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RESUMO

SILVA, Lucas Fagundes da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2018Potencial de controle das ferrugens do cafeeiro e
asiatica da soja com novas moléculas do grupo de fungicidas
ditiocarbimatos. Orientador: Laércio Zambolim.

A ferrugem-do-cafeeiro (FC) causada ptemileia vastatrix Berk. & Br e a ferrugem-
asiaticadasoja (FAS) causada pdthakopsora pachyrhizi Sydow & P. Sydow sao
doencas altamente severas e de dificil controle. Dentre as estratégias de manejo destaca-
se o controle quimico, considerado um método fundamental em ambos patossistemas.
Apesar disso, os ultimos grupos de fungicidas foram lancados no mercado nacional ha
quase 20 anos. Diante desses fatos, € necesséario procurar novas moléculas com
potencial para o controle da FC e FAZ e que sejam menos tdxicas ao meio ambiente,
homem e animais. Nesse sentido, delineou-se este trabalho, para avaliar o
comportamento de moléculas do grupo ditiocarbimato no controle daHAS. Para

tal, as moléculas1A, 2A, 1B e 2B (“B” =cation tetrabutilamonio, “A” =cation
tetrafenilfosfonio, “1” =4-clorofenila ¢ o “2” =grupo metila) representantes dos
ditiocarbimatos foram sintetizadas e submetidas a testes de sensibilidade para obtencao
da concentracéo inibitéria de 90% da germinacao dos uredospogg)s Q€ valores de

ICgq0 similares obtidos através da analise de regresséo logistica entre os ditiocarbimatos
e 0 controle positivo mancozebe, possibilitaram o desdobramento para ensaios em casa-
de-vegetacdo. Sob condi¢cdes controladas, o potencial de controle foi estudado através
da obtencdo dos componentes epidemiologicos de cada patossistema e as médias foram
comparadas pelo teste de Scott-Knott<({®,05). Para a FC ndo houve diferenca
significativa para as varidveis repostas numero de lesdo/cm2, AACPD e producédo de
esporos entre os compostos 1A, 2A, 1B e o controle padrdo mancozebe. Para FAS, as
plantas apresentaram sintomas de fitotoxidez quando tratadas com compostos do grupo
“B”. Este grupo possui o contra-ion tetrabutilaménio e expressédo de fitotoxidez pode
estar ligada a liberacdo do ion ambnio em ambiente aquoso. A molécula 2A e
mancozebe apresentaram desempenho similar na dose estudada e ndo houve diferenca
significativa para as variaveis numero de pustulas/cm?, AACPD (érea abaixo da curva

de progresso da doenca) e eficiéncia de controle. Apesar do desempenho aferior,

Vi



molécula 1A também foi capaz de controlar a doenca, porém diferiu significativamente
do mancozebe e 2A. Em sintese, psdelestacar o desempenho similar ao controle
padrdo mancozebe das moléculas 1A, 2A, 1B para controle da FC e da molécula 2A
para controlar FAS. Este trabalho mostrou resultados muito promissores para estudos
das moléculas do grupo ditiobicarbimato, em condi¢cdes de campo. Conclui-se que, as
moléculas do grupo ditiocarbimato foram eficientes na reducéo da intensidade da FC e
FAS, em condi¢Oes controladas.

viii



ABSTRACT

SILVA, Lucas Fagundes da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2018Potential for the control of Coffee leaf rust and Asian
soybean rust with new molecules of dithiocarbimate fungicide group.
Adviser: Laércio Zambolim.

Coffee leaf rust (CLR) caused byemileia vastatrix Berk. & Br and Asian soybean

rust (ASR) caused bighakopsora pachyrhizi Sydow & P. Sydow are severe diseases
difficult to control. Management strategies include chemical control, considered
fundamental method in both pathosystems. However, the latest groups of fungicides
were released to the Brazilian market almost 20 years ago. In view of these facts, it is
necessary to seek for new molecules that meyesent potential alternatives to
control these diseases with lower risk of toxicity to the environment, humans and
animals. Considering the lack of new molecules, this work aimed to evaluate the
performance of molecules of the dithiocarbimate group in the control of CLR and
ASR. For this, four molecules (1A, 2A, 1B and 2B), representative of the
dithiocarbimates, were synthesized and subjected to sensitivity tests to estimate the
Cloo (concentration of the active ingredient necessary to inhibit 90% uredospores
germination). A logistic regression analysis indicated similajo @&lues for the
dithiocarbimates and the positive control mancozeb, which facilitated to conduct trials
in the greenhouse. Under controlled conditions, disease control was studied by
obtaining epidemiological components for each pathosystem and comparing the means
by the Scott-Knott test (g 0.05). For CLR, no significant differences were observed

in the response variables lesion/cm2, AUDPC (area under the disease progress curve
and spore production between compounds 1A, 2A, 1B and the positive control
mancozeb.. For ASR, plants exhibited phytotoxicity symptoms when treated with
compounds of the group “B”. This group has the cation tetrabutylammonium and
expression of phytotoxicity may be related to the release of the ammonium ion in an
aqueous environment. The molecule 2A and mancozeb presented similar performance
at the dose studied and there was no significant difference between them for the
variables pustules/cm?, AUPCD and control efficiency. Despite the inferior

performance, the molecule 1A was also able to control the disease, but differed



significantly from mancozeb and 2A. In summary, can highlight the performances
similar to the positive control mancozeb of 1A, 2A, 1B for the control of CLR and 2A
for the control of ASR. These results set precedents for studies of dithiobicarbimate
for controlling CLR and ASR under cropping conditions. We conclude in this work
that the dithiobicarbimate group was efficient to reduce the CLR and ASR intensity

under controlled conditions.



INTRODUCAO GERAL

Ferrugem-do-cafeeiro

O café Coffea arabica, Lineu), pertencente a familia botanica das Rubiaéeas,

uma das culturas mais importantes para o Brasil. Atualmente, o pais € o principal
produtor mundial de café arabica, com uma safra estimada em torno de 37 milhdes
de sacas e uma é&rea plantada de aproximadamentemllfY@ de hectares,
equivalente a 81% da producdo nacional de café (Conab, 2017a). A producédo do
estado de Minas Gerais corresponde a cerca de 70% da producdo nacional de café
arabica (Conab, 2017a). A cadeia produtiva do café gera 8 milh6es de empregos e
corresponde a 7% das exportacdes brasileiras. Além disso, a cultura contribui de
maneira expressiva para o equilibrio da balanca comercial do Brasil, com uma receita
de 6 bilhGes de reais, ocupando a quinta posicdo nas exportacdes do agronegocio

brasileiro (Mapa, 2017a).

Em todo o mundo, a producdo de café € limitada por diversos fatores, dentre
estes, as doencas constituem um dos principais problemas fitossanitarios da cultura.
Dentre as doencas que reduzem a producdo de café, a ferrugem-do-cafeeiro (FC)
causada pomMHemileia vastatrix Berk. & Br, € considerada a mais importante
(Zambolim, 2016).

No Brasil, a doenca foi relatada pela primeira vez em 1970 no sul da Bahia e
rapidamente disseminou-se para todas as regifes produtoras de café do territério
brasileiro (Chavest al., 1970). As perdas na producdo podem chegar a cerca de
50%, quando as condi¢Bes climaticas forem favoraveis (Zamleblin 2002). Os
sintomas iniciam-se com manchas cloroéticas translicidas na face abaxial e apés
alguns dias surgem pustulas contendo uredosporos. A lesdo também pode ser
visualizada na face adaxial em correspondéncia a face abaxial, mas sem a formacao
de esporos. Com o passar do tempo, surge uma area necrotica no centro das lesdes.
Em anos de alta carga de frutos, quando a epidemia da doenca € mais severa, ocorre
desfolha precoce e seca dos ramos. Com isso a producdo do ano seguinte fica

comprometida (Zambolim, 2016).

O fungo € biotrdfico, portanto um parasita obrigatorio, pertencente a classe

Basidiomycota, ordem Pucciniales, capaz de infectar somente plantas do género



Coffea. S0 conhecidos trés tipos de esporos sexuais produzidos pelo patégeno:
teliosporos, uredosporos e basididsporos, sendo que os uredosporos dicariéticos (n +
n’) sdo considerados os mais importantes na epidemiologia da doenga (McCain e
Hennem, 1984). O ciclo de vida inicia pela germinacdo dos uredosporos, na
superficie abaxial das folhas com orvalho. Cada uredosporo ao germinar produz um
tubo germinativo, e na sua extremidade, uma estrutura denominada apressoério. Ao
entrar em contato com células estomaticas, o apressorio origina uma hifa de
penetracdo e atravessa o0 ostiolo estomatico. Em seguida, a hifa de penetracéo
diferencia-se para micélio e inicia a colonizagéo intercelular do mesofilo (MeCain
Hennem, 1984). O fungo penetra nos espacos intercelulares e parede celular das
células da planta, mas ndo atravessa a membrana plasmatica. Em seguida forma uma
estrutura denominada haustorio, cuja funcéo é a retirada de nutrientes das células da

planta para nutrir o fungo.

A disperséo dos uredosporos ocorre pela acdo do vento, a longas distancias e,
dentro da planta, pelos respingos de agua de chuva. Os uredosporos, ao cair na face
inferior das folhas na presenca de agua no estado liquido germinam e iniciam novo
ciclo da doenca. Nas urédias, no final do ciclo da doenca, esporadicamente pode
surgir a télia contendo teliésporos hialinos, que sao diploides (2n). Os teliésporos
sexuados podem germinar e apoés diferenciagcdo meidtica formam basidiosporos (n).
Entretanto, os basididsporos ndo sao capazes de infectar o cafeeiro e as suas fungées

nao estao bem estabelecidas no ciclo de vida do fungo (Fernaral€X)09).

Quando a variedade de café arabica é suscetivel, o ciclo da doenga continua
até a formacao de lesGes contendo cada, uma urédia ou pustula, na face inferior das
folhas, saindo pelos estdmatos. As urédias produzem uredosporos, que Sao 0S
esporos assexuados, responsaveis pela multiplicacdo e consequentemente a epidemia
da doenca (Silvat al, 2002). Quando a doenca atinge alta severidade, ocorre a
coalescéncia das lesdes (urédias), que podem cobrir mais de 50 % da superficie

foliar.

O patossistemn C. arabica x H. vastatrix € considerado complexo e varios
fatores influenciam a intensidade da doenca em campo. A doenca é mais severa em
temperaturas entre 20 e 25 °C, alta umidade, desequilibrio nutricional e o plantio
adensado de cultivares altamente suscetiveis (Capaichb, 2013). Dentre as

estratégias de controle, o uso racional de fungicidas é considerada uma das medidas



mais importantes. Os principais compostos registrados para o controle da doenca sao
os fungicidas sistémicos dos grupos das estrobilurinas, dos triazois e os protetores

cupricos.

Os fungicidas sistémicos tém mecanismo bioquimico de acéo especifico, pois
inibem apenas uma rota metabdlica do fungo, sendo considerados de alto risco para
selecionar mutantes resistentes na populacéd.dastatrix. Dente os fungicidas
protetores registrados no Mapa, destacam os cupricos, que sao recomendados para
aplicacdo preventiva e possuem mecanismo bioquimico de acdo multiplo. Esse tipo
de mecanismo, induz pouca presséo de selecdo na populagcéo do fungo e, portanto,

dificilmente selecionam mutantes resistentes.

Ferrugem-asiaticada-soja

A soja Glycine max L. Merril), pertencente a familia botanica Fabaceae,
considerada a cultura mais importante para o Brasil. A area plantada € de 35 milhdes
de hectares e os principais estados produtores sdo Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Rio Grande do Sul, Parana e Minas Gerais (Conab 2017b). O pais é destaque no
cenario mundial na producdo do grdo e a safra 2016/2017 foi estimada em 113
milhdes de toneladas. O complexo soja € o principal produto de exportacdo do
agronegocio, sendo responsavel por 46% das exportacbes mundiais em 2017 e

gerando cerca de US$ 26 bilh6es em divisas cambiais para o pais (Mapa 2017b).

Em 2001, a ferrugem-asiatidasoja (FAS) causada poPhakopsora
pachyrhizi Sydow & P. Sydow foi identificada no estado do Parana, e
gradativamente atingiu outras regiées do pais, causando grandes perdas aos
produtores. Desde entdo, constitui o principal problema fitossanitario da cultura e as

perdas podem chegar a 2 bilhdes de dolares por ano (Yatiabti2005).

As condi¢Oes ideais para o desenvolvimento da doenca sdo temperatura entre
15 e 28°C e molhamento foliar entre 6 e 12 horas. O periodo latente varia de 7 a 12
dias. Os sintomas séo caracterizados por pequenas lesbes amarelas, que rapidamente
se tornam amarronzadas na face adaxial e abaxial das folhas. Nas lesdes sé&o
produzidas cerca de quatro a seis urédias, contendo uredosporos do fungo,
geralmente na face abaxial da folha, se a variedade de soja for suscetivel. Urédias

com uredosporos também podem surgir na face superior das folhas, mas em nimero



muito inferior comparado com a face abaxial. Com o passar do tempo, 0s sintomas

coalescem, as folhas amarelecem e caem prematuramente.

O fungo biotrotico, pertencente a classe Basidiomycota da ordem Pucciniales,
considerado um parasita obrigatorio, capaz de infectar mais de 90 espécies de plantas
da familia botanica Fabaceae (Slamirkal., 2008). O esporo do patdgeno mais
importante dentro de um contexto epidemiolégico é o uredosporo dicariético (n +
n’). Ao atingir a superficie foliar da planta, os uredosporos na presenca de dgua no
estado liquido, emitem tubos germinativos na superficie foliar da planta e, na sua
extremidade formam apressorios. A partir do apressorio, forma-se uma hifa de
penetracdo e com auxilio da forca mecénica advinda do apressorio, penetra no
mesofilo sem a necessidade das aberturas estoméaticas, como em outros patéogenos

causadores de ferrugens (Magneiral., 2007).

Ao penetrar no espaco intercelular, a hifa do fungo se desenvolve, causando
colapso em todo o mesdfilo de hospedeiros suscetiveis. Forma-se préximo as
membranas das células vegetais estruturas denominadas haustério para nutrir o fungo
durante a colonizacéo. Dentro de poucos dias, surgem nas lesdes causadas pelo fungo
urédias e uredosporos. Eventualmente, nas lesdes surgem télia e telidsporos que sao

subepidérmicas, de forma oval e possuem cerca de 12 pm de largura.

Em 2004, foi criado o consércio Anti-Ferrugem cuja finalidade foi desenvolver
estratégias, visando o manejo e alertar os produtores sobre o inicio da epidemia da
doenca (Consoércio Anti-Ferrugem, 2018). As estratégias de manejo recomendadas
devem ser integradas destacando-se a adocdo do vazio sanitario, eliminacdo de
hospedeiros alternativos, o emprego de cultivares resistentes, cultivares de ciclo

precoce e combinacdes de fungicidas sistémicos e protetores (Godoy et al., 2016).

Devido a inexisténcia de variedades resistentes a doenca, a Unica medida de
controle é o emprego de fungicidas. Entretanto, as moléculas capazes de conter as
epidemias da doenca estdo perdendo eficiéncia paulatinamente, principalmente aos
fungicidas com sitios acdo especificos, pois ao inibirem a rota metabdlica do fung
em apenas uma via, exercem pressdo de selecédo sobre a popuRcpackig hiz
(Godoy et al., 2016).

Ja foram detectados varios casos de resisténcia multipla aos principais grupos

quimicos de fungicidas sistémicos destinados ao controle da doenca. Dai, a busca de



novos principios ativos, tanto do grupo dos sistémicos quanto de protetores, constitui
um grande desafio para a sustentabilidade de todo o complexo da soja no Brasil
(Schmitzet al., 2014; Xavieret al., 2015; Twizeyimanat al., 2017; Simbest al.,

2018). As empresas estdo recorrendo a fungicidas antigos do grupo dos
ditiocarbamatos (mancozebe), cupricos (oxicloreto de cobre) e nitrilas (clorotalonil)
para formulagbes de misturas e misturas em tanque, para aumentar a eficiéncia de
controle e, reduzir o surgimento de mutantes resistentes na populacédo do fungo aos
principais grupos de fungicidas, com sitio especificos (Gatlay., 2016; Silvaet

al, 2015.

Devido a esses fatos, as empresas de agroquimicos estdo recorrendo a
fungicidas da década de 1950 a 1960 dos grupos dos ditiocarbamatos (mancozebe),
cupricos (oxicloreto de cobre) e nitrilas (clorotalonil) para formulacdes de misturas e
misturas em tanque, para aumentar a eficiéncia de controle e, reduzir a surgimento de
mutantes resistentes, na populacao do fungo aos principais grupos de fungicidas, com
sitio especificos (Godoy et al., 2016; Silva et al, 2015

Tanto a FC quanto a FAS sdo causadas por patdgenos altamente agressivos,
causam grandes perdas e sdo de dificil controle (Zambolim, 2016; @odby
2016). Diante desses fatos, ha necessidade de se procurar novas moléculas, que

apresentam potencial para o controle tanto da FC quanto da FAS.

Esse trabalho justifica-se devido a grande importancia das culturas do café e da
soja para o pais. O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial de fungicidas do
grupo ditiocarbimato no controle da FC e da FAS.
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CAPITULO |

CONTROLE DA FERRUGEM- DO-CAFEEIRO COM MOLECULAS DO
GRUPO DITIOCARBIMATO EM CONDICOES CONTROLADAS

1.INTRODUCAO

Em todo o mundo, a producao de café é limitada por diversos fatores bidticos
e abidticos. Dentre os fatores bioticos, a ferrugem-do-cafeeiro (FC) causada por
Hemileia vastatrix Berk. & Br é considerada a principal doen¢a da cultura. O
patdgeno esta presente em todas regiées do mundo onde o café é cultivado. No Brasil
a doenca ocorre tanto em café ardbica quanto em canéfora, em altitudes de 100 a
1500 m ao nivel do mar.

Os danos causados pela doenca variam de 35 a 50% sob condic¢des climaticas
favoraveis (Zambolim 2016). E favorecida por temperatura entre 22 e 25°C e alta

umidade relativa, com molhamento foliar superior a 24 horas (Zambolim, 2016).

Os sintomas iniciam-se com manchas cloréticas translicidas na face abaxial,
tornando-se perceptiveis na face adaxial com o coalescimento das lesdes. Logo apos
alguns dias, surge uma area necrotica no seu centro. As urédias com uredosporos
surgem na face inferior pelos estdbmatos. Em epidemias severas, ocorre desfolhas
provocadas pelo patégeno, reduzindo a capacidade dos ramos produzirem gréos na
safra seguinte.

A implantacdo de cultivares resistentes para a producéo de café € considerada
a principal estratégia de controle, mas inumeros fatores agrondimdaasn a sua
utilizacdo. Dentre os fatores limitantes, destacam-se a alta variabilidade genética das
populacdes déd. vastatrix no Brasile o tempo elevado para disponibilizacdo de
cultivares resistentes além da falta de adaptabilidade nas diferentes regides cafeeiras
do Pais.

Normalmente, o tempo para o desenvolvimento para novas cultivares sao
superiores a 15 anos e inviabiliza a utilizacéo de cultivares no mesmo tempo-espaco

do surgimento das epidemias. Estes fatos implicam em um cenario de risco. Ja foram



identificadas mais de 17 racas fisiologicas Hlevastatrix no Brasil (Zambolim
2016).

Como no Brasil, existe grande variabilidade na populacdo do patdgeno, as
condicOes climaticas favoraveis e a maioria das variedades de café arabica cultivada
altamente suscetiveis a FC (Mundo Novo, Bourbon e Catucai), havera sempre a
necessidade do emprego de controle quimico da doencga, que associe estratégias anti-
resisténcia. Portanto, fungicidas protetores multi-sitios, sempre devem ser
recomendados no controle da doenca, em mistura ou alternados com fungicidas
sistémicos, visando minimizar ou até mesmo eliminar o risco de surgimento de
mutantes resistentes na populacao do fungo (Chadairl999; Cabraét al., 2009,

Maiaet al., 2013; Zambolim, 2016; Souesal., 2017).

Os fungicidas multi-sitios considerados eficientes, disponiveis para o controle
da FC sado os cupricos (Sougaal. 2017). Entretanto, como o cobre é um metal
pesado que pode comprometer o meio ambiente, ha sempre a necessidade de
identificar novas moléculas, que tenham maior aceitacdo pela sociedade e que néo
seja recalcitrante.

Neste contexto, pesquisas que visem ampliar o nimero de principios ativos,
para o controle da FC sdo muito importantes. Dentre as pesquisas, destacam-se, 0s
estudos que ja evidenciaram o potencial do grupo quimico dos ditiocarbimatos em
inibir o crescimento micelial de fungos das espéCasetotrichum gloeosporioides
e Botrytis cinerea (Bottegaet al., 2013, Oliveiraet al., 2015). Entretanto, estes
trabalhos estéo restritos a testesvitro e ndo é conhecido o controle em testes

envolvendo o patossisteraarabica x H. vastatrix.

Considerando as grandes perdas provocadas pela FC e a necessidade de
aumentar o nimero de moléculas fungicidas para o controle dessa doenca, delineou-
se esse trabalho, com o objetivo de avaliar os ditiocarbimatos para o controle da FC
em condi¢cOes de casa-de-vegetacao.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Sintese e caracterizacao dos ditiocarbimatos

A sintese dos ditiocarbimatos foi constituida por detapas (Amimet al.,

2011). A primeira etapa consiste na producao dos precursores dos ditiocarbimatos de



potdssio. Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 10 mmol de
metanossulfonamida (percussor do grupo metila) ou de 4-clorobenzenossulfonamida
(percussor do grupo 4-clorofenila), 20 mL NeN-dimetilformamida, 0,60 mL de
dissulfeto de carbono (10 mmol) e 1,32 g de KOH (20 mmol). A mistura reacional
foi mantida sob agitacdo até o consumo dos cristais de KOH, indicando o fim da
reagdo. Em seguida, foram adicionados 20 mL de etanol absoluto e o baléo foi
colocado em banho de gelo. Os precipitados amarelos resultantes da reacdo foram
filtrados, posteriormente lavados com etanol, acetato de etila e éter dietilico e foram
deixados em um dessecador. Ao final desta reacado foram obtidos como produtos o
metilsulfonilditiocarbimato de potdssio e o 4-clorofenilsulfonilditiocarbimato de

potassio.

A segunda etapa consistiu na estabilizacdo dos ditiocarbimatos a partir da
formacao de complexos de zinco. Para realizar a sintese dos complexos de zinco
foram adicionados em um baldo de fundo redondo 1 mmol do ditiocarbimato de
potassio, 20 mL de solucdo MeOHM (1:1 v/v) 0,5 mmol de sulfato de zinco

dissolvido em 4 mL de 0.

A mistura reacional permaneceu sob agitacdo durante 1 hora. Em seguida foi
adicionado 1 mmol do sal do contra-ion (cloreto de tetrafenilfésfébnio ou de
tetrabutilamoénio) dissolvido em &gua, gota a gota. O precipitado formado foi filtrado
em um funil de placa porosa de porcelana, lavado 5 vezes e posteriormente foi seco
sob pressédo reduzida por 24hs. Os produtos das sinteses foram 4 sais de zinco (1A,
2A, 1B e 2B) (Figura 2) contendo o anion bidR-sufonil-ditiocarbimato) zincato
(I em interacdo eletroestatica com os contra-ions de tetrafenilfosfénio ou
tetrabutilaménio. Nas extremidades dos anions ha o elemento cloro ou o grupo

metila. Estes sais foram utilizados nos experimentos.

Desta forma, as 4 moleculas (1A, 2A, 1B e 2B) produtos da sintese foram
divididas de acordo com as respectivas estruturas quimicas, sendo gpe B{
possui cation tetrabutilaménio, enquanto o grigad tem o cation tetrafenilfésfonio.

J& o grupo “1” tem 4-clorofenila nas extremidades e o “2” tem o grupo metila.
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2.2 Sensibilidade deHemileia vastatrix aos ditiocarbimatos

Foram realizados dois experimentasvitro com delineamento inteiramente
casualizado (DIC), trés repeticbes e os tratamentos constituidos por mancozebe
(Sigma Aldrich®), 1A, 2A, 1B e 2B nas concentrac¢des 0.2, 0.1, 0.05, 0.005, 0.0005
mmol.L?, além dos controles com meio agar-agua, DMSO a 0,5% (v/v) e Tween 80
a 0,5% (v/v). O célculo estequiométrico para obtencdo das doses foi baseado nas
seguintes massas molares (g:fMaolos compostos: 28 888,78, 2A= 1081,81, 1A=
1275,66, 1B= 1082,64 e mancozebe = 266,51.

Uma massa de 0,01 g (valor maior que o somatoério das massas de cada
composto) de cada substancia foi dissolvida em 10 mL de diclorometano, exceto o
mancozebe e o volume correspondente a cada concentracdo foi transferido com
pipetas (1000, 100, 50, 10 e 2 pL) para baldées de fundo redondo de 50 mL. O
solvente foi evaporado sob presséo reduzida. A cada baldo foram adicionados DMSO
e Tween 80, dissolvendo-se os compostos em teste, de forma que a quantidade final
desses solventes fosse igual a 0,5% (v/v), cada.

Essas solucdes foram homogeneizadas em meio 4gar-agua a 2% e as misturas
foram distribuidas em trés placas de Petri 60 x 15 mm. Uma aliquota de 0,1 mL de
10° uredosporos.mt de H. vastatrix foi espalhada em cada placa. As placas foram
mantidas a 25°C, sob escuro continuo em camara tipo B.O.D. Apos 24 horas,
aleatoriamente, foi avaliada a germinacdo de 100 uredosporos por placa,
empregando-se microscépio Optico no aumento de 400 vezes. Os valores médios,
referentes ao experimento de sensibilidiadétro foram coletados para o calculo da

percentagem de inibicdo da germinacédo dos uredosporos, por meio da equacao:

Inibigao (%) =) « 100, onde:

G. = Esporos germinados no tratamento controle com DMSO e Tween 80
G; = Germinacéo total de cada observacéo.

2.3 Producéao de uredosporos ddemileia vastatrix e condugao das mudas

Sementes da variedade Caturra Vermelho linhagem IAC 144 foram semeadas
em areia e mantidas por 28°C. Apos trinta dias, as plantas na fase de ‘orelha de onga’
foram selecionadas e transplantadas para vasos de 2 dm3. Os vasos contendo as
plantas receberam a cada 15 dias 100 mL de uma solugdo nutritiva contendo em
mg/L os seguintes componentes: 192 de KCI, 104,42 d8QK 150,35 de
MgSQu.7H0, 61 de ura, 0,27 de NHM07024.4H0, 1,61 de BBOs, 6,67 de
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ZnSQ, 1,74 de CuS©5H0, 4,10 de MnCl4H:0, 4,08 de FeSLOrH.0O e 5,58 de
EDTA bissodico.

Apés 45 dias, o 3° par de folhas foi inoculado com a raca H.dastatrix
pertencente a colecdo de racas do Laboratério de Protecdo de Plantas da
Universidade Federal de Vigosa. As plantas permaneceram por 48 horas na camara
de nevoeiro, no escuro a 22°C e em seguida foram mantidas em camara de
crescimento, com fotoperiodo de 12 horas, na mesma temperatura.

Apoés o 30° dia foram realizadas até trés coletas de uredosporos e o fungo foi

armazenado em um dessecador a 4°C e 50% de umidade relativa.

2.4 Efeito dos ditiocarbimatos nos componentes epidemiolégicos da ferrugem-

do-cafeeiro

Foram realizados dois experimesia vivo em DIC. Os tratamentos foram
constituidos pelas moléculas do grupo ditiocarbimato 1A, 2A, 1B, 2B, e do fungicida
mancozebe e o0s controles negativos com agua e o adjuvante haiten (Arysta ®) na
dose de 0,1 mL.L Os demais tratamentos foram aplicados na concentragédo de 1
mmol.L! na face abaxial até antes do ponto de escorrimento no 3° e 4° par de folha

das plantas de café.

A inoculacéo das plantas foi feita pelo método de asperséo na face abaxial das
folhas, utilizando uma suspens&o na concentracdo deekbsporos.mt 24 horas
apos aplicacdo dos tratamentos e as plantas foram mantidas por 48 horas no escuro
em camara Uumida a 22°C com fotoperiodo de 12 horas. Os experimentos foram
avaliados a cada 2 dias. As variaveis respostas obtidas foram:

1) Periodo de Incubacédo (PI): a avaliagdo corresponde ao periodo

compreendido da inoculacdo até a observacao da primeira lesdo sem esporos.

2) Periodo Latente (PL): a avaliacdo corresponde ao periodo compreendido

da inoculacao até a observacédo da primeira lesdo com esporos.

3) Producdo de Esporos (PE): Os esporos de todas as pustulas foram
coletados com auxilio de uma capsula de gelatina e utilizados para preparar a
suspensao de uredosporos. Em seguida, foi realizada a contagem dos esporos
empregando-se microscopio Optico no aumento de 400 vezes e a concentragcao

ajustada para uredosporos.L
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4) Numero de lesBes sem esporulacdo (LSE): contagem das pontuacdes
amarelas sem esporulagéo.

5) Numero de lesGes (LE): contagem das pontuacbes amarelas com
esporulacéo.

6) Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Calculada a
partir da integralizacdo dos valores de LE pela equagcdo: AACPD =
XF=al(Yiey + ¥)/2] [tisq — t1])/At em que:

n = nimero de observacodes.

At = periodo de avaliacdo da doenca.

¥, = indice deloenga na “i”’-ésima observacao.

t, = tempo da “i”’-ésima observacgéo, em dias.
2.5 Andlise estatistica

Os dados obtidos para o experimento de sensibilidadd. dastatrix aos
compostos foram transformados em log(x) para analise de regressado logistica e a
concentracdo inibitéria de 90% dos uredospoi@o) foi estimada para cada
composto. Para obtencdo dos componentes epidemiolégicos, os dados foram
combinados e foram submetidos ao testeScat-Knott Todas as analises foram
feitas no software R (R Core Team 201Bpndo os pacotes; readr, readxl, plyr,

dplyr, drc, stats e easyanova.
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3. RESULTADOS

3.1 Sintese dos ditiocarbimatos

A sintese dos ditiocarbimatos resultou em 4 moléculas denominadas de 1A,

2A, 1B e 2B (Figura 1) com as formulas estruturais e nomenclatura descritas abaixo.

\_/
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Figura 1. Férmula estrutural dos quatro ditiocarbimatos sintetizados.
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3.2 Sensibilidade deHemileia vastatrix aos ditiocarbimatos

As curvas do modelo Logistico foram ajustadas e em seguida foram obtidos
os valores de l¢ para cada composto (Figura 2). Todas moléculas dos
ditiorcabimatos (1A, 2A, 1B e 2B) propostos neste trabalho apresentaram efeitos

inibitérios a racga Il déd. vastatrix.

Os menores valores dedfJoram obtidos para controle positivo mancozebe
(0,011). Dentre as moléculds grupo “B” o menor valor de ICgo foi do tratamento
1B (0,015) e para as moléculas grupo “A” o menor ICqo foi obtido para o
tratamento 1A (0,080 e 0,102), respectivamente (Tabela 1).

Para a varidvelCoocomb (Média do IGo dos dois experimentos) ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos das moléculas do grupo B (1B e 2B) com
o controle mancozebe. Entretanto os tratamentos das moléculas do grupo B (1B, 2B)
e mancozebe diferiram das moléculas do grupo “A”. Houve diferenca significativa

entre as moléculas 1A e 2A (Tabela 1).
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Tabela 1Valores ddCgo (mmol.LY) paraHemileia vastatrix e modelo Logistico f(y) = dd-cH{1”exp(b(\log(x)-\log(e)))}

Experimento 1 Experimento 2

Molécula
Parametros* R2 IC 90 Parametros* R2 IC90 1C 90 comb

Mancozebe b=-2,7; c= 2,2; d=100,0; e=0,005 0,983 0,011 b=-2,7; c= 22,2; d=100,0; e=0,005 0,973 0,011 0,011c

1A b=-2,0;c=3,1, d=100,0;e=0,026 0,997 0,080 b=-1,2; c= 02,2;d=100,0;e=0,017 0,987 0,102 0,091b
1B b=-3,5; c= 24,6; d=100,0; e=0,008 0,965 0,015 b=-3,5; c=24,6; d=100,0; e=0,008 0,933 0,015 0,015c
2A b=-1,9; c= 10,1; d=100,0; e=0,060 0,975 0,183 b=-1,9; c=02,5; d= 100,0; e=0,039 0,998 0,120 0,151a
2B b=-1,5; c= 04,4; d=100,0; =0,005 0,952 0,023 b=-1,3; ¢=01,0; d=100,0; e=0,004 0,997 0,021 0,022c

IC90: Concentracéo inibitoria capaz de inibir a germinacdo de 90% dos urepodospétesildea vastatrix; 1Coo coms Valores
médios de IG dos dois experimentos; R2 Coeficiente de determinacdo ajustado; (*): Parametros diferentes de O peto teste t d

Student (p< 0,05). Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Scott-Kadtdp).
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Figura 2. Curvas de da inibicdo da germinagao dos uredopostesidiea vastatix e 1CGoo. E1: Experimento 1; E2: Experimento 2.
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3.3 Efeito dos ditiocarbimatos sobre as variaveis epidemiologicas da ferrugem-
do-cafeeiro

O estudo dos componentes epidemiolégicos demostrou o efeito dos

tratamentos para controle da doenca em condi¢coes de casa-de-vegetacao (Figura 3).

O periodo de incubacéo (Pl) considerando o controle com &gua foi de 16 dias
sendo que os tratamentos mancozebe e as moléculas 2A, 2B expressaram sintomas
com 24 dias (Figura 4). Todos tratamentos diferiram do controle com agua. As
moléculas dos ditiocarbimato ndo diferiram significativamente do controle padrao

mancozebe.

Para o PL, o controle com agua foi a menor entre os tratamentos com 19 dias
e diferiu significativamente dos demais tratamentos. Nao houve diferencas entres os

ditiocarbimatos e o controle com mancozebe (Figura 4).

Para a variavel lesdo esporulada (LE), o tratamento controle com agua
apresentou média de 149 lesbes/folha, diferindo significativamente dos demais
tratamentos. A média para tratamento 2B foi estimada em 25,0 les6es/folha diferiu
significativamente dos tratamentos 1A, 1B, 2B e o mancozebe. Os tratamentos 1A,
1B, 2B e 0 mancozebe néo diferiram significativamente entre si (Figura 4).

Em relacdo a variavel lesdo sem esporulacdo (LSE), o tratamento controle
com A&gua apresentou valor médio de 247,00 lesGes/folha, diferindo
significativamente dos demais tratamentos. A média para o tratamento 2B foi
estimada em 27,33 lesdes/folha sendo diferente significativamente para os demais
tratamentos. Os menores valores médios foram obtidos pelo tratamento mancozebe
(1,33) e 1B (1,00). As médias de LSE para tratamentos 1A, 1B, 2B e 0 mancozebe

nao diferiram significativamente entre si (Figura 4).

As estimativas para AACPD demostraram que o tratamento controle com
agua diferiu significativamente dos demais tratamentos, tendo meédia 1843,5. O
tratamento 2B obteve média de 175,33 e diferiu significativamente dos demais
compostos. Os compostos 1A, 1B, 2A e mancozebe nao tiveram diferencas

significativas entre si (Figura 4).
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Os resultados referentes a variavel producdo de esporos (PE) demostraram
diferenca significativa do controle com agua (média = 3770 uredosporos.mL-1) para
0os demais tratamentos. O tratamento 2B teve média estimada de 145,60
uredosporos.mL-t, respectivamente e diferiu significativamente dos demais
compostos. Os tratamentos 1A, 1B, 2A e mancozebe n&o diferiram

significativamente entre si (Figura 4).

Figura 3. Efeito das aplicacdes dos tratamentos na formacéo de pustblasAda
Controle negativo (kD); B: 1B; C: 1A; D: 2B; E: 2A; F: Controle positivo

(mancozebe).

20



Periodo de Incubagao Periodo Latente

35 35 a
o ° a a 4@ a
E 30 a a a a '8 30
5 a L
§ 25 b g 25 b
— s
w 20 = 20
8 15 8 15
o 2
] m
g g1
a 8 5
0 0
Lesdes esporuladas Lesdes sem esporulagdo
180 300 4
160 2
250
140 "
o 1}
g 120 9 200
E 100 r 150
-]
5 80 =
z 60 Z 100
40 C c b C C C C b C C
50
20
] - 0
AACPD Producgdo de Esporos
2500 5000
a a
2000 4000
g
o 1500 % 3000
e @
5 1000 Z 2000
[}
i
500 c c b c ¢ % 1000 . c b ¢ c
] i - 0 ]
.‘_(&z 1’2’96 '\'v. "B, '\?. '3’ é(}e' wéQe' r\y“ aB’ .s?‘ -&
(90 QO‘P (’oo QO‘P
& &
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4. DISCUSSAO
4.1 Sensibilidade dédemilela vastatrix aos ditiocarbimatos

Todos compostos apresentaram efeitos inibitorios a germinagéo de esporos de
H. vastatrix. A andlise da variavel do #eomb Obtidos pelas curvas dos dois
experimentos demostrou que os tratamentos 1B e 2B tiveram desempenho similar ao
controle padrdo mancozebe. Entretantoc@spostos do grupo “A” foram menos
eficientes para inibir a germinacéo do fungo em relacdo aos compostos do grupo B e

0 controle com mancozebe (Tabela 1).

As diferencas no parametro gfCentre os tratamentos encontradas nesse
podem ser explicadas por fatores inerentes a fisiologia e genética do fungo.
Kretschmer em 2009, utilizandBotrytis cinerea como modelp relatou que os
fungos respondem ao estresse causado pelos fungicidas pela alteracdo do sitio-alvo,
desintoxicacdo do fungicida, super-expressao do alvo com aumento de moléculas de

fungicidas no citosol e pelo efluxo de fungicidas do sitio alvo.

Geralmente, os novos candidatos a fungicida sdo selecionados através de
ensaiosin vitro, por comparacées com fungicidas eficientes para o controle de
doencas. Neste trabalho optou-se pelo mancozebe, por trés motivos enumerados

abaixo:

1. O mancozebe ¢é classificado como um fungicida multi-sitios, e o
mecanismo bioquimico de acdo, esta relacionado com a interacdo de sitios -SH
presente nas estruturas das proteinas (FRAC, 2017; Sisler e Ragsdale, 1986).
Possivelmente, a analogia das estruturas dos ditiocarbimatos e os ditiocarbamatos,
evidencia que esses grupos, possam utilizar o mesmo mecanismo, para inibir rotas

metabolicas dos fungos;

2. Trata-se de um produto amplamente utilizado na agricultura, para controle
de doencas causadas por fungoa sua utilizagdo tém aumentado em misturas
comercias para controle de ferrugens (Goeoai., 2016; Duarteet al., 2008). No
caso daFC, os principais fungicidas multi-sitios utilizados sdo os a base de cobre
(Zambolim, 2016; Souzet al., 2011). Entretanto, o ion cobre pode apresentar danos
a producédo de fotoassimilados ao destruir os cloroplastos e afetar o fotossistema Il,
além de contaminar e acumular no meio ambiente, quando usado em doses
indiscriminadas (Kroftaet al., 2012; Petitet al., 2012). H4 também tendéncia
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mundial na agricultura para abandonar o emprego de produtos que tenham metal

pesado na sua composi¢do como o cobre e o estanho;

3. O mancozebe é um etilenobisditiocarbamato derivado do &cido
ditiocarbamico e produz metabdlitos advindos da sua degradacdo, como um fator
limitante. Moléculas deste grupo tem como caracteristica serem precursores de
metabdlitos carcinogénicos ao homem, como o etileno tioureia (ETU) e as
nitrosaminas (Mremet al., 2014; Caldast al., 2004).

4.2 Efeito dos ditiocarbimatos sobre as variaveis epidemiolégicas da ferrugem-

do-cafeeiro

Os resultados promissores dos compostos 1A, 2A, 1B e 2B nos testes de
inibicdo da germinacéim vitro, possibilitaram avancar no estudo do comportamento
desse grupo quimico, no controle €&, para testesn vivo em condi¢cdes
controladas. Foram delineados 2 experimentos para obtencdo das variaveis
epidemioldgicas LSE, LE, PI, PL, PE e AACPD (Figura 4).

Os resultados dos estudos com as variaveis epidemiolégicas mostraram que 0s
ditiocarbimatos apresentam eficacia similar ao controle positivo mancozebe.
Destacaram-se nas analises das variaveis os compostos 2A, 1B e 1A (Figura 4).
Obteve-se os maiores valores de Pl e PL e menor valor de PE paras essas moléculas,
sugerindo que estes compostos do grupo dos ditiocarbimatos podem reduzir os ciclos
da doena eficientemente (Lecleret al., 2014). O préximo passo, sera avalid-los em
condi¢cdes de campo, visando estudar o tempo de degradacdo na superficie foliar e o

namero de dias que tais produtos protegem as plantas do atdeie da

Comumente, maiores valores estimados das varidveis Pl e PL
concomitantemente com menores de PE indicam que as epidemiS w@io
menores valores para taxa de progresso (r) e, provavelmente o efeito na producao,
nao seria tdo pronunciado. Por outro lado, menores valores estimados de Pl e PL
combinados com maiores valores PE, podem evidenciar um elevado risco de
epidemia precoce, potencializando o risco de dano, na safra do segundo ano de
producéo, pelo fato de cafeeiro ser uma planta bienal. Quando o controle quimico é
ineficiente, a doenca reduz os rendimentos da safra seguinte e as perdas tendem a ser
mais graves (Souzat al. 2011, Talhinhagt al., 2017). A ineficiéncia do controle
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quimico é devidaa maior pressado de in6culo, pelo aumento da LE e AACPD nos
novos sitios de infeccao.

Os compostos ditiocarbirta foram eficazes para inibir a germinacdo de
uredosporos e para reduzir a intensidade da doenca. Entretanto, o tratamento 2B foi o
ditiocarbimato com menor intensidade de controle para as variaveis LSE, LE e
AACPD. Essas diferencas podem estar ligadas ao fato dos tratamentos possuirem
diferencas estruturais importantes e as mais relevantes consistem em: i) 0s compostos
1B e 2B possuem o cation tetrabutilamdnio, enquanto os tratamentos 1A e 2A
possuem o cation tetrafeniffidnio: ii) presenca do grupo metila nos compostos 2A e
2B, e presenca do 4-clorofenila em 1A e 1B. A priori, essas diferencas estruturais
podem mudar aspectos fisicos que influenciem dispersdo em agua e a interacdo com

aparede celular.

A solubilidade em &gua dos compostos para preparo da calda de pulverizacao
podem ser um fator que influenciou o controle da doenca. Outro ponto de destaque €
gue complexos lipofilicos organicos com cadeias alifaticas ou aromaticas podem
interagir com a bicamada lipidica da membrana plasmatica, camadas de ceras,
epidermes e cuticulas (Pinnetyal., 1997). Para elucidar se existem diferencas na
solubilidade em agua dos compostos, torna-se necessario estimar parametros que
guantifiguem a lipofilicidade dos compostos, conlogP. Estudos que discriminam
valores 6timos de constantes, comdog P, poderiam elucidar o equilibrio de
regides apolares e polares dos compostos, predizer o quanto 0s compostos s&o
solaveis em agua e refinar o seu uso em meio aquoso (Bemfaahgt?003).

A natureza hidrofébica dos compostos 1A, 2A, 1B e 2B permite interacdo com
estruturas lipidicas presentes na superficie das folhas das plantas e
consequentemente, pode ter ocorrido, diferencas na adesdo dos compostos na
superficie foliar (Hunschet al., 2006). A adesdo dos compostos na superficie foliar
€ muito importante para o controle eficiente de doencas, principalmente, em folhas
cerosas como a do cafeeiro e poderia explicar as diferencas de controle entre os
compostos (Oliveirat al., 2003.
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que as novas moléculas do grupo ditiocarbimato (1A, 2A e 1B)
constituem mais uma opc¢ao, para o controle da ferrugem do cafeeiro, com eficiéncia

de controle similar ao produto padrdo mancozebe.
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CAPITULO Il

CONTROLE DA FERRUGEM-ASIATICA- DA-SOJA COM MOLECULAS
DO GRUPO DITIOCARBIMATO EM CONDICOES CONTROLADAS

1.INTRODUCAO

A ferrugem-asiaticalasoja (FAS) causada pelo fungo biotréfiebakopsora
pachyrhizi Sydow & P. Sydow é considerada a doenca mais importante e severa da
cultura. As perdas na producdo sao estimadas em 2 bilhdes de ddélares por ano
(Yorinori et al., 2005). O controle quimico constitui 0 método mais importante.
Entretanto, as moléculas capazes de conter as epidemias da doenca estdo perdendo
eficiéncia paulatinamente. Nos ultimos 20 anos, ndo foi lancado nenhum grupo de
fungicidas com movimento sistémico e com efeito protetivo na planta, para o
controle da ferrugem asiatica da soja. Os fungicidas sistémicos fungicidas tém sitios
especificos que inibem ou bloqueiam apenas uma rota metabdlica do fungo e
necessitam da complementariedade de compostos multi-sitios, para que atuem em
diferentes rotas metabdlicas do fungo, visando garantir a eficacia de controle (Godoy
etal., 2016).

Atualmente, ja foram detectados casos de resisténcias multiplas aos principais
grupos quimicos (triazois, estrobilurinas e dicarboximidas) destinados ao controle da
doenca e encontrar novos principios ativos € um grande desafio para a
sustentabilidade de todo o complexo soja no Brasil (Sclenélz, 2014; Xavieret
al., 2015; Twizeyimanat al., 2017; Simdest al., 2018).

Dai para dar maior protecdo aos fungicidas com mecanismo bioquimico de
acao especifico, as empresas estao recorrendo a fungicidas multi-sitios desenvolvido
na década de 1950-60. Os principais séo os ditiocarbamatos (mancozebe) e nitrilas
(clorotalonil). Estes fungicidas estdo sendo utilizados para controlar a doenca e
reduzir a pressao de selecao sobre a populagdopdehyrhizi (Godoyet al., 2018.

Diversos trabalhos de pesquisas tém evidenciedaitro, o fato dos
ditiocarbimatos inibir o crescimento micelial de fungos das esp€oiéstotrichum
gloeosporioides e Botrytis cinerea (Bottegaet al., 2013, Oliveiraet al., 2015). O
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grupo ditiocarbimato é andlogo aos ditiocarbamatos, porém ndo possuem
representantes comerciais. Ja& os ditiocarbamatos sdo amplamente utilizados na
agricultura e o principal representante € o0 mancozebe. Tais grupos diferem
quimicamente, apenas pela existéncia de uma ligacdo dupla entre os atomos de
carbono e nitrogénio. Neste contexto, destaca-se pesquisas que busquem novas
moléculas com boa aceitacdo pela sociedade para o controle da FAS. Os
ditiocarbimatos estdo despontando como um grupo de fungicida promissor para

compor formulacdes para controle de doencas em plantas.

Considerando as grandes perdas provocadas pela FAS e a necessidade de
encontrar novas moléculas eficientes para o controle dessa doenca, delineou-se esse
trabalho, com o objetivo de avaliar o potencial dos ditiocarbimatos para o controle da
FAS.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Sensibilidade dd”hakopsora pachyrhizi aos ditiocarbimatos

A sintese dos diotiocarbimatos (1A, 2A, EB2B) e o experimentos de
sensibilidade do fungd. pachyrhizi aos compostos foram realizados de forma
analoga a metodologia descrita no capitulo I. O experimento para avaliagdo da
sensibilidade deP. pachyrhizi foram in vitro, em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), arranjo fatorial (5x5x3) e trés repeticbes. O primeiro fator
correspondente aos compostos 1A, 2A, 1B, 2B e mancozebe (Sigma Aldrich®). O
segundo fator constituiu as doses para cada composto: 0.2, 0.1, 0.05, 0.005, 0.0005
mmol.L?, além dos controles com meio agar-agua, DMSO a 0,5% (v/v) e Tween 80
a 0,5% (v/v). A massas moém(g.mof!) dos compostos utilizadas como referéncia
para os célculos das concentracdes foram:=2B88,78, 2A= 1081,81, 1A=
1275,66, 1B= 1082,64 e mancozebe = 266,51.

2.2 Producao de uredosporos dPhakopsora pachyrhizi e conducdo das plantas

de soja

Plantas de soja da variedade TMG 132 foram conduzidas em vasos de 2 cm3
durante todo o experimento. Os vasos de soja receberam quinzenalmente 100 mL de
uma solucdo nutritiva contendo em /fings seguintes componentes: 192 de KClI,
104,42 de KSQ4, 150,35 de MgS©7H0, 61 de ureia, 0,27 de NMO7024.4H20,
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1,61 de HBOg, 6,67 de ZnSQ 1,74 de CuS©5H:0, 4,10 de MnCl4H;0, 4,08 de
FeSQ.7H.0 e 5,58 de EDTA bissédico. Uredosporos foram coletados na regido de
Vicosa-MG, inoculados no estadio fenoldgico V5 e as plantas foram mantidas por
48h na camara de nevoeiro, no escuro a 22°C. Em seguida as plantas foram

colocadas em camara de crescimento com fotoperiodo de 12 horas.

Apbs o 30° dia foram realizadas até 3 coletas de uredosporos, os quais foram

armazenados em um dessecador a 4°C e 50% de umidade durante 30 dias.

2.3 Efeito dos ditiocarbimatos no controle da FAS em condi¢cdes de caka-

vegetacao

Foram realizados dois experimeniosvivo em DIC. Os tratamentos foram
constituidos por 1A, 2A, 1B, 2B e mancozebe na dose 0,05.mhwlos controles
com agua e o adjuvante haiten (Arysta ®) na dose denD,lL’l. Os tratamentos
foram aplicados na face abaxial até antes do ponto de escorrimento no 3° ou 4° par
de trifélio das plantas de soja. A inoculacdo por aspersdo de uma suspensao na
concentracdo de §QuredoporosnL™? foi realizada 24 horas apos aplicacdo dos
tratamentos e as plantas foram mantidas por 48 horas no escuro em camera umida.
As plantas de soja famamantidas em uma camara a 22°C e com fotoperiodo de 12
horas. As variaveis resposta obtidas foram:

1) Periodo Latente (PL): a avaliacdo corresponde ao periodo compreendido

da inoculacao até a observacao da primeira lesdo com esporos.

2) Numero de pustulas por cm? (pastulas/cm?): valor médio correspondente a
observacéo aleatéria do numero de pustulas em 5 regifes de 1 cm2 de cada foliolo da

unidade amostral.

3) Eficiéncia de Controle Relativa (ECR): calculada a pattif‘rd-ésima
observacéo da variavel pustulas/cm? pela equacao: Ef:—%%};ﬂi) = 100, onde:
mc
Y., . = Valor médio do controle negativo
¥, = Valor obtido para varidvel pustula/cm® na “n”-ésima observacao.

4) Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD): Calculada a partir
da integralizacdo do valores de pustulas/cm? pela equacdo: AACPD =
(Zia[ (Ve + ¥)/2] [ti2q — £4])/At em que:

31



n = nimero de observacgoes.

At = periodo de avaliacdo da doenca.
¥, = indice de pustulas por cm? na “i”’-ésima observacao.
t, = tempo da “i”’-ésima observacao, em dias.

2.4 Anélise estatistica

Para o experimento de sensibilidade Rlepachyrhizi aos compostos, 0s
dados obtidos foram transformados em log(x) e em seguida submetidos a analise de
regressdo logistica. A variavel referente a concentracdo inibitéria de 90% dos
uredosporoslCgo) foi estimada para cada composto. Para os experimentos visando a
obtencéo das variaveis PL, pustulas/cm2, AACPD e ECR os dados foram submetidos
a analise de variancia e o agrupamento das médias foi realizado pelo testé-de
Knott. Todas as andlises foram feitas no software R (R Core Team @#HR)o os

pacotes; readr, readxl, plyr, dplyr, drc, stats e easyanova.

3. RESULTADOS
3.1 Sensibilidade dd”hakopsora pachyrhizi aos ditiocarbimatos

Os dados obtidos a partir da contagem dos esporos nas placas de Petri foram
submetidos a analise de regressao logistica e a variagdbl@stimada para cada
composto (Tabela 1; Figura 1). Os menores valores giefd€am de 0,006 para o
tratamento com a molécula 1B no experimento 1 e 0,006 para o mancozebe no
experimento 2 (Tabela 1). Todos os compostos apresentaram efeitos inibitérios sobre
o fungo. O menor valor de’Ryjustado foi de 0,854 para 1B e o mais elevado foi
0,998 para 2A (Tabela 1). As doses mais baixas de mancozebe, 1A, 1B inibiram mais
de 50% da germinacao dos uredoporos (Tabela 1; Figuta dnélise do 1Gocomb
dos compostos demostrou ndao haver diferenca significativa entre os tratamentos 1A,
1B e 2B com controle padrdo mancozebe (Tabela 1). O menor desempenho foi

observado para 2A, que diferiu significativamente dos demais tratamentos.
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Tabela 1Valores ddCgo (MmmolL™Y) paraPhakopsora pachyrhizi e modelo Logisticd(y) = ¢ {d-cH{1 exp(b(\log(x)-\log(e)))}.

Experimento 1 Experimento 2
Molécula
Parametros* R2 IC 90 Parametros* R2 IC o0 IC 90 comb
Mancozebe b=-2,1; c=54,8; d=100,0; e=0,002 0,987 0,007 b=-2,0; ¢=57,0; d= 100,0; e=0,002 0,995 0,006 0,0065b
1A b=-1,6; c=72,4; d=100,0; e=0,002 0,976 0,008 b=-1,5 c=81,9; d=100,0 e=0,002 0,994 0,009 0,0085b
1B b=-2,1; ¢=60,3; d= 100,0; e=0,002 0,923 0,006 b=-2,1; ¢=60,3; d= 100,0; e=0,002 0,854 0,008 0,0070b
2A b=-1,4 ¢c=22,9; d=100,0 e=0,012 0,998 0,062 b=-1,8 ¢c=16,8; d= 100,0; e=0,017 0,969 0,058 0,0600a
2B b=-2,8 c=41,2; d=100,0 e=0,004 0,936 0,010 b=-3,0 ¢=29,89; d= 100,0; e=0,004 0,893 0,009 0,0095b

IC90: Concentracgao inibitéria de 90% do urepodosporoBhadopsora pachyrhiz; ICgo coms Valores médios de ¥g dos dois experimentos;
Rz Coeficiente de determinacdo ajustado; (*): Parametros diferentes de O pelo teste t de Stade@b)pLetras iguais ndo diferem

significativamente pelo teste de Scott-Knot&(p,05).
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Figura 1. Curvas de da inibicdo da germinacgéo dos uredopos$taskdpsora pachyrhiz e ICqo. E1: Experimento;IE2: Experimento 2.
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3.2 Efeito dos ditiocarbimatos no controle da FAS em condi¢cdes de caka-

vegetacéao

Os tratamentos 1B 2B nao tiveram estimativas e ndo foram considerados nos
resultados. Os dados dos tratamento® 2B foram prejudicados pela expressao de
sintomas de fitotoxidez nos foliolos de soja apdés 24 horas da aplicacdo dos
tratamentos na dose de 0,05 mindl (Figura 2). Os tratamentos 1A, 2A e

mancozebe ndo apresentaram danos aos foliolos da soja nas concentracdes utilizadas.

O periodo latente (PL) para o controle com &gua foi de 9 dias. O aparecimento
dos sinais foram mais tardios no tratamento 2A (média= 21 dias) e a estimativa para
a molécula 1A foi de 12 dias. Nao foi observado lesGes para o0 mancozebe e o PL nédo

foi estimado.

Para a variavel pustulas por cm? (pUstcla’) o tratamento controle com agua
apresentou média de 12,20 pustmia’, diferindo significativamente dos demais
tratamentos. O composto 1A apresentou 6,9 pustidaliferindo significativamente
de todos os tratamentos tendo obtido o segundo maior indice de doenca. A média
para tratamento com a molécula 2A foi estimada em 0,85 pustulas/cm? e para o
mancozebe (0,00) e estes tratamentos nado diferiram entre si (Figura 3).

Em relacdo a variavel AACPD o tratamento controle com agua apresentou o
valor médio de 75,8 e diferiu significativamente dos demais. A molécula 1A obteve a
média estimada em 43,50 e apresentou diferenca significativa para os tratamentos 2A
(4,16) e mancozebe (0,00). A molécula 2A e o mancozebe né&o diferiram

significativamente entre si (Figura 3).

O tratamento com o produto quimico 1A com 42,69 % de pustula/cm? teve a
mais baixa eficiéncia relativa de controle. Este tratamento diferiu significativamente
dos tratamentos com o produto quimico 2A (92,99 %) e mancozebe (100%) no
controle da doenca, respectivamente. A molécula 2A e o mancozebe nao diferiram

significativamente entre si (Figura 3).

36



Figura 2. Resultados do efeito da aplicacdo das moléculas nas doses de 0,05
mmol.L'! no controle da FAS. A: composto quimico H3;composto quimico 2B;
C: Controle positivo (0); D: composto quimico 1AE: composto quimico 2A; F:

Controle positivo (mancozebe).
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Figura 3. Efeito dos ditiocarbimatos sobre a intensidade FC em mudas de soja. Letras

iguais nao diferem significativamente pelo teste de Scott-KnetD(p5).
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4. DISCUSSAO

4.1 Sensibilidade dd>hakopsora pachyrhizi aos ditiocarbimatos

Os testes de sensibilidade evidenciaram o potencial das moléculas dos
ditiocarbimatos para o controle d& pachyrhizi (Tabela 1). Verificou-se que o
aumento da concentracdo dos ditiocarbimatos ocasionou maior efeito inibitério no
fungo (Figura 1). Houve forte associagao entre o incremento da dose e o aumento da
inibicdo da germinacdo, demostrados pelos valores?dgujperiores a 0,854 para
todos os compostos.

A analise dos valores de décomb demostrou a capacidade das moléculas dos
ditiocarbimatos 1A, 1B e 2B inibirem a esporulacdoRdgpachyrhizi similar ao
controle padrdo mancozebe. O tratamento com a molécula 2A diferiu dos demais
tratamentos e foi 0 menos ativo. Entretanto, houve 100% de inibicdo dos esporos a
partir da dose 0.1 mmdlt. A variacdo de desempenho apresentadaspelo
ditiocarbimatos podem ser explicados pela ac¢do fungitoxica na germinacdo dos
esporos. Fatores fisiolégicos e genéticos que podem influenciar a capacidade do
fungo responder aos estresses causados por fungicidas (KretschAime009).

Reduzir a esporulacédo do fitopatdgeno € uma caracteristica muito importante
para fungicidas multi-sitios protetores, uma vez que estard afetando o ciclo
reprodutivo do fungo e contribuindo para o reduzir a pressao de selecédo em fungos

ao mitigar a frequéncia de mutacdeskrpachyrhizi (Klosowskiet al., 2016).

4.2 Efeito dos ditiocarbimatos no controle da FAS em condi¢cfes de caba-
vegetacao

Os resultados promissores das moléculas do grupo dos ditiocarbimatos 1A,
1B, 2B e 2A nos testes de inibicdo da germinagdovitro, possibilitaram
desdobramentos para a realizacdo de estudos sobre o comportamento do grupo
ditiocarbimato, no controle da FAS, em testegvo, sob condicdes controladas, em
casadevegetacdo. Para tal, foram delineados experimentos, para obtencdo das
variaveis referentes a eficiéncia de controle: PL, pustulas/cm?2, ECR e AACPD. Os
resultados mostraram que o composto 2A apresentou grande potencial no controle da
FAS com eficacia similar, ao tratamento controle positivo mancozebe. O tratamento
2A apresentou alto valor de PL e menor numero de pustulas/cm2z e AACPD

demonstrando que os ditiocarbimatos podem reduzir o numero dos ciclos de
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infeccOes da doenca e consequentemente apresentam grande potencial no controle
(Leclerc et al., 2014). O préximo passo, sera avalia-los em condicbes de campo,
visando estudar o tempo de degradacao na superficie foliar e o efeito protetor contra
FAS.

Nos experimentos vivo, observou-se fitotoxidez para os tratamentos com as
moléculas 1B e 2B. Entretanto, ndo houveram anomalias visiveis nos tecidos foliares
submetidos aos tratamentos com as moléculas 1A e 2A. A principal diferenca
estrutural entre os dois grupos consiste na presenca de contra-ions diferentes. O
grupo A apresenta o tetrafenilfosfonio e, o grupo B, possui o tetrabutilamonio. O
caminho a ser investigado, para a provavel explicacdo da auséncia de fitotoxidez no
grupo A e, fitotoxidez no grupo B, € estudar a degradacdo dos compostos e a
liberacdo do ion amonio. As células vegetais, tem a capacidade de absorver o ion
amonio de formar passiva. Porém, se os niveis de absorcdo forem maiores que os de
metabolizacdo pode ocorrer a intoxicagéo dos tecidos foliares (Barker, 1999).

O amobnio pode causar colapso em processos relacionados a fotossintese,
sintese de ATP e na cadeia transportadora de elétrons (Opanesahk@009).

Vale ressaltar ainda que, espécies de nitrogénio em plantas, como o aménio, esta
ligado a danos foliares e no incremento da eficicia de herbicidas (Castvalho
2011).

Os resultados das variaveis PL, pustulas/cm?, ECR e AACPD para o
experimentoin vivo, demostrou que o tratamento com a moléclha ndo foi
eficiente para controlar BAS. As moléculas 2A e o mancozebe foram eficientes e
nao diferiram significativamente entre si. Entretanto em doses maiores da molécula
1A, é possivel que haja aumento de sua eficiéncia. No presente trabalho as moléculas
dos ditiocarbimatos foram empregadas em razdo molares para padronizar o nUmero
de moléculas em cada tratamento. Assim, a concentracdo molar (0,03 ™rdel
cada molécula utilizada no experimento para variaveis epidemiologicas equivale a
uma reducado de 175 vezes em relacdo a recomendacao de 3,75 quilos gramas do
ingrediente ativo mancozebe por hectare.

Outra hipotese que pode explicar essa diferenca de controle pode estar
relacionada com a composigdo estrutural das moléculas. A principal diferenca
estrutural entre os tratamentos com as moléculas 1A e 2A consiste na presenca do

grupo metila na molécula 2A, e presenca do 4-clorofenila na molécula 1A. A priori,
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essas diferencas estruturais podem mudar aspectos fisicos que influenciam
dispersédo em agua.

Compreender a dispersdo e solubilidade em meio aquoso pode ajudar a
entendera diferenca de controle entre as moléculas 1A e 2A. O preparo da calda é
um ponto critico e a solubilidade em 4gua pode afetar a homogeneidade da disperséo
dos compostos em meio aquoso. A natureza hidrofébica dos compostos, permite
maior interacdo com estruturas lipidicas presentes na superficie das folhas das
plantas e consequentemente, pode ter ocorrido diferencas na adesdo dos compostos
na superficie foliar (Hunsclretal., 2006).

Outra hipotese relevante € que diferencas na hidrofobicidade dos complexos
lipofilicos organicos podem permitir niveis distintos de interacdes com regides
lipofilicas das células fangicas ou dos vegetais, principalmente compostos com
cadeias alifaticas ou arométicas nas extremidades. Estas caracteristicas sugerem
possiveis diferencas dos compostos, ao interagir com a bicamada lipidica da
membrana plasmatica, camada de cera, epiderme e cuticula (&iahey997). A
existéncia de tais diferencas, poderiam influenciar a capacidade dos compostos ou

inibir a germinacéo dos uredosporos na superficie foliar.

5. CONCLUSAO
Conclui-se que as moléculas do grupo A (1A e 2A) tém potencial para controle
da ferrugem-asiatica-da-soja. A molécula 2A tem grande potencial por apresentar

controle similar ao produto padrédo mancozebe.

6. REFERENCIAS

Barker A V. (1999) Foliar ammonium accumulation an index of stress in plants.
Commun Soil Sci Plant Anal 30:16%74. doi: 10.1080/00103629909370193.

Bottega FC, Oliveira MRL, Garcia CV, Menezes DC (2013) Syntheses,
characterization and antifungal activity of tris(1,10-phenanthroline) iron(ii)
bis(n-r-sulfonyldithiocarbimate)zincate(ii) Quim. Nova 803-807. doi: 36:803
807.

41



Carvalho P, Jorge SFT, Carvalho P, Dias R, Carolina A e Jacob P (2011)
Participacdo do nitrogénio na inducdo de injurias foliares e na eficacia do
herbicida glyphosate. Rev Ceres 58:33%.

Godoy CV, Utiamada CM, Meyer MC, Campos HD, Forcelini CA, Pimenta CB,
Filho DSJ (2016) Eficiéncia de fungicidas multissitios no controle da ferrugem-
asidticadasoja, Phakopsora pachyrhizi, na safra: resultados sumarizados dos

ensaios cooperativos Embrapa 1-7.

Hunsche M, Bringe K, Eiberge MS and Noga G (2006) Leaf surface characteristics
of apple seedlings, bean seedlings and kohlrabi plants and their impact on the
retention and rainfastness of mancozeb Pest Management Science- 827339

Kretschmer M, Leroch M, Mosbach A, Walker A, Fillinger S, Mernke D,
Schoonbeek H, Pradier J, Leroux P, Waard M and Hahn M (2009) Fungicide-
Driven Evolution and Molecular Basis of Multidrug Resistance in Field
Populations of the Grey Mould Fungus Botrytis cinerea.. doi:
10.1371/journal.ppat.1000696.

Klosowski AC, Brahm L, Gerd S and Mio LLMM (2016) Competitive Fitness of
Phakopsora pachyrhizi Isolates with Mutations in the CYP51 and CYTB Genes
Phytopatology 106: 1278-1284. doi: 10.1094/PHYTO-01-16-0008-R

Leclerc M, Doré T, Gilligan CA, Lucas P, Filipe J A N (2014) Estimating the delay
between host infection and disease (incubation period) and assessing its
significance to the epidemiology of plant diseases. PLoS One 9. doi:
10.1371/journal.pone.0086568.

Oliveira AA, Oliveira MRL, Rubinger MMM, Pil6a EL, Meneses DC and Zambolim
L (2015) Bis(4-fluorophenylsulfonyldithiocarbimato) zincate(ii) salts: new
antifungals for the control of Botrytis blight Quimica Nova 757-761
doi.org/10.5935/0100-4042.20150075.

Opanasenko VK, Vasyukhina LA (2009) Synergism of ammonium and palmitic acid
in uncoupling of electron transfer and ATP synthesis in chloroplasts.
Biochemical 74:643647. doi: 10.1134/S000629790906008X.

42



Pinney J, Ruland K (1997) Trace metal exchange in solution by the fungicides ziram
and maneb (dithiocarbamates) and subsequent uptake of lipophilic organic zinc,

copper and lead complexes into phytoplankton cells. 16:Z2083.

R Core Team (2013). R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL http://www.R-

project.org/.

Schmitz HK, Medeiros CA, Craig IR, Stammler G (2014) Sensitivity of Phakopsora
pachyrhizi towards quinone-outside-inhibitors and demethylation-inhibitors, and
corresponding resistance mechanisms. Pest Management Science-388378
doi: 10.1002/ps.3562.

Simdes K, Hawlik A, Rehfus A, Gava F and Stammler G (2018) First detection of a
SDH variant with reduced SDHI sensitivity in Phakopsora pachyrhizi. J Plant
Dis Prot 125:2126. doi: 10.1007/s41348-017-0117-5.

Twizeyimana M, Hartman GL (2017) Sensitivity of Phakopsora pachyrhizi isolates
to fungicides and reduction of fungal infection based on fungicide and timing of
application. Plant Diseases 101:1228. doi: 10.1094/PDIS-04-16-0552-RE.

Xavier SA, Koga LJ, Barros DCM, Canteri MG, Lopes ION and Godoy CV (2015)
Variacdo da sensibilidade de popula¢gdes de Phakopsora pachyrhizi a fungicidas
inibidores da desmetilacdo no Brasil. Summa Phytopathologica 419®.1doi:
10.1590/0100-5405/2068.

Yorinori JT, Paiva WM, Frederick RD, Costamilan LM, Bertagnolli PF, Hartman
GE, Godoy CV, Nunes J (2005) Epidemics of Soybean Rust (Phakopsora
pachyrhizi) in Brazil and Paraguay from 2001 to 2003 J. Plant Diseases-89:675
677. doi: 10.1094/PD-89-0675.

43



