
controle de bacterioses (Psallidas, 2000). No émtamo Brasil, esta registrada
também para algumas doencas fungicas, como a perause da beterrabg,
beticola (AGROFIT, 2014). Devido ao seu uso intensivo, cadmsesisténcia
tém sido relatados. McGhee & Sundin (2011) detesraim que a exposicao de

Erwinia amylovoraa baixas concentra¢gfes de casugamicina aumenistoade
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desenvolvimento de resisténcia esponténea. Mi@z5(11976) verificou falhas
no controle de brusone em arroz, descrevendo natural isolados dke
oryzae resistentes a casugamicina. Em estudos envolvesgisténcia deP.
oryzaea casugamicina (Sakurai et al., 1975) ha relafpuéeisolados resistentes
a casugamicina de. orvzaemostraram resisténcia cruzada a blasticidinads. e
polyoxin D. Ito e Yamaguchi (1977) afirmam que &iforte probabilidade de
resisténcia multipla, por haver multigenes envalsidna resisténcia a
casugamicina.

Neste contexto, as aplicacbes de casugamicina t#lméncia no
controle de outros patégenos do cafeeiro, entre @l@ercospora coffeicola
agente etiologico da mancha-de-olho-pardo, umandés antigas e importantes
doencas do cafeeiro. Ela ocorre em folhas, causaatichas e intensa desfolha,
seca de ramos e amadurecimento precoce, quedatprareachochamento de
graos, afetando diretamente o produto comerciazgPet al., 2010).

A C. coffeicolatem como principal fator de patogenicidade a t@xin
cercosporina, toxina fotossensibilizadora, do grupguimico das
perylenequinonas. O papel da cercosporina na patogade é de tal relevancia
gue, sob sombreamento, ocorre reducdo do numedesdes em folhas de
cafeiro causadas p@. coffeicola(Daub, 2005). Atualmente, no controle desta
enfermidade, os fungicidas mais utilizados (38 ptosl registrados) sdo os que
tém como ingrediente ativo moléculas do grupo dadis (DMI) e das
estrobilurinas (Qol) (AGROFIT, 2014).

Sendo assim, o presente trabalho foi realizadodalgjgetivo de estudar o
potencial fungitoxico e a influéncia da exposicda cdasugamicina &C.
coffeicolae na sensibilidade do fungo a fungicidas do grup® M| e Qol,

respectivamente, além de sua acdo na producaoaisperina.
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2 Material e Métodos

Para o presente estudo, foram selecionados sédeldasode diferentes
regides do Brasil (Tabela 1). A escolha dos is@dddbrealizada levando-se em
consideracao a distribuicdo da producao de caféaf® Por exemplo, o estado
de Minas Gerais é responsavel por mais de 50%adhgéio de café do Brasil e,
sendo assim, mais da metade dos isolados testauogehiente deste estado.

Tabela 1 Identificacdo dos isolados@lecoffeicola

Cddigo do Isolado Localidade
LA 1 MG - Lavras
3P4 MG — Trés Pontas
PIU 2 MG — Piumhi
SFG 1 MG — Séo Francisco do Gléria
BAH 1 BA — Sao Desidério
ES 3 ES — Alegre
PR 2 PR - Londrina

2.1 Sensibilidade deC. Coffeicolaa casugamicina

Para avaliar a sensibilidade do fun@o coffeicolaa casugamicina,
empregaram-se 0s sete isolados selecionados (Tdhel® delineamento
experimental instalado foi o de blocos casualizadmsn trés repeticdes,
constituidos de uma placa de Petri, em esquemaalaia7, em que o primeiro
fator foi composto por sete isolados e o seguniw, faor 7 doses do antibiético
(0; 0,1; 1; 10; 30; 60 - dosagem recomendada pdvenzacdo em campo e 120
ppm).

A fuséo do anti6tico ao meio de cultura malte &zlizada quando este
ainda se encontrava em fase liquida, temperatusainpa de 45 °C apoés
autoclavagem. Em seguida, a mistura (meio maltastgamicina) foi vertida

em placas de Petri (10 mL/placa). Apos a solidiicado meio, foi depositado,
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no centro de cada placa de Petri, um disco der,8ecdidametro de micélio de
cada um dos isolados @r coffeicola.As placas foram mantidas em incubacéo,
a 25 °C e fotoperiodo, por 7 dias. O experimeritoefeetido.

A variavel analisada, ao final desse periodo, forascimento micelial.
A avaliacdo foi realizada medindo-se o diametrocdibnia em dois eixos
ortogonais e, posteriormente, calculando-se a méflia duas medidas
diametralmente opostas. Os dados foram submetidasdfise de variancia
(p<0,05) em esquema fatorial, verificando-se o tefedla interacdo e,
posteriormente, para as variaveis significativas, realizada a analise de
regressdo para a determinacdo da concentracamiizita 50% (IG,), de cada

isolado, de acordo co@hen et al ( 2013).

2.2 Alteracdo da sensibilidade a fungicidas (DMI Qol), ap6s a exposicdo a
casugamicina

Para verificar a alteracdo da sensibilidade ddadss, foram montados
dois experimentos, um para fungicidas do grupo Ddéls e outro para
fungicidas do grupo dos Qols. Ambos os experimefosm instalados em
blocos casualizados e esquema fatorial 3x2, senpionteiro fator diferentes
moléculas, no experimento de DMI (epoxiconazol 5 ppm, cyproconazol —
200 ppm e tebuconazol — 500 ppm) e no experimeatQal (picoxistrobina —
200 ppm, azoxystrobina — 250 ppm e piraclostrobirt00 ppm) e o0 segundo
fator a exposicdo a casugamicina ou a ausénciaedma Cada tratamento foi
composto de trés repeticdes, sendo cada repetigposta por uma placa de
Petri. A varidvel avaliada foi o crescimento dabo@ aos sete dias, conforme
descrito anteriormente. Os experimentos foram idpetuas vezes.

Para avaliar a sensibilidade sob auséncia da edwsi casugamicina,
os isolados foram postos em placas de Petri comtemhcentracdes dos
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fungicidas dos grupos dos DMIs (epoxiconazol — @&, cyproconazol — 200
ppm, tebuconazol — 500 ppm) e dos Qols (picoxigteob— 200 ppm,
azoxystrobina — 250 ppm e piraclostrobina — 400)pp®s doses recomendadas
para pulverizagcdo em campo.

Ao mesmo tempo, para avaliar a sensibilidade ap@&xpmsicdo a
casugamicina, os isolados foram postos para crestemeios contendo o
antibiético em concentragdo usada em campo (60.plpds 15 dias, quando as
colbnias atingiram o tamanho necessario, discosidélios de 0,5 cm foram
retirados da regido de crescimento ativo e colazado meio malte contendo os
fungicidas nas mesmas concentracdes, avaliandmsesete dias, o crescimento
da col6nia.

Os dados do tamanho das colénias dos isolados tegpssmente aos
fungicidas e os isolados expostos a casugamicin@osteriormente, aos
fungicidas, foram comparados, realizando-se unagdel entre o crescimento de
ambos (Equacao 1), seguida da analise de varigpe@a05) com avaliacdo da
interacdo. Quando verificado o efeito da interagéitre isolados expostos a
casugamicina e 0s nao expostos, realizou-se testeédias Scott-Knott (0,05).

. <ck X 100> (Equagio 1)
=\— quac¢ao
¢ XCf

Rc =Relacgéo de crescimento

XCy = Média do crescimento do isolado e meio contendgiéicta

Cyx= Crescimento do isolado em média contendo fungicidas a
exposicao a casugamicina

Para a apresentacao dos dados foi subtraido odalbdO, para facilitar
a interpretacéo dos resultados, sendo



57

- se Rc < 0, tem-se aumento da sensibilidade agididia ap6s a
exposicao a casugamicina;
- se Rc > 0, tem-se diminuicdo da sensibilidadduagicida apés a

exposicao a casugamicina.

2.3 Producéo de cercosporina

Para a analise de producdo de cercosporina, caltivae os isolados
monosporicos em meio malte com diferentes conagigsda casugamicina. O
delineamento experimental empregado foi o de blezssializados, com trés
repeticdes, constituida de uma placa de Petri,sgmeena fatorial 7x4, em que o
primeiro fator foi composto por sete isolados egusndo fator, por quatro doses
do antibidtico (0; 0,1; 1; 10).

Dosagens superiores do antibiético inibiram o ¢resito micelial da
colbnia, impedindo a obtencdo de discos de miegfioimero suficiente para a
andlise da toxina.

Os isolados monospoéricos cultivados nas diferectesentracdes da
casugamicina foram mantidos, por um periodo deid§ d temperatura de 25
°C e fotoperiodo de 12 horas. Ap6s 15 dias, arpdats bordas das colbnias,
extrairam-se trés discos de micélio (5 mm de diéopebs quais foram imersos
em 8 mL de KOH 5N, por 4 horas, no escuro, pargtragio da cercosporina
(Jenns et al., 1989).

A varidvel analisada foi o valor da absorbancia d@ogratos em
espectrofotbmetro. A concentracdo da toxina noaextifoi estimada por
coeficiente de extingdo molar de 23.300 para lestute A480 nm (Jenns et al.,
1989). Para determinar a producdo de cercospomnadisco, dividiu-se o

resultado por trés. Os dados foram submetidos lésarde variancia (p<0,05)
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em esquema fatorial. Verificando-se o efeito daratdo entre isolados e doses,

foi realizada a analise de regressao de cada @&solad

3 Resultado
3.1 Sensibilidade
3.1.1 Sensibilidade dos isolados @ coffeicolaa casugamicina

De acordo com a andlise de variancia, os dadosexgegam diferenca
significativa (p<0,05), ocorrendo interacéo sigrdfiva entre os fatores doses de
casugamicina e isolados. Na andlise de regresgéietaram-se modelos
guadraticos para todos os isolados, com valore3 eetre 0,77 e 0,92 (Fig 1).
Analisando-se as curvas € possivel constatar gios s isolados apresentaram
0 mesmo comportamento; com o aumento da dose dgatagina ocorreu a
diminuicdo do didmetro da coldnia d& coffeicola Entretanto, a inibicao
completa de&C. coffeicolando foi observada em nenhum dos isolados testados.
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3.1.2 Concentracao inibitoria - 1Gy

Os valores de 1&g dos isolados testados apresentaram uma variagdo de
aproximadamente 345%. Os valores dg (Eig 3) dos isolados pertencentes ao
estado de Minas e da Bahia (Lavras - 30,06; TrédaBo- 32,81; Piumhi -
30,72; Sdo Francisco da Gléria - 37,46 e Sado Dé&ssd- 35,99 ppm)
apresentaram valores abaixo dose utilizada em cé&&@ppm). Nos estados do
Espirito Santo (103,04 ppm) e Parana (63,80 ppmigsa inibitéria foi superior
a recomendada, demonstrado que existe uma vatadgliespacial em relacédo a

sensibilidade d€. coffeicolaa casugamicina.
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Figura 3 Valores do l§gde casugamicina dos isoladosGlecoffeicola UFLA,
Lavras, MG, 2013.

3.2 Resisténcia
3.2.1 Resisténcia a DMI

A andlise de variancia apresentou diferenca siiifia (p<0,05) entre
os tratamentos. Ocorrendo interacdo entre os fidagice os isolados. No
desdobramento da interacdo, o fungicida tebuconaz@bd apresentou
significancia, assim como os isolados de Piumio Parana (Tab. 3).

O resultado da Rc demonstra que, apés a expoicaetidiotico, todos
os isolados apresentaram diminui¢édo da sensibdidad fungicidas DMIs (Rc
>0). Em relag&o ao cyproconazol, o isolado da Bapiesentou maior perda de
sensibilidade (136,67%), precedido por isoladosLderas (96,08%) e Sao
Francisco da Gloria (96,97%). A menor perda deibifidade foi constatada no
isolado do Espirito Santo (29,17%).
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Para o epoxiconazol, a maior perda de sensibilideiddo isolado de
Trés Pontas (56,92%). Para ambos os DMIs que apeeam significancia, a
menor perda foi para o isolado do Espirito Sarfidl 726 para o cyproconazol e
7,46% para o epoxiconazol. Pode-se inferir que awsaor reducdo de
sensibilidade seja devido a variacdo da plantagu®sma da qual este isolado foi

obtido, Coffea canephora.

Tabela 3 Relacdo de crescimento micelial (%) dogd®s deC. coffeicolaa
moléculas de fungicidas DMI, perante a exposi¢amasugamicina.
UFLA, Lavras, MG, 2013

Isoladod) Fungicidas
Cyproconazol Epoxiconazol Tebucona?6!
Trés Pontas 50,00b B 56,92 b B 333 a A
Bahia 136,67 d C 2500a B 6,67 a A
Espirito Santo 29,17a B 746 a A 6,67 a A
Lavras 96,08 ¢ B 1196 a A 0,00 a A
Piumhi®™® 1429 a A 2090 a A 1333 a A
Parand"® 2326 a A 11,11a A 0,00 a A
Sao F. da Gléria 96,97c C 23,21a B 0,00 a A
Cv (%): 8,03 Média geral: 130,14 Des‘g? ggdrao'

Letra maiuscula na linha e mindiscula na coluna
NS — Nao significativo, ao teste de Scott KnottGb0
(*) — Considerou-se o crescimento dos isolado teFeacia como 0%

3.2.2 Resisténcia a Qol

A analise de variancia apresentou diferenca saiifia (p<0,05) entre
os tratamentos. Ocorrendo interacdo entre os figlagice os isolados. No
desdobramento da interacdo, o isolado da Bahiaap&sentou significancia
(Tab. 4).

O resultado da Rc demonstra grande variacdo dab#ielasle entre
isolados aos fungicidas apds exposicdo ao antibigRc >0 e Rc<0). Todos os

isolados que apresentaram significancia no desdwn® apds a exposicao a
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casugamicina tiveram sua sensibilidade a azoxtachimentada (Rc<0), tendo
0s isolados do Parana (-20,37) e o isolado de Sé&daFGloria (-13,04)
apresentado os maiores aumentos de sensibilidade.

O isolado de Piumhi apresentou aumentou da sddsild a todos os
fungicidas do grupo dos Qol testados apdés a exmsi& casugamicina,
juntamente com o isolado de Trés Pontas (-21,34éfo os que tiveram maior
aumento de sensibilidade a piraclostrobina. O dkplde Lavras apresentou o
maior aumento de sensibilidade (-54,55%), dentre testados para
picoxistrobina, enquanto o isolado de S&o FrancidaoGléria apresentou

reducdo da sensibilidade (9,26%) apds a exposicasuamicina.

Tabela 4 Relacdo de crescimento micelial dos isslade C. coffeicolaa
moléculas de fungicidas Qol perante a exposicdasiigamicina.
UFLA, Lavras, MG, 2013

Isoladog” Fungicidas

Azoxistrobina Picoxistrobina Piraclostrobina
Trés Pontas -052 b B 0,92 ¢ B 2131 a A
Bahia®™® 395 b A 580 b A 139 b A
Espirito Sant -145 b A 968 b A 952 b B
Lavras -755 b B 5455 a A 667 b C
Piumhi 410 b B -1240 b B -2308 a A
Parana -20l37 a A -1296 b A 638 b B
Sao F. dGléria -1304 a A 926 ¢ B 3043 ¢ C

Cv (%): 8,97 Média Geral: 94,36 Desvio Padréo: 47,8

Letra mailscula na linha e minascula na coluna
NS — N&o significativo, ao teste de Scott Knofd,@Gb.
(*) — Considerou-se o crescimento dos isolado tireacia como 0%

3.3 Cercosporina

Todos os isolados apresentaram producdo de cencapér andlise de

variancia apresentou diferenca significativa (p5p,@ntre os tratamentos.
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Ocorrendo interacdo significativa entre os fatodeses de casugamicina e
isolados, para a variavel concentracdo de cercospaxceto para o isolado
proveniente de S&o Francisco da Gloria. Na andkseegressao ajustaram-se
modelos quadraticos para todos os isolados, coonesatle r2 entre 0,15 e 0,99
(Tab 5).

Observou-se o efeito de inibicdo da sintese daaoad incremento da
casugamicina; quanto maior a dose do antibidticenan a produgdo de
cercosporina. No entanto, ndo foi observada ausé&lisintese da toxina em

nenhuma das dosagens testadas em nenhum dos $satedicados.

Tabela 5 EquacBes de regressdo e coeficientes wemiteacdo @) da
concentrac@o de cercosporina nas diferentes deseastigamicina.
UFLA, Lavras, MG, 2013

Isolado r2 Equacéo
Trés Pontas 0,55 0,018x2 -0,201x +0,278
Bahia 0,65 0,016x2-0175x +0,18
Espirito Santo 0,88 0,008x? - 0,09x + 0,242
Lavras 0,57 0,025x2 - 0,281x + 0,222
Piumhi 0,15 0,011x2 - 0,119x + 0,222
Parana 0,99 0,002x2 + 0,023x +0,019
Sé&o Francisco da Glors> 0,97 0,005x2 + 0,047x - 0,026
Cv (%): 23, 21 Desvio padrao: 0,12

4 Discussao

4.1 Sensibilidade

A atividade fungitéxica apresentada pela casugamicsobre a
C.coffeicoladeriva do seu modo de ac¢do. A casugamicina inlliessintese de
proteinas, interferindo na iniciacdo do processtratficao, impedindo, assim, a
incorporacdo de aminoacidos em proteirghwirth, 2006)Na literatura esta
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descrita a acdo da casugamicina inibindo o cresdorde hifas d®. oryzaeem
arroz e prevenindo o desenvolvimento de lesGesgqum fator de inibicdo da
germinacdo dos esporos, formacdo de apressorionetrgedo nas células
epidérmicas (Hamada, 1965).

Por agir em um sitio de agcdo comum a muitos orgaoss biossintese
de proteinas, a molécula tem amplo espectro de. &jaate dos resultados
obtidos pode-se afirmar que a casugamicina teridatle antifiingica sobre@
coffeicola (Fig 2), embora os altos valoressdMbtidos (Fig 3) indiguem
moderada toxicidade (Edgington, 1971).

O maior valor de Ig encontrado neste trabalho refere-se ao isolado
proveniente do estado do Espirito Santo. Além diag@o espacial, outro fator a
ser considerado para uma possivel explicacdo reeso hospedeiro. Dentre
todos os isolados analisados da planta hospedsita,foi o Unico obtido de

Coffea canephora ndo deC. arabica.

4.2 Resisténcia

Casos de resisténcia de fungos a casugamicina foetatados, o
primeiro deles foi &. oryzag Ohmori et al, 1967¢Jesugi et al, 1969 Ha muito
se estuda a resisténcia de organismos fungicosugamicina, entretanto, o
ineditismo de presente estudo se deve a perspeletigarrelacionar a exposicao
da casugamicina a alteracdo da sensibilidade d#ffeicollaa outras moléculas,
possivel resisténcia multipla.

Ito & Yamaguchi (1977) constataram diferentes grdesesisténcia a
casugamicina &. oryzae sugerindo que tal mecanismo de resisténcia é
controlado por mais de um gene, o que implicariacearréncia de possivel
resisténcia quantitativa e, portanto, multigénigata hipotese foi confirmada

por Taga (1978), ao descobrir trés loci génicaadii a resisténcia e oryzae
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a casugamicina. Baseado nisto, a diminuicdo dabsletede dos isolados de.
coffeicolaa fungicidas do grupo dos DMls, ap6s a exposi¢c&asuigamicina
(Tab 3), demonstra uma possivel resisténcia maltgitre casugamicina e
fungicidas DMIs, os quais sdo amplamente utilizgukrs controle da mancha-
do-olho-pardo no campo (Patricio et al, 2008). @stufuturos sdo necessarios
para maior compreensao desta possivel resistértidiigolan

Comportamento diferente foi observado em relaca&ofangicidas do
grupo do Qol, em que se observou variacdo no cdampento dos isolados em

relacéo aos diferentes fungicidas utilizados.

4.3 Cercosporina

Outra variavel analisada foi a atuagéo da casugd@enia producdo da
cercosporina. A casugamicina atuou afetando a pé&mlde cercosporina,
contrariando o descrito por Martins (2007) quenadirque, naturalmente, a
concentracdo de cercosporina tem correlacdo nagatw o tamanho das
colbnias deC. coffeicolacultivadasin vitro. No presente trabalho, observou-se
que baixas dosagens de casugamicina proporcionaraiores diametros de
coldnia e maiores concentragcdes da toxina.

Sobre a biossintese da cercosporina sabe-se qasnaangé regulada em
uma complexa e hierarquizada ordem de fatores,imglaem condi¢cdes de
nutrientes, temperatura e luz, sendo este o pom&Eimal para o inicio da
biossintese (Daub & Ehrenshaft, 2000). A atuacdcadagamicina reduzindo a
concentracdo de cercosporina provavelmente estdaligs inibicdes da sintese
de enzimas que participam na rota metabdlica desiitese da toxina.

O papel da cercosporina na patogenicidade de fumgosgénero
cercospora tem sido demonstrado em outros patosistéAlmeida et al. (2005)

observaram que a diferenca de viruléncia entresokdos deCercospora
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kikuchii foi associada ao contetdo cercosporina. Analisérdincia realizada

com guatro isolados com diferentes capacidades pasmtese cercosporina
demonstrou que todos os isolados foram capazedetrdr folhas de soja, e que
havia um coeficiente de correlacéo de 83% entrenteddo de cercosporina e a
severidade da doenca. A diminuicdo da concentrde&mercosporina mediante
0 aumento da concentracdo de casugamicina indeea gua acao sobre o fungo
se d& de forma direta, por meio da inibicdo docamento micelial, afetando a

patogenicidade dos isolados e diminuindo o tearetdleosporina.

5 Conclusao

No presente estudo foi possivel concluir que a gaasicina tem
moderada acao fungitdxica ao furgocoffeicola

Outra acdo da casugamicina sobre este patdgenmedtigéo da sintese
da toxina cercosporina, fator de patogenicidadeitapte em fungos do género
cercospora.

Entretanto, sua utilizacdo em campos comerciaie dev evitada, visto
gue a exposicdo a mesma confere diminuicdo dabdefaie a fungicidas do

grupo dos triazéis (DMIs).
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