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RESUMO

O objetivo do presente estudo ¢ determinar, ‘in vitro’, a dose-resposta de fungicidas
inibidores da demetilacdo (DMI), da quinona oxidase (Qol) e da succinato
desidrogenase na inibicdo de crescimento micelial dos fungos Cercospora coffeicola,
Phoma tarda e Colletotrichum gloeosporioides e avaliar, em casa de vegetagdo, o
incremento fisioldgico das plantas do cafeeiro mediante a aplicacdo dos fungicidas.
Foram avaliados oito principios ativos do grupo das Estrobilurinas, Triazois,
Carboxamidas e Anilida nas concentragdes equivalentes a 5, 25, 50 e 100 % da dose de
campo, na inibicdo micelial dos fungos em estudo. A avaliagdo foi realizada
mensurando-se o didmetro das col6nias de forma perpendicular, até o fungo atingir a
borda da placa. Foi calculado o indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM)
para obter a dose resposta. Os efeitos fisioldgicos dos fungicidas usados para controlar
patdgenos necrotrdficos do cafeeiro em mudas foi implantado em casa de vegetacdo. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados, compostos por sete tratamentos,
a testemunha, Difenoconazol + Pydiflumetofen, Azoxistrobina + Difenoconazol,
Boscalida, Trifloxistrobina + Tebuconazol, Azoxistrobina + Tebuconazol e
Piraclostrobina + Fluxapiroxade e cinco repeticdes. Foram realizadas as avaliacfes de
altura, didmetro, &rea foliar, teor de clorofila, peso seco, fendis totais, teores de lignina e
camada de cera das plantas. Para os patogenos necrotréficos do cafeeiro (C.
gloeosporioides, P. tarda e C. coffeicola) a dose resposta indicada para estudos do
crescimento micelial e IVCM ¢é de 5% da dose campo, sendo Azoxistrobina 11,3 ppm +
Tebuconazol 18,8 ppm, Tebuconazol 20 ppm + Trifloxistrobina 10 ppm, Difenoconazol
6,3 ppm + Pydiflumetofen 3,8 ppm, Azoxistrobina 10 ppm + Difenoconazol 6,3 ppm,
Boscalida 9,4 ppm e Piraclostrobina 25 ppm + Fluxapiroxade 12,5 ppm. Para C.
gloeosporioides Difenoconazol + Pydiflumetofen, Azoxistrobina + Difenoconazol,
Tebuconazol + Trifloxistrobina e Azoxistrobina + Tebuconazol obtiveram valores de
ICso abaixo de 0,1 ppm, para a ICge, 0S valores mais baixos foram verificados para
Azoxistrobina + Tebuconazol e Tebuconazol + Trifloxistrobina. Para P. tarda,
Difenoconazol + Pydiflumetofen, Azoxistrobina + Difenoconazol, Boscalida e
Piraclostrobina + Fluxapiroxade apresentaram doses de ICso inferiores a 1 ppm de
fungicida e para ICq, Difenoconazol + Pydiflumetofen, Azoxistrobina + Difenoconazol
e Piraclostrobina + Fluxapiroxade apresentaram doses inferiores a 1 ppm. Para C.
coffeicola Difenoconazol + Pydiflumetofen, Azoxistrobina + Difenoconazol,
Tebuconazol + Trifloxistrobina e Azoxistrobina + Tebuconazol, apresentaram 1Csg
inferior a 1 ppm e para 0 1Cge, Azoxistrobina + Difenoconazol e Tebuconazol +
Trifloxistrobina apresentaram dose resposta inferior a 1 ppm. N&do foi observada
diferenca da altura, didmetro, parte aérea e teor de clorofila nas mudas de cafeeiro. O
menor peso da parte aérea das mudas secas foi encontrado no tratamento Tebuconazol +
Trifloxistrobina. Aos trinta dias decorridos da pulverizacdo, o0s tratamentos
Azoxistrobina + Tebuconazol, Boscalida e Difenoconazol + Pydiflumetofen
apresentaram maiores valores de fendis totais. O tratamento Difenoconazol +
Pydiflumetofen aumentou a quantidade de lignina. Em todos os tratamentos com
fungicidas foi observada presenca de camada de cera. Nao foram observados sintomas
de fitotoxidez.

Palavras-chave: Cafeeiro. Dose resposta. ‘in vitro’. Fungicidas. Colletotrichum
gloeosporioides. Phoma tarda. Cercospora coffeicola. Incremento fisiologico.



ABSTRACT

The objective of the present study is to determine, 'in vitro', the dose-response of fungicides that
inhibit demethylation (DMI), quinone oxidase (Qol) and succinate dehydrogenase in inhibiting
the mycelial growth of the fungi Cercospora coffeicola, Phoma tarda and Colletotrichum
gloeosporioides and evaluate, in a greenhouse, the physiological increase of coffee plants
through the application of fungicides. Eight active principles from the group of Strobilurins,
Triazoles, Carboxamides and Anilide were evaluated at concentrations equivalent to 5, 25, 50
and 100% of the field dose, in the mycelial inhibition of the fungi under study. The evaluation
was carried out by measuring the diameter of the colonies perpendicularly, until the fungus
reached the edge of the plate. The mycelial growth velocity index (MGVI) was calculated to
obtain the dose response. The physiological effects of fungicides used to control coffee
necrotrophic pathogens on seedlings was implanted in a greenhouse. The experimental design
was in randomized blocks, consisting of seven treatments, the control, Difenoconazole +
Pydiflumetofen, Azoxystrobin + Difenoconazole, Boscalid, Trifloxystrobin + Tebuconazole,
Azoxystrobin + Tebuconazole and Pyraclostrobin + Fluxapyroxad and five replications. Height,
diameter, leaf area, chlorophyll content, dry weight, total phenols, lignin content and wax layer
of the plants were evaluated. For coffee necrotrophic pathogens (C. gloeosporioides, P. tarda
and C. coffeicola) the response dose indicated for studies of mycelial growth and MGVI is 5%
of the field dose, with Azoxystrobin 11.3 ppm + Tebuconazole 18.8 ppm, Tebuconazole 20 ppm
+ Trifloxystrobin 10 ppm, Difenoconazole 6.3 ppm + Pydiflumetofen 3.8 ppm, Azoxystrobin 10
ppm + Difenoconazole 6.3 ppm, Boscalid 9.4 ppm and Pyraclostrobin 25 ppm + Fluxapyroxad
12.5 ppm. For C. gloeosporioides Difenoconazole + Pydiflumetofen, Azoxystrobin -+
Difenoconazole, Tebuconazole + Trifloxystrobin and Azoxystrobin + Tebuconazole obtained
ICso values below 0.1 ppm, for ICq, the lowest values were verified for Azoxystrobin +
Tebuconazole and Tebuconazole + Trifloxystrobin. For P. tarda, Difenoconazole +
Pydiflumetofen, Azoxystrobin + Difenoconazole, Boscalid and Pyraclostrobin + Fluxapyroxad
showed IC50 doses lower than 1 ppm of fungicide and for IC90, Difenoconazole +
Pydiflumetofen, Azoxystrobin + Difenoconazole and Pyraclostrobin + Fluxapyroxad showed
doses lower than 1 ppm. For C. coffeicola Difenoconazole + Pydiflumetofen, Azoxystrobin +
Difenoconazole, Tebuconazole + Trifloxystrobin and Azoxystrobin + Tebuconazole, showed
ICso lower than 1 ppm and for ICg, Azoxystrobin + Difenoconazole and Tebuconazole +
Trifloxystrobin showed dose response lower than 1 ppm. There was no difference in height,
diameter, aerial part and chlorophyll content in coffee seedlings. The smallest aerial part weight
of dry seedlings was found in the Tebuconazole + Trifloxystrobin treatment. Thirty days after
spraying, the treatments Azoxystrobin + Tebuconazole, Boscalida and Difenoconazole +
Pydiflumetofen showed higher values of total phenols. The Difenoconazole + Pydiflumetofen
treatment increased the amount of lignin. In all treatments with fungicides, a wax layer was
observed. No symptoms of phytotoxicity were observed.

Keywords: Coffee tree. Dose response. ‘in vitro’. Fungicides. Colletotrichum gloeosporioides.
Phoma sp. Cercospora coffeicola. Physiological increment.
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1 INTRODUCAO

O café esta entre as mais importantes ‘commodities’ produzidas no pais. Sendo
0 Brasil o maior produtor e exportador mundial. A é&rea destinada a cafeicultura no pais
é de mais de 2,2 milhdes de hectares, com producdo média nos Ultimos 5 anos, somados
conilon e arabica, de aproximadamente 50 milhGes de sacas beneficiadas anuais
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2022).

Apesar de importantes eventos climaticos afetarem a producdo das ultimas
safras, como a geada, a ocorréncia de ciclos de baixa temperatura, déficit hidrico na
florada e ainda excesso de pluviosidade, de novembro a janeiro nas principais regioes
produtoras do pais, a ocorréncia de doencas ainda é responsavel por perdas nesse setor,
desde a fase de viveiro até a de producéo. Isso porque mais de 90% das lavouras
cafeeiras no Brasil, sdo plantadas com cultivares suscetiveis as principais doencas dessa
cultura (SANTOS, 2015; POZZA, 2021). Entre elas, destacam-se as causadas por
patdgenos necrotroficos, tais como a cercosporiose (Cercospora coffeicola Berkeley &
Cooke), a mancha de phoma (Phoma tarda (Stewart) Boerema & Bollen) e a antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides (Penz. Sacc)). Essas doengas ocasionam o0
aparecimento de manchas e podriddes, em folhas, ramos e graos do cafeeiro (POZZA et
al., 2010).

Para 0 manejo dessas doencas, o ideal € 0 emprego de cultivares resistentes, as
quais, todavia, ainda ndo estdo disponiveis, em grande escala, ao produtor. Além do
mais, como cultura perene, a renovacgdo das lavouras suscetiveis é feita de forma parcial
devido a méo de obra e ao alto custo da sua implantacdo. No manejo integrado, ainda
sdo empregadas técnicas de poda, o equilibrio nutricional, com disponibilidade de agua
em conjunto com a fertilidade do solo para reduzir a intensidade da doenca. Apesar de
todas essas técnicas empregadas, 0s cultivares sdo suscetiveis e em lavouras de alta
produtividade torna-se necessario o uso racional de agroquimicos. Os principais
fungicidas utilizados sdo os sistémicos e 0s mesostémicos, do grupo dos Triazdis, das
Carboxamidas e das Estrobilurinas, em mistura ou aplicados de forma alteranada com
os multissitios. Geralmente, sdo pulverizados entre 0s meses de agosto a mar¢co, com
inicio na florada até o término do periodo chuvoso (POZZA, 2021).

A associacdo desses fungicidas tem proporcionado melhor controle de
fitopatdgenos com maior periodo residual, vigor da planta e incremento na
produtividade do cafeeiro (HERZOG et al, 2018; VILELA, 2020). No entanto,
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precisam ser avaliados para comprovar sua eficiéncia, tendo em vista que a aplicacdo de
menores doses desses quimicos, podem apresentar baixas toxicidades e ser ineficiente
no controle dos patégenos, levando-o a adquirir resisténcia ao fungicida (CHAVES
NETO et al., 2020).

A oportunidade de testar sua eficiéncia, ou fazer a primeira triagem, é em
laboratorio, para tornar mais rapido o processo de selecdo das melhores moléculas e
ainda tornar o processo sustentavel, evitando pulverizacGes e avaliagdo somente em
experimentos de campo. No laboratério é necessario estudar qual a dose resposta ou
aquela capaz de proporcionar efeito comparativo sem inibir completamente o
crescimento ou germinacdo do patdégeno. Dessa forma, torna-se essencial estudar a
concentracdo minima do ingrediente ativo para inibir 50 e 90 % do crescimento micelial
ou da germinacdo do patogeno, o ICsp e 0 1Cqo, respectivamente.

Sendo assim, testes ‘in vitro’ sdo essenciais para estudar doses e verificar a
toxicidade do fungicida ao patdgeno. Essa caracteristica é propriedade inerente a
determinada substancia quimica, considerada fungicida quando atua em baixas
concentragdes, reduzindo o crescimento micelial do agente causal ou sua germinagao ‘in
vitro’ (REIS et al., 2010; CHAVES NETO et al., 2020).

Alguns trabalhos ja foram descritos utilizando fungicidas registrados para 0s
mais diversos patogenos com resultados promissores (FERREIRA et al., 2009;
CHAVES NETO et al., 2020; TAVARES; SOUZA, 2005). Porém, é necessario
determinar qual a dose resposta para esses testes ‘in vitro’, geralmente menor quando
comparada a de campo. Essa caracteristica, € devido as condigdes ‘in vitro’, na qual o
micélio ou os esporos do fungo estudado estdo em contato direto, por todos os lados
com o fungicida, sem a necessidade de transpor barreiras para encontra-lo. Ja em campo
0 produto é pulverizado sobre as plantas na area foliar, sendo muitas vezes perdido entre
0 equipamento de pulverizacdo e o alvo, por deriva, por evaporagdo, além de muitas
vezes, nao proporcionar boa cobertura foliar. Ainda existe a interagdo do fungicida com
outros produtos na mistura de tanque, a qualidade da agua a ser utilizada na
pulverizacdo e a interacdo deste com os exsudatos foliares e sua absorc¢do pela cuticula e
seu comportamento dentro dos parénquimas palicadico e lacunoso, até encontrar o
patdgeno. Além disso, hd também a falta de controle dos fatores ambientais, como
temperatura, umidade relativa do ar e molhamento foliar (BARTELEGA, 2022).

Alguns estudos ja determinaram as doses ‘in vitro’ e ‘in vivo’ de fungicidas para

plantas e verificaram ser a dose ‘in vitro’ inferior a ‘in vivo’. foi realizado estudo com
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soja, no qual se determinou o ICsp e I1Cgs do fungicida clorotalonil ‘in vitro’ (ICso = 0,18
ppm i.a. e ICos = 1,54 ppm i.a.) e em ‘in vivo’ (ICso = 0,24 ppm i.a. e 1Cg5 = 6,81 ppm
i.a) de Phakopsora pachyrhizi. Esses resultados confirmam o efeito fungitoxico de
menores doses ‘in vitro” no laboratério em relacdo ao campo (KAJIHARA et al., 2021).

Além de avaliar a eficiéncia de novas moléculas, formulagdes, misturas e outras
caracteristicas fisico-quimicas, outro fator a ser avaliado diz respeito as questdes
fisiologicas das plantas. Os fungicidas além de serem utilizados para controlar
patdgenos, podem promover aumento da produtividade da cultura (KOEHLE et al.,
1994), com folhas mais verdes, mais clorofila e maior crescimento (altura e didametro) e
area foliar (BASF, 2005). Todavia, a aplicacdo de fungicidas pode diminuir a espessura
da camada de cera e causar alteracdo da morfologia, provocando ferimentos, podendo
tornar a planta mais suscetivel a doencas, pragas e estresse hidrico (LICHSTON;
GODOY, 2006).

Ap6s ter estudado as doses “in vitro” e sugerir o quanto serd utilizado em
pulverizagdes nas culturas comerciais, os estudos podem ser realizados em casa de
vegetacdo para avaliar efeitos tanto no patdgeno quanto no hospedeiro, por exemplo sua
fisiologia.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar ‘in vitro’ a dose-resposta de
fungicidas para reduzir o crescimento micelial de patdgenos necrotréficos Cercospora
coffeicola, Phoma tarda e Colletotrichum gloeosporioides e também avaliar, em mudas

no viveiro, os efeitos fisiologicos desses tratamentos.
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2 OBJETIVOS

Determinar, ‘in vitro’, a dose-resposta de fungicidas inibidores da demetilagéo
(DMI), da quinona oxidase (Qol) e da succinato dehydrogenase (SDHI), na inibicdo de
crescimento micelial dos fungos Cercospora coffeicola, Phoma tarda e Colletotrichum
gloeosporioides.

Avaliar, em mudas de cafeeiro, na casa de vegetacdo, as mudancas morfoldgicas
e fisiologicas e os sintomas de fitotoxidez devido a aplicagdo dos fungicidas citados

acima.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 O Cafeeiro (Coffea arabica) e perdas causadas por doencas

A cultura do cafeeiro, originaria da regido sudeste da Etidpia e norte do Quénia,
chegou ao pais em 1727, com plantas da espécie Coffea arabica, sendo posteriormente
disseminada para as diversas regides do territorio brasileiro (MENDES et al., 2008).
Atualmente o Brasil destaca-se como o maior produtor e exportador de café do mundo,
seguido por Vietnd, Colémbia e Indonésia, respectivamente (MERGULHAO, 2017).

Porém, o cafeeiro estd sujeito a varias doencas capazes de reduzir a
produtividade e a qualidade da bebida, além de aumentar o custo de producdo (DE
LIMA et al., 2012; POZZA et al.,, 2010, POZZA, 2021). Entre os principais
fitopatdgenos responsaveis por estes danos, estdo os fungos necrotroficos causadores de
manchas e podriddes nos frutos como Cercospora coffeicola, o género Phoma (seca dos
ponteiros e mancha de Phoma) (SALGADO; PFENNING, 2000) e Colletotrichum

(antracnose, seca-de-ramos e mancha-manteigosa) (OROZCO, 2003).

3.2 Controle das doencas causadas por patogenos necrotréficos no cafeeiro

O manejo integrado de doencas é baseado em trés tipos de controle, o genético,
realizado com a utilizacdo de cultivares resistentes, o cultural, visa principalmente o
equilibrio entre a quantidade de agua e os nutrientes fornecidos e o quimico, com o
emprego de fungicidas protetores e sisttmicos. Quando manipulados corretamente,
reduzem tanto o inoculo inicial (yo) quanto a taxa de progresso (r) de doengas no campo.

Devido a maioria da area plantada ser cultivada com variedades suscetiveis,
emprega-se com frequéncia os fungicidas. Geralmente a mistura dos grupos sistémicos e
mesostémicos dos Triazdis e das Estrobilurinas, respectivamente, aplicados entre 0s
meses de agosto e margo, alternados ou misturados com protetores ou multissitios
(POZZA et al., 2021).

Essa associacdo tem proporcionado melhor controle de fitopatdgenos, com
maior periodo residual, vigor da planta e incremento na produtividade do cafeeiro
(CERESINI et al., 2018; HERZOG et al., 2018; HOLLOMON, 2015; VILELA, 2020).
Seus componentes sdo absorvidos de forma gradual e constante nas folhas,
apresentando mobilidade mesostémica ou translaminar (VENANCIO et al., 1999).
Porém, seu uso continuo tem resultado na perda de sua efetividade (BARBOSA
JUNIOR, 2020; VALLIERI et al., 2011).
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Com a impossibilidade da criagdo de novos produtos ou mais precisamente da
descoberta de novas moléculas, as grandes empresas do ramo de defensivos agricolas
tém se mobilizado para melhorar as formulagbes ja existentes, com o intuito de
desenvolver produtos com misturas de fungicidas, como estratégia para evitar a sele¢do
de populagdes resistentes, de forma a aumentar o tempo e a durabilidade de seus
principios ativos (FRAC, 2010; VAN DEN BOSCH et al. 2015).

Em relacdo ao cafeeiro, entre os principais agentes etioldégicos encontrados no
campo estdo a Cercospora coffeicola, a Phoma tarda e o Colletotrichum
gloeosporioides. Para controlar esses patdégenos destaca-se a utilizacdo de fungicidas
dos grupos quimicos triazois, estrobilurinas e carboxamidas, além dos de contato ou

protetores.

3.3 Grupo quimico dos Triazdis, das Estrobilurinas e das Carboxamidas
3.3.1 Triazois

Os triazois sdo fungicidas organicos de acdo sistémica, ou seja, sdo moveis na
planta, absorvidos no local de aplicacéo e entdo podem ser translocados ou movimentar-
se através dos seus tecidos e vasos. A absor¢do se da pelas raizes ou pela cuticula da
folha da planta. Dentro da folha ou dos ramos o movimento € acropetal. Ou seja, da
base em direcdo ao apice, através ou dentro das células dos parénquimas (de forma
também mesostémica), até atingir os vasos do xilema. Dentro desses vasos ocorre seu
deslocamento de forma sistémica e acropetal. Apresentam alta fungitoxidade, rapida
penetracdo e translocacdo nos tecidos vegetais. Possui acdo protetora e/ou curativa e/ou
erradicante, com elevado efeito residual. Como protetores, atuam impedindo a
germinacdo de esporos e a formacdo do tubo germinativo e do apressorio. Ja na agédo
curativa, o desenvolvimento do haustdrio e/ou o crescimento micelial, no interior dos
tecidos do hospedeiro, sdo inibidos pela presenca do fungicida e como erradicantes,
matam os esporos produzidos nesse ciclo do patdégeno (KRAMER, 1986).

Sua denominacdo é devido a presenca de trés (tri) azois ou &tomos de N no anel
heterociclico de carbono (Figura 1). O azol é representado por uma cadeia ciclica de
cinco atomos, entre 0s quais ao menos um é nitrogénio (SCHOFIELD; GRIMMETT;
KEENE, 1976).



Figura 1 — Estrutura dos Triaz6is (Isbmeros)
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Fonte: Schofield, Grimmett e Keene (1976)
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Pentazole

As células fungicas, quando entram em contato com fungicidas triazdis,

acumulam esterdis, como 0 4,4-dimetil e o 4a-metil, ambos com radical 14a-metil,

promovendo a inativacdo do processo de demetilacdo do lanosterol até compostos

intermediarios, precursores do ergosterol. Isso ocorre devido a ocupacdo do fungicida

de sitios ativos destinados a ligagdo da enzima 14a-demetilase ao citocromo P-450,

catalisador da reagdo de oxidacao de 14a-metil até 14a-hidroximetil, sendo o primeiro
passo no processo de demetilacdo (BARBOSA JUNIOR, 2018; FORCELINI, 1994;

TOMLIN, 2002) (Figura 2).
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Figura 2 - Representacéo esquematica do mecanismo de acdo dos antifingicos azélicos
sobre a sintese de ergosterol e subsequente alteracdo da composicdo e da

organizagdo da membrana celular

Esqualeno

(:>° O 00 O Cn Ergosterol ’ J ,

—_— -
Msou,. Erga

'\4,_,’ '\\__/ N, \__/ \_,/'

Antifungicos
Azédlicos

—  —tp | — e >
PA450 0 Eru3
Qg dr!
: OH, 3
o Erg3 - 14-metn|—§,6_-dtol Altera;io da fluidex eda
(eSterOI tOXICO) permeabllidade

da membrana celular

Fonte: Adaptado de Shapiro (2011) e Abe (2009).

A auséncia do ergosterol promove a desorganizacdo da estrutura celular,
rompimento da membrana e extravasamento de solutos idnicos (KRAMER, 1986). Esse
é um dos trés principais esterdis encontrados em eucariotos, sendo fundamental na
constituicdo da membrana plasmatica de fungos (DUPONT et al., 2012).

Os triazdis pertencem ao grupo de inibidores de demetilacdo (DMIs) (FRAC,
2021). Os DMIs compreendem grande numero de moléculas de fungicidas comerciais.
Para o cafeeiro sdo registrados, o cyproconazol (CisHisCIN3O), o difenoconazol
(C19H17C12N303), 0 propiconazol (CisH17Ci2N302), o tebuconazol (CisH22CIN3O) e o
tetraconazol (C13H11Ci2FsN30O) (Figura 3), entre outros (RODRIGUES, 2006). O
sucesso desses fungicidas é devido ao seu amplo espectro e eficacia no controle de
diversos patdgenos de plantas, além de serem especificos para esses organismos e pouco

téxicos a mamiferos.
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Figura 3 - Formula quimica dos Triazois
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A. cyproconazol, B. difenoconazol, C. propiconazol, D. tebuconazol, E. tetraconazol.

Fonte: https://pubchem.nchi.nim.nih.gov/compound.

3.3.2 Estrobilurinas

O grupo quimico das estrobilurinas foi descoberto na Alemanha em 1977, por
Anke et al. (1977) no fungo Strobilurus tenacellus. Sendo entéo identificada a primeira
substancia do grupo, as estrobilurinas A e B. Teve sua comercializacdo como fungicida
liberada em 1966, e até os dias atuais é amplamente utilizado de forma isolada ou em
mistura com triazois (RODRIGUES, 2006) e também com carboxamidas ou fungicidas
do grupo dos inibidores da succinato desigrogenase (SDHI). Metabolitos desse fungo
foram isolados, identificados e sintetizados e € o grupo de defensivos mais
comercializado na agricultura, cuja toxicidade advém da inibicdo da producdo de ATP
na cadeia respiratoria (BARTLETT et al., 2002).

Agem inibindo a respiragdo mitocondrial, sdo inibidores da quinona (Qol’s) no
complexo 111, bloqueando a transferéncia de elétrons entre os citocromos b e c1 nesse
sitio especifico (Figura 4). A quinona é transportadora de elétrons na membrana interna
do mitocéndrio. Paralisando assim a respiragdo mitocondrial ou fosforilacdo oxidativa
dai para frente, interferindo na producdo de ATP, reduzindo assim a energia disponivel
para 0 patdgeno germinar, infectar e colonizar o hospedeiro (RODRIGUES, 2006). Por
suas caracteristicas de penetracdo mais lenta na cuticula e menor sistemicidade na dose
letal via xilema, atuam principalmente de forma preventiva, na germinacdo de esporos e
no seu tubo germinativo. Porém também tém acdo curativa, inibindo o crescimento e o
desenvolvimento do fungo nos estadios iniciais (BARBOSA JUNIOR, 2018).
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Figura 4 - Representacdo esquematica do mecanismo de acdo dos antifungicos
estrobilurinas no Complexo 11l da cadeia transportadora de elétrons,
localizadas nas cristas mitocondriais

Membrana
Interna

4®
Estrobfurinas Cyt ¢

Fumarato H:0  Complexo il  Complexo IV

NADH J p
+ + NADP* Complexo de Citocromos S
L MAD . g:(mpl:xo " citocromos bc, oxidase ) i
inato ATP =

Complexo | NAD(P)H desidrogenases desidr = L
NADH G @op> +(®)
desidrogenase PaT—
UQ - Ubiquinona ATP sintase

AOX - Oxidase alternativa
Cyt ¢ - Citocromo ¢

Fonte: Zambolim et al. (2007).

Atualmente, o grupo das estrobilurinas é comercializados no controle de
patdgenos de plantas. Das principais moléculas existentes no mercado, pode-se citar a
azoxistrobina, a piraclostrobina, a picoxistrobina, a metominostrobina, o0 cresoxim-
metilico e a trifloxistrobina, entre outras (Figura 5), podendo ser encontradas em

fungicidas com ativo Unico ou em mistura com outros grupos quimicos (BALARDIN,
2022).
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Figura 5 — Formula quimica das Estrobilurinas
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Fonte: Barlett et al. (2002)

3.3.3 Carboxamidas

As carboxamidas atuam no transporte de elétrons no ciclo de Krebs, na matriz
mitocondrial, ligado ao complexo Il da fosforilagdo oxidativa. Inibem a enzima
succinato desidrogenase (SDH) ou a succinato ubiquinona (SQR). A succinato
desidrogenase (Complexo Il ou succinato-ubiquinona oxidorredutase) € o menor
complexo da cadeia respiratoria e transfere os elétrons derivados do succinato
diretamente para o pool de ubiguinona. Esse complexo enzimatico acopla a oxidagédo do
succinato para o fumarato na matriz mitocondrial, paralisando o ciclo de Krebs e
portanto, a processo de respiracdo desse ponto em diante (HORSEFIELD et al., 2006).

As moléculas SDHIs ligam-se especificamente ao sitio da ubiquinona (Q-site)
do complexo Il mitocondrial e inibem a respiracdo do fungo (MIYAMOTOA et al.,
2010) impedindo a oxidacdo de succinato para fumarato (Figura 6), privando assim, o

patdgeno do principal produto desse processo, 0 ATP ou a energia.
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Figura 6 — Modo de agdo dos SDHI’S
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Fonte: adaptado de https://revistacultivar.com.br/artigos/como-posicionar-corretamente-carboxamidas-
contra-doencas-da-soja e Omura e Shiomi (2007).

Além de sua funcdo como desidrogenase no sistema respiratorio, o complexo Il
desempenha um papel importante no ciclo do acido tricarboxilico. O complexo SDH
mitocondrial € composto por um dominio membrana periférica e um dominio de
membrana ancora (Figura 6). O dominio periférico, consiste em duas subunidades
hidrofilicas SDHA e SDHB, forma a parte solivel do complexo e possui a atividade de
succinato desidrogenase (oxidacdo de succinato em fumarato). SDHA é uma
flavoproteina (Fp), cujo cofator FAD covalente da enzima faz parte do local, enquanto
SDHB é uma proteina ferro-enxofre (Ip) contendo trés diferentes aglomerados de ferro-
enxofre [2Fee2S], [4FeedS] e [3Fee4S] para transferéncia de elétrons entre 0 FAD e a
quinona da membrana (Figura 6) (OMURA; SHIOMI, 2007).
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O dominio de éancora da membrana é composto por duas subunidades
hidrofdbicas atravessando a membrana SDHC ou CybL e SDHD ou CybS que formam
as subunidades grandes e pequenas do citocromo b, contribuindo com trés K-hélices
transmembranares (I, 1, 1l e 1V, V, VI). Além dos componentes proteicos, 0 complexo
Il também contém uma protese heme b grupo complexado entre SDHC e SDHD. A
regido das subunidades de ancoragem da membrana contém sitios de ligagdo para
redugdo de ubiquinona e inibidores de &ncoras e as subunidades cataliticas (Fp e Ip)
para o interior da mitocondria, facilitando assim a transferéncia de elétrons para a
ubiquinona (ACKRELL et al., 1992).

Devido ao seu modo e local de acdo Unicos, eles ndo apresentam resisténcia
cruzada com outras classes quimicas, como estrobilurinas, benzimidazéis ou
anilinopirimidinas, portanto, sdo excelentes candidatos para gerenciar 0
desenvolvimento de resisténcia a fungicidas e otimizar o controle de doencas
(AVENOT et al., 2007).

A presenga de lipofilicidade de alguns ativos das carboxamidas os torna
produtos de elevada mobilidade. Apo6s a aplicacdo e deposicdo dos fungicidas nos
tecidos da planta, sua mobilizacdo ocorre através de transporte acropetal (xilema), de
forma translaminar, do qual se acumula na face inversa da folha e mesostémico
(episistémico e translaminar). Os fungicidas desse grupo podem ter efeito erradicante,
protetor e curativo (LYR, 1995). No entanto, devido a especificidade do seu modo de
acdo, o uso frequente e generalizado dessas moléculas pode potencialmente causar a
selecdo de populacdes resistentes no campo (AVENOT; MICHAILIDES, 2010).

A boscalida é ingrediente ativo pertencente ao grupo dos SDH’s, sendo uma
anilida. E fungicida sistémico, também com redistribuicdo translaminar desenvolvido
para o controle de oidios, Alternaria spp., Botrytis spp. e Monilia spp. em grande
variedade de frutiferas e olericolas (EHR; KEMMITT, 2002; TOMLIN, 2002). Inibe o
crescimento do tubo germinativo e a formacdo do apressorio, apresentando efeito sobre
o crescimento micelial e producéo de esporos (RODRIGUES, 2006).

Dentre as carboxamidas, mais empregadas, estdo bixafem, flutolanil,

fluxapiroxade, penflufen e pidiflumetofen (Figura 7).
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Figura 7 - Formula quimica das Carboxamidas

A. bixafem, B. flutolanil, C. fluxapiroxade, D. penflufen e E. pidiflumetofen

Fonte: http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.34501423.html

3.4 Estudos “in vitro’ de fungicidas no controle de fitopatogenos

Diversos pesquisadores tém adotado a estratégia de primeiro, testar ‘in vitro’, 0S
ingredientes ativos, para verificar sua possivel acdo fungitdxica. Porem, a dose capaz de
inibir em 50, 90 ou 95% o crescimento ou a germinacédo do patégeno em laboratorio ou
‘in vitro’ pode ser diferente daquela empregada no campo e ndo corresponder a dose
necessaria para reduzir a doenca nessas porcentagens. O estudo de efeito de dose-
resposta, ou aquela capaz de inibir em determinada porcentagem estabelecida, o
crescimento do micélio ou a germinacdo de seus esporos, por exemplo, permite
compreender de forma eficiente como ocorre a interacdo entre fungicida e patdgeno
(DIMOND et al., 1941; STREIBIG et al., 1998; STREIBIG et al., 1999).

A dose-resposta consiste em descrever o controle do patdgeno em relacdo ao
aumento crescente de doses do fungicida isolado ou em associagdo no meio ou local
onde esta sendo estudado (MARQUES, 2017). A partir desse ajuste, é possivel obter
estimativa da dose capaz de inibir completamente seu crescimento ou provocar 50 e 95
% do efeito total possivel na varidvel resposta analisada, o0 1Csg ou 0 ICgs,
respectivamente (SEEFELDT et al., 1995; BLACKSHAW et al., 1996). No caso de
fungicidas, € determinar a dose requerida para inibir 50 e 95% do crescimento micelial
ou da germinacdo do fungo avaliado, respectivamente (DIMOND et al., 1941).

A avaliacdo do ICso ou do ICes € 0 método para medir a fungitoxicidade dos
fungicidas. Caracteriza-se pela toxicidade de determinada substancia, presente em
baixas concentragdes, aos fungos. Sua fungdo consiste na redugdo ou inibicdo do
crescimento de microrganismos, pois sua capacidade € tida como propriedade inerente a
determinada substancia quimica (EDGINGTON; KHEW; BARRON, 1971).
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Edgington, Khew e Barron (1971) definiram a fungitoxicidade de fungicidas de
acordo com os seguintes indices: 1Cs0<1 ppm = altamente fungitoxico, I1Cso de 1-50
ppm = moderadamente fungitoxico e 1Cs0>50 ppm = ndo toxico. Quanto menor o 1Csyo,
maior a toxicidade do produto quimico.

Na literatura, é frequente o estudo de doses de fungicidas na inibicdo do
crescimento micelial ou da germinacdo de diversos fitopatégenos. Chaves Neto et al.
(2020) testaram diferentes concentragdes do fungicida do grupo das carboxamidas, dos
triazdis e das estrobilurinas no crescimento micelial de fungos dos géneros Aspergillus
sp. e Fusarium spp. ‘in vitro’. Os autores observaram o fungicida Fluxapiroxade +
Piraclostrobina promovendo menor crescimento micelial para o fungo Aspergillus sp.
com a ICso de 39,78 ppm e para o fungo Fusarium sp., com a mistura de Epoxiconazol
+ Piraclostrobina na 1Cso de 25,56 ppm. Em relacéo a dose de campo, esses autores ndo
avaliaram, todavia, a dose indicada em soja de Fluxapiroxade + Piraclostrobina é de
970,8 + 487,1 ppm i.a., para controle de Corynespora cassiicola (GODOY et al., 2016),
sendo esta superior, cerca de 38 vezes em relacdo as doses avaliadas ‘in vitro’, por
Chaves Neto et al. (2020). Os autores verificaram 65% de controle superior em relacéo
a testemunha ‘in vitro’, utilizando Fluxapiroxade + Piraclostrobina, o mesmo a ser
utilizado neste estudo, na dose indicada de 250,5 + 499,5 ppm i.a.,

Kajihara et al. (2021) também avaliaram aplicagdo ‘in vitro’ e ‘in vivo’
fungicidas utilizados na cultura da soja. O fungicida de contato, clorotalonil foi mais
fungitoxico em ambos casos, e diferindo entre as condi¢des, com valor ‘in vitro’ de 1Csg
= 0,18 ppm e ICos = 1,54 ppm e com valor ‘in vivo’ de 1Csg = 0,24 ppm e I1Cgs = 6,81
ppm. O aumento foi de 33,5% na dose de I1Cso e 342% para a 1Cos. Ou seja, esses
resultados confirmam o efeito fungitoxico de menores doses ‘in vitro’ no laboratorio em

relacdo ao campo.
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Tabela 1 - Relagdo entre 0 ICso “in vitro® de fungicidas e as doses recomendadas em

campo para controlar Bipolaris sorokiniana em trigo

Fungicida ICso ‘in vitro> Concentracdo de campo Concentracdo de
(ppm*) (ppmem agua - 120 L/ha) I1Csp no campo -
ppm
Qol
Azoxistrobina 1,09 2083,0 1911,0
DMI
Procloraz 5,03 3750,0 745,5
Ciproconazol 0,75 833,3 1111,0
Epoxiconazol 1,05 1041,6 992,0
Flutriafol 0,22 1041,6 4734,8
Metconazol 0,10 750,0 7500,0
Propiconazol 0,42 2083,0 4959,0
Tebuconazol 0,13 1666,7 12820,5
Triadimenol 3,35 1250,0 373,13

*ppm ou mg/Kg
Fonte: Reis et al. (2015)

Além da soja, Reis et al. (2015) realizaram o comparativo da concentracdo de
fungicida determinado ‘in vitro’ com a utilizada em campo, como no controle de
Exserohilum turcicum em sementes de milho, do qual registraram concentracdo
variando de 806,4 do fludioxonil (Fenilpirrol), a 500.000 vezes maior da iprodiona em
relacéo a 1Cso determinada em laboratorio.

Dessa forma as doses resposta obtidas em laboratérios ndo correspondem as
utilizadas em campo, tendo em vista o fato destas serem muitas vezes superiores as
determinadas ‘in vitro’. Conforme verificado nos autores citados acima, esse aumento
da dose vai depender do fungicida utilizado e da cultura a qual esta sendo empregado.

Segundo Reis et al. (2015) os fatores a serem considerados para explicar a maior
concentracdo utilizada em campo, em relacdo a determinada em laboratério, séo: (i) a
deposicdo deficiente do fungicida em campo pode levar folhas no meio e na parte
inferior do dossel a apresentarem menor qualidade de cobertura, em comparacao com as
do topo; (ii) a pulverizacdo derivada na aplicacdo nao atinge o alvo, ou seja, as folhas;
(iii) uma vez absorvido, o fungicida sofre diluicdo nos tecidos foliares, resultando em
menor concentracéo, em relagdo ao 1Csp determinado em laboratério; (iv) uma
quantidade adicional de fungicida permanece ndo absorvida na superficie foliar,

podendo sofrer remocao, fotdlise, hidrdlise e sublimacdo; (v) a 1Cso é determinada para
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um determinado fungo, enquanto muitos outros ocorrem na cultura, exigindo uma
concentracdo maior a ICso para ser controlada; (vi) os tecidos foliares do hospedeiro
possuem atividade de desintoxicacdo para eliminar o xenobi6tico e isso ndo ocorre em
testes laboratoriais; (vii) a concentracdo do fungicida nos testes de laboratorio € estavel
ao longo do ensaio e diminuiria no campo; (viii) a atividade metabdlica de uma planta
no campo € maior quando comparada a testes ‘in vivo’ conduzidos sob condicOes
6timas de irrigacdo, temperatura, umidade relativa e fotoperiodo (REIS et al., 2015, p.
52, tradugdo nossa).

3.4.1 Curvas de dose resposta

Os testes realizados para verificar a eficacia ou resisténcia do patogeno a
determinada molécula de fungicida, séo realizados em laboratorios, mediante o estudo
de doses. Dentre as metodologias para descrever os efeitos ocorridos, 0 uso de curvas de
dose-resposta tem permitido definir de forma correta o tipo de interacdo ocorrida e qual
a dose a ser empregada em estudos de laboratorio ou ‘in vitro’ (STREIBIG et al., 1998;
STREIBIG et al., 1999).

A Curva de dose-resposta consiste em descrever o controle do patégeno em
relacdo ao aumento crescente de doses do fungicida isolado ou em associacao, seguindo
o fator constante de diluicdo, de modo a se obter valores equidistantes em escala
logaritmica (MARQUES, 2017). Realizando o ajuste, é possivel obter estimativa da
dose capaz de provocar 50% do efeito total possivel na variavel resposta analisada
(ICs0) (SEEFELDT et al., 1995; BLACKSHAW et al., 1996).

Trabalhos com dose-resposta sdo comuns em estudos de patdgenos de plantas,
pois servem como ferramenta para elucidar casos de resisténcia a fungicidas e
determinar a eficiéncia de novos ingredientes ativos no controle de diversos
fitopatdgenos. Santos (2015) verificou ‘in vitro’ a sensibilidade do fungo Cercospora
coffeicola aos Triazbis. Dos ingredientes ativos testados, apenas o ciproconazol
apresentou valor de 1Csp maior a 323,51 ppm, quando comparado & dose recomendada
em bula, para pulverizacbes em campos comerciais, de 187 ppm, sugerindo resisténcia
do patégeno ao fungicida. Apenas a piraclostrobina inibiu completamente o crescimento
micelial do isolado de C. coffeicola na dose de campo 400 ppm, com valor de

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 374,74 ppm. De acordo com a Inibi¢do de
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Crescimento Micelial (ICM), os ingredientes ativos piraclostrobina e flutriafol inibiram
mais de 75% do crescimento micelial do isolado na dose de campo (Figura 8).

Figura 8 — Sensibilidade de C. coffeicola a diferentes ingredientes ativos utilizados na

cafeicultura
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Fonte: Santos (2015, p. 43)

No mesmo estudo, foi avaliada a eficiéncia de casugamicina, utilizada no
controle da mancha aureolada em cafeeiro (Pseudomonas syringae pv garcae), obtendo
como resultado moderada acgéo fungitoxica sobre C. coffeicola. Além disso, observou-se
reducdo da sintese da toxina cercosporina, fator de patogenicidade importante em
fungos do género Cercospora (SANTOS, 2015).

Nessa mesma linha, Dorigan et al. (2019) realizaram estudo de dose resposta
utilizando dois fungicidas para avaliar a resisténcia de Pyricularia spp., agente
etiologico da brusone do trigo no Brasil, para os triazois tebuconazol 200 000 ppm e
epoxiconazol 75 000 ppm. Para a triagem de perda de sensibilidade do fungicida, foi
realizada a curva dose-resposta contendo as seguintes concentracdes: 0,0; 0,3; 0,75; 0,9;
1,8; 4,1 e 6,8 ppm de tebuconazol e 0,0; 0,04; 0,10; 0,30; 0,675; 1,0 e 2,0 ppm de
epoxiconazol. Os autores compararam cinco espécies diferentes de Pyricularia: P.
grisea (Pg), P. pennisetigena (Pp), P. urashimae (Pu), P. graminis-tritici (Pygt) e P.

oryzae (Po), em todos os casos as doses ‘in vitro’ foram inferiores a de campo (Figura
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9). Em estudo complementar desse experimento, Poloni et al. (2021) observaram alta
resisténcia de Pyricularia spp. ao tebuconazol e epoxiconazol, com valores de 1Cso ao

menos 35 a 50 vezes superiores as doses de campo recomendadas.

Figura 9 - Dose resposta para avaliar a resisténcia de Pyricularia spp., aos triazois

tebuconazol e epoxiconazol

Tebuconazole Epoxiconazole
p=0.05 " p=0.05
3.00
0.75
'é e ALY i
so  2.00 . C
2 A A l 0.50 B
g é o [ —
&) !:;a L ] C
= C ‘L ——— D
1.00 025
2l == —
= e SE
D P E

0.00 - 0.00 =
Pg Pu Po Pg Pu Po

Pyricularia spp.

Fonte: Dorigan et al. (2019, p. 5).

Outro estudo com brusone do trigo foi realizado por Castroagudin et al. (2015),
no qual fungicidas do grupo das estrobilurinas (Qol’s) foram testados para 0 mesmo. Os
valores de 1Cso foram medidos para oito isolados sensiveis (Qol-S) e sete resistentes
(Qol-R) com as concentragdes finais de 0; 0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,63; 1,25; 2,5;
5,0; 7,0 e 10,0 ppm de ingrediente ativo. O 1Cso dos Qol-S variou de 0,014 a 0,076 ppm,
enquanto para o Qol-R foi superior a dose mais alta testada no ensaio, de 10 ppm.

Pinheiro (2021) também realizou estudo ‘in vitro’ com objetivo de caracterizar a
resisténcia de diferentes isolados de Alternaria alternata patotipo tangerina a fungicidas
Qol’s. Foram testados azoxistrobina a 500000 ppm e piraclostrobina a 250000 ppm as
doses utilizadas para determinar a ICso foram de O (controle); 0,1; 5; 10; 100 e 200 ppm.
A maioria dos isolados foram insensiveis ou resistentes a azoxistrobina, a 1Cso calculada
foi superior a 200 ppm. Por outro lado, isolados resistentes a piraclostrobina
apresentaram valores da ICsg entre 0,7831 a 45,7 ppm.

Outro estudo avaliou os principios ativos do grupo quimico das estrobilurinas e

trés misturas de estrobilurinas e carboxamidas para o fungo Phakopsora pachyrhizi,
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causador da Ferrugem-asiatica em soja. Foram testados seis produtos, Azoxistrobina,
Picoxistrobina, Piraclostrobina, Azoxistrobina + Benzovindiflupir, Piraclostrobina +
Fluxapiroxade, Picoxistrobina + Benzovindiflupir nas concentracdes de 0,0; 0,001;
0,01; 0,1; 1 e 10 ppm de ingrediente ativo. O percentual de germinagdo de
urediniésporos de P. pachyrhizi foi significativamente reduzido em relacdo a
testemunha a partir da menor concentracdo (0,001 ppm), para todos os fungicidas
testados. Os valores percentuais de germinacdo de urediniésporos apresentaram reducdo
com o aumento da concentragdo dos fungicidas (MOREIRA et al., 2018).

Nesse sentido, os estudos ‘in vitro’ de doses de fungicidas sdo importantes para
verificar o potencial fungitoxico e também a resisténcia ou falta de sensibilidade dos
mais diversos ingredientes ativos no controle dos principais patdégenos da cultura do
cafeeiro. Contudo, percebe-se as doses respostas ‘in vitro’ sendo geralmente menores

em relacdo as doses empregadas no campo.

3.5 Efeitos fisiologicos dos fungicidas no cafeeiro

Até poucos anos atras, os fungicidas foram utilizados exclusivamente para
controlar doencas de etiologia fungica. Todavia, foram relatados outros efeitos
benéficos desses produtos nas plantas. Relacionados ao aumento de rendimento das
culturas tratadas com os fungicidas, promovidos por alteragdes na fisiologia da planta,
no seu metabolismo, influenciando seu crescimento e desenvolvimento (KOEHLE et
al., 1994).

Como exemplos, cita-se o efeito das estrobilurinas, ocasionando a elevacdo da
produtividade, com folhas mais verdes, mais clorofila e maior crescimento (altura e
diametro) e area foliar (BASF, 2005), resultante do aumento da fotossintese liquida,
devido a reducdo da respiracdo das plantas, além do aumento da atividade da enzima
nitrato redutase ocasionando melhor balango hormonal, com maiores teores de acido
indolilacético (IAA), isopentenil adenina (16-ADE) e é&cido abscisico (ABA) e
diminuindo a producdo de etileno (YPEMA,; GOLD, 1999).

A estrobilurina causa leves alteracdes no ponto de compensacdo de CO, das
plantas. Alguns estudos relataram aumento transitério na rota alternativa da respiracao
(AOX). Esse acréscimo pode sobrepor a redugdo esperada da emissdo de CO> devido a

inibicdo da respiracdo mitocondrial. Assim, ocorre diminui¢do nos niveis celulares de
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ATP e aumento na concentracdo de prétons (H+) no citosol, ativando a nitrato redutase
(KOEHLE et al., 1994).

Em soja [Glycine max (L.) Merr.], plantas pulverizadas com piraclostrobina
apresentaram aumento na fotossintese liquida. Trés horas ap06s a sua aplicacéo, foi 3%
maior em relacdo ao controle. Esse aumento tornou-se mais pronunciado 7 dias apds a
aplicacdo, sendo 17% maior em relacdo ao controle. Os mesmos autores verificaram
diminuicdo na respiracdo das plantas tratadas com piraclostrobina, diminuindo para
76% menos quando comparado com o controle 1 dia ap6s a aplicacdo. Depois disso, a
diferenca foi menor pronunciada, mas permaneceu até 17 dias apds a aplicacdo
(FAGAN et al., 2010).

Da mesma maneira em feijdo (Phaseolus vulgaris L.) (JADOSKI et al., 2015),
milho (Zea mays L.) (BLANDINO et al., 2012), soja (FAGAN et al., 2010) e videira
(Vitis vinifera L.) (BERKELMANN-LOEHNERTZ et al., 2001), o uso de varias
estrobilurinas também aumentou a assimilagdo de CO,. Em trigo (INAGAKI; MORI;
NACHIT, 2009), feijdao (JADOSKI et al., 2015) e tomate (Solanum lycopersicum L.)
(CANTORE et al.,, 2016) tratados com piraclostrobina, também apresentou maior
eficiéncia no uso da agua, pois as plantas absorveram menos agua em condicdes de solo
com deficiéncia de agua.

No entanto, resultados negativos para os efeitos fisiologicos das estrobilurinas
nas trocas gasosas da planta também ja foram descritos. As aplicacGes de estrobilurinas
(cresoxim-metil, piraclostrobina, azoxistrobina, trifoxistrobina e picoxistrobina)
diminuiram a condutancia estomatica, a transpiracdo, a taxa liquida de assimilacdo de
CO: e a concentracdo interna de carbono na camara subestomatica em arroz (Oryza
sativa L.) (DEBONA et al., 2016), cevada (Hordeum vulgare L.), trigo e soja (NASON;
FARRAR; BARTLETT, 2007). Provavelmente, o bloqueio de transporte de elétrons no
complexo citocromo bcl, leva a reducéo da producédo de ATP, causando funcionamento
anormal do metabolismo das células-guarda, reduzindo a turgescéncia e, como
resultado, a abertura estoméatica (NASON; FARRAR; BARTLETT, 2007).

Outro exemplo de fungicida com efeitos fisioldgicos positivos nas plantas é a
boscalida, inibidor da succinato-desidrogenase ou SDHI (TOFOLI, 2004), com atuagio
semelhante as estrobilurinas (VENTURE, 2006). De acordo com alguns estudos, as
carboxamidas podem apresentar maior aumento fotossintético quando comparadas as

estrobilurinas (AMARO et al., 2018). No entanto, os mecanismos envolvidos a nivel
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celular neste processo ainda ndo foram totalmente elucidados (AJIGBOYE; MURCHIE;
RAY, 2014).

Além disso, a aplicacdo de boscalida aumentou a atividade da nitrato redutase
em pepino no inicio da producdo de frutos (35 dias apds o transplante), mas esse efeito
ndo foi encontrado nas demais avaliagdes (56 e 73 dias ap0s o transplante) (AMARO et
al. 2018). As carboxamidas também promovem aumento do rendimento das plantas,
como observado com a coaplicacdo de isopirazam e epoxiconazol elevando a produgéo
de biomassa de plantas de trigo, bem como o rendimento de grédos em 4% (AJIGBOYE;
MURCHIE; RAY, 2014). Em contrapartida, a aplicacdo de boscalida no meléo
aumentou a massa da fruta fresca, o teor de solidos soliveis e a acidez titulavel
(MACEDO et al., 2017).

Assim, o efeito fisiolégico detectado em plantas saudaveis tratadas com
estrobilurinas ou carboxamidas deve-se ao aumento na fotossintese, este, reduz
temporariamente a respiracao das plantas, levando a menor perda de didxido de carbono
e, consequentemente, gerando energia. Além disso, o0 aumento das enzimas
antioxidantes provoca maior tolerancia ao estresse. Também resulta em maior atividade
de nitrato redutase e melhor equilibrio hormonal, aumentando a sintese de AlA e ABA,
aléem de reducdo da producdo de etileno, retardo da senescéncia e prolongamento da
eficiéncia fotossintética, conhecido como “efeito verde". Esses efeitos, juntos,
aumentam a produtividade e a qualidade dos frutos (AMARO et al., 2019).

A acdo desses fungicidas na fisiologia da planta ocorre por meio da nitrato
redutase, mediante a catalisacdo da primeira base de absorcdo de nitrato do solo,
promovendo 0 aumento na biomassa das plantas tratadas, requerendo assim, grande
assimilagdo de nitrogénio (KOEHLE et al., 1994). O peso da planta verde e seca pode
ser representada por sua quantidade de folhas. As folhas desempenham papel
fundamental nas plantas, pois elas sdo responsaveis por captar luz, essencial para o
processo de fotossintese (MATHUR et al., 2018).

Em estudo envolvendo a aplicacdo de fungicidas é desejavel avaliar os
compostos fenolicos, lignina e calose, pois estes componentes estdo relacionados as
reacOes estruturais de defesa de plantas a patégenos (MOERSCHBACHER et al.,
1988). Outro fator a ser considerado nos experimentos com fungicidas, é o teor de cera
das folhas de café. A cera foliar esté localizada sobre a cuticula, constituindo a interface
natural entre as folhas e o meio, conferindo maior resisténcia a perda de agua e a
doencas (LICHSTON; GODOY, 2006). Porém, Lichston e Godoy (2006) verificaram
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na aplicagdo do fungicida oxicloreto de cobre para o controle da ferrugem do café, a
diminuicdo no teor da cera e alteragdio da morfologia, provocando rupturas e
desaparecimento dos cristaldides, podendo tornar as plantas mais suscetiveis a doencas,
pragas e estresse hidrico.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Avaliacdo da dose resposta ‘in vitro’ de patégenos necrotréficos do cafeeiro a
fungicidas

4.1.1 Avaliacdo do indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de
Colletotrichum gloeosporioides, Cercospora coffeicola, e Phoma tarda ‘in vitro’,
submetidos a doses de diferentes fungicidas

Os isolados de C. gloeosporiodes foram provenientes de folhas e frutos
infectados coletados de uma plantacdo na cidade de Lavras, 0s quais passaram pelo
processo de desinfeccdo superficial com alcool etilico 70%, hipoclorito de sodio 2% e
agua destilada. Os fragmentos foram alocados em placa de Petri contendo meio Batata-
Dextrose-Agar (BDA) acrescido de cloranfenicol e incubados a 25°C com fotoperiodo
de 12 horas por 7 dias. Apds o crescimento das coldnias, foram obtidos discos de
micélio para serem cultivados para producao de conidios. Apds 14 dias foi adicionado 5
mL de agua destilada esterilizada na placa e os conidios foram desalojados com alca de
Drigalski esterilizada. A solucdo foi novamente incubada em placas de Petri para
obtencdo de cultura monospdrica.

Isolados C. coffeicola foram obtidos do isolado (CML 2985) depositado no
Laboratorio de Fisiologia de Parasitismo da UFLA.

Isolados de P. tarda (IBLF1324) foram obtidos da Cole¢do de Culturas do
Laboratorio de Fitopatologia, do Instituto Bioldgico de Carmo do Rio Claro, Minas
Gerais.

O crescimento micelial, ‘in vitro’, foi avaliado incorporando os fungicidas ao
meio de cultura fundente. As diferentes concentragdes foram obtidas a partir de solucéo
estoque (SE) de 1.000 ppm do produto comercial (fungicidas). Foram realizadas

diluigdes das SE em agua destilada e estéril, para obter as concentracdes equivalentes a
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5, 25, 50 e 100 % da dose de campo, com base na metodologia descrita por Lopes et al.
(2015).

O fungicida foi adicionado aos meios fundentes, de malte para Phoma e
Colletotrichum (SALGADO, 2002) e V8 para Cercospora (SILVA, 2014; VALE,
2020), sequido por agitacdo para homogeneizar e, em seguida, 20 mL dessas misturas
foram vertidas em placas de Petri de 9 cm de didmetro. Apds o meio solidificar, discos
de 5 mm foram retirados da cultura contendo micélio dos fungos, com o auxilio do
vazador e colocados no centro das placas de Petri contendo os 5 diferentes fungicidas
nas doses 5, 25, 50 e 100 ppm mais um tratamento adicional, a testemunha, na dose 0
ppm (Tabela 2). Ou seja, em esquema fatorial de analise de variancia de 6x4+1
testemunha. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
(DIC), com 25 tratamentos (6x4 + 1) e quatro repeticdes, sendo a repeticdo constituida
por placa de Petri.

As placas foram incubadas em camara de crescimento (BOD) a 25°C para
Colletotrichum e Cercospora e a 21°C para Phoma, com fotoperiodo de 12 horas de luz,
do tipo fluorescente, com intensidade luminosa de 276,3 pmol/s/m?.

A avaliacdo foi feita mensurando o didmetro das coldnias nos dois sentidos
ortogonais de crescimento, com paquimetro graduado em milimetros (mm), até o fungo
atingir a borda da placa. Para Colletotrichum gloeosporioides foram realizadas
avaliacGes diarias, totalizando sete avaliagbes. Para Phoma tarda foram realizadas
avaliacGes com intervalo de 2 dias entre elas, totalizando-se sete avaliacfes e para a
Cercospora coffeicola, devido ao lento crescimento deste patdgeno, foram realizadas

avaliacGes com intervalo de trés dias, totalizando-se oito avaliacdes.

Ao final das avaliagcdes, calculou-se o indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM), utilizando-se a férmula de Maguire (1962);
IVCM=C1+C2+...+Cn
N1 N2 Nn

em que:
C1, C2 e Cn: crescimento micelial das coldnias na primeira, segunda até a ultima avaliacao;

N1, N2 e Nn: nimero de dias ap6s a incubacéo.
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Tabela 2 - Tratamentos utilizados no experimento de crescimento micelial ‘In vitro’ de
patogenos do cafeeiro, UFLA, Lavras, MG, 2021

R .= Dose comercial
Concentracdoi.a™ Dose comercial

Ingrediente ativo ~ Formulacéo Produto ( g/L ou g/kg) (L ou Kg / ha) (ppn;eo:J.ar;wg/L
Testemunha --- --- ---
oy SC  MiravisDuo® 125+ 75 0,4 125 +75
Fzoxstrobina sc Priori Top® 200 + 125 0,4 200 + 125
Boscalida WG Cantus® 500 0,15 187,5
e A L R
Azodistrobina + sc Azimut® 120 + 200 0,75 225 + 375
Piraclostrobina + sC Orkestra® 333 + 167 0,6 499,5 + 250,5

Fluxapiroxade

*i.a.: Ingrediente Ativo. **Dose comercial: quantidade do produto para volume de calda de 400 litros por
hectare.

Fonte: do autor (2023)

As caracteristicas dos principios ativos de fungicidas utilizados nesse

experimento estdo descritas a seguir.

DIFENOCONAZOL (Difeno)

Nome Quimico: cis,trans-3-chloro-4-[4-methyl-2-(1H-1,2,4-triazol-1-yl methyl)-1,3-
dioxolan-2-yl]phenyl  4-chlorophenyl  ether  CAS-name: 1-[2-[2-chloro-4-(4-
chlorophenoxy)phenyl]-4-methyl1,3-dioxolan-2-ylmethyl]-1H-1,2,4-triazole

Grupo Quimico: Triazol

Concentragdo: 125¢/L do ingrediente ativo
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Tipo de formulagdo: Suspensdo concentrada (SC)
Classe Toxicoldgica: 111 — (Mediamente toxico)

PYDIFLUMETOFEN (Pydiflu)
3-(Difluoromethyl)-N-methoxy-1-methyl-N-[(RS)-1-methyl-2-(2,4,6-
trichlorophenyl)ethyl]-1H-pyrazole-4-carboxamide CAS-name: 1H-Pyrazole-4-
carboxamide, 3-(difluoromethyl)-Nmethoxy-1-methyl-N-[1-methyl-2-(2,4,6-
trichlorophenyl)ethyl]- Other CAS name: 3-(Difluoromethyl)-N-methoxy-1-methyl-N-
[1- methyl-2-(2,4,6-trichlorophenyl)ethyl]-1H-pyrazole-4-carboxamide

Grupo Quimico: Carboxamida

Concentragdo: 75g/L do ingrediente ativo

Tipo de formulacéo: Suspensdo concentrada (SC)

Classe Toxicoldgica: 111 — (Mediamente toxico)

AZOXISTROBINA (Azoxis)

Nome Quimico: Methyl(E)-2-{2-[6-(2-cyanophenoxy)pyrimidin-4-yloxy]phenyl}-3
methoxyacrylate

Quimico: Estrobilurina

Concentracdo: 200 g/L produto comercial

Formulacgdo: Suspensdo concentrada (SC)

Classe Toxicologica: 111 (mediamente tdxico)

BOSCALIDA

Nome Quimico: (2-chloro-N-(4'-chlorobiphenyl-2-yl) nicotinamide
Grupo Quimico: Anilida

Concentracdo: 500g/Kg do ingrediente ativo

Dosagem: 0,15 Kg/ha

Tipo de formulacdo: Granulado dispersivel (WG)

Classe Toxicoldgica: 111 — (Mediamente toxico)

TRIFLOXISTROBINA (Trifloxis)
Nome Quimico: methyl (E)-methoxyimino-{(E)-a-[1-(a,a,a-trifluoro-m-
tolyl)ethylideneaminooxy]-o-tolyl}acetate

Grupo Quimico: Estrobilurina
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Concentracao: 100g/L

Dosagem: 0,8 L/ha

Tipo de formulagdo: Suspensdo concentrada (SC)

TEBUCONAZOL (Tebuco)

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

Grupo Quimico: Triazol

Concentracdo: 200g/L do ingrediente ativo

Dosagem: 0,8 L/ha

Tipo de formulacdo: Suspensdo concentrada (SC)

PIRACLOSTROBINA (Pira)

Nome Quimico: 3-(difluoromethyl)-1-methyl-N-(3',4",5'-trifluorobiphenyl-2-
yl)pyrazole-4-carboxamide

Grupo Quimico: Estrobilurina

Concentracdo: 333 g/L do ingrediente ativo

Tipo de formulacéo: Suspensdo Concentrada (SC)

Classe Toxicoldgica: 111 — (Mediamente toxico)

FLUXAPIROXADE (Fluxa)

Nome Quimico: methyl N-{2-[1-(4-chlorophenyl)-1H-pyrazol-3-
yloxymethyl]phenyl}(N-methoxy)carbamate

Grupo Quimico: Carboxamida

Concentracdo: 167 g/L do ingrediente ativo

Tipo de formulacdo: Suspensdo Concentrada (SC)

Classe Toxicoldgica: 111 — (Mediamente toxico)

4.1.2 Avaliacdo da Dose Resposta para 0s ICsg e ICo

Foi realizado o calculo da dose capaz de matar 50% dos patdogenos, a
concetracdo inibitoria (IC) ICso e ICoo dos fungicidas para os isolados, sendo
classificado em quatro categorias de sensibilidade, de acordo com a escala de
Edgington, Khew e Barron (1971), em que: 1Cs0<1 ppm = altamente fungitoxico, ICsp

de 1-50 ppm = moderadamente fungitdxica e 1Cs>50 ppm = ndo toxico. Quanto menor



37

0 ICso, maior a toxicidade do produto quimico. Para calculo utilizou-se o software R®
(R CORE TEAM, 2019).

A Curva de dose-resposta foi plotada para descrever o controle do patdgeno em
relacdo ao aumento crescente de doses do fungicida isolado ou em associagéo, seguindo
o fator constante de diluicdo, de modo a obter valores equidistantes em escala
logaritmica (MARQUES, 2017). Realizando o ajuste, é possivel obter estimativa da
dose capaz de alcancar 50% do efeito total possivel na varidvel resposta analisada ou
nesse caso 50% da inibicdo do crescimento micelial (1Cso), por exemplo (SEEFELDT et
al., 1995; BLACKSHAW et al., 1996). Para obter os ICso e 1Cy foi utilizado o software
R com Log-logistico (log (ICsp) como pardmetro) com limite inferior em 0 (3
parametros) em ‘drc": LL2.3.

Tanto o ensaio do IVCM quanto para avaliar o 1Csp ¢ 90 foram repetidos no
tempo.

4.1.4 Analise estatistica — “in vitro’

Foram realizados os testes de Shapiro-Wilk, para avaliar a distribuicdo normal
dos residuos e o teste de Bartlett para homogeneidade. Sendo cumprida essa premissa,
foi realizada a analise conjunta dos dados dos experimentos repetidos no tempo, para
avaliar se houve diferenca entre os ensaios. As analises foram realizadas no software R®
(R Core Team, 2019) e SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2019).

Cumprindo os pressupostos avaliados acima, foi realizada a analise de variancia.
Se as variaveis foram significativas no teste F, foram submetidas ao teste de Tukey,
com 5% de probabilidade quando qualitativas e as quantitativas ajustadas a modelos de
regressdo. As andlises foram realizadas nos softwares R ® (R Core Team, 2019),
SISVAR versdo 5.6 (FERREIRA, 2019) e SigmaPlot versdo 12.3 (Systat Software, San
Jose, CA).

O IVCM do tratamento adicional, a testemunha ou a dose zero do fungicida foi
comparado aos tratamentos fungicidas por método de contraste ortogonal utilizando-se
o software Sisvar (FERREIRA, 2019), pois quando foi incluido o zero na analise de

variancia ndo houve ajuste de modelos de regresséo.

4.2 Efeitos morfoldgicos e fisiolégicos dos fungicidas usados para controle de
patogenos necrotroficos do cafeeiro (Coffea arabica) em mudas
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4.2.1 Local de implantacéo e delineamento experimental

O trabalho foi implantado em mudas na casa de vegetagdo no dia 15/10/2020 e
encerrou-se no dia 17/12/2020. O experimento foi realizado em ambiente controlado,
com temperatura de 25 °C + 3 °C e umidade relativa média de 75%. A irrigacdo foi
realizada duas vezes ao dia, de forma automatica, por aspersdo de 8 mm/dia. Foram
utilizadas mudas do cultivar Catuai 99, suscetiveis & Phoma tarda, Colletotrichum
gloeosporioides e Cercospora coffeicola.

Foram realizadas duas aplicacGes via foliar sendo a primeira no inicio do
experimento 15/10/2020 e a segunda no dia 12/11/2020. Utilizou-se borrifador com
volume da calda de 1L de &gua para distribuicdo uniforme nas folhas das mudas de
cafeeiro até ponto de escorrimento. O volume de calda utilizado é equivalente a calda de
400 litros por hectare usada em campo. Foi utilizada a dose de bula dos produtos
(Tabela 3).

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, compostos por sete

tratamentos e cinco repeticdes, totalizando 35 parcelas experimentais (Tabela 3).

Tabela 3 - Fungicidas (tratamentos) aplicados em casa de vegetacdo 2020. UFLA,
Lavras, MG, 2020

Dose
Tratamento Produto Ingrediente ativo Concentragao Formulagéo
(9.i.a/l ou kg) m ou ma/L gou
PP 9 ml p.c ha!

1 Testemunha
Pydiflumetofen +

2 Miravis Duo Difenoconazol 75+125 SC 75+125 400
- Azoxistrobina +

3 Priori Top Difenoconazol 200+125 SC 200+125 400

4 Cantus Boscalida 500 WG 1875 150
. Trifloxistrobina +

5 Nativo Tebuconazol 100 + 200 SC 400 + 200 800

6 Azimut ~ AZOKIStObina+ o0 500 sc 225 + 375 750

Tebuconazol

7 Orkestra ~ iraclostrobina+ 405 07 sC 4995 + 250 5 600
Fluxapiroxade

g.i.a/l ou kg gramas do ingrediente ativo por litro ou quilo, g ou ml p.c.: gramas ou mililitros de produto
comercial.
Fonte: do autor (2023)



39

A parcela experimental foi composta por 8 plantas, sendo 280 plantas no total
(35 parcelas x 8 mudas por parcela). Das 8 plantas constituintes da parcela, 2 foram
usadas para avaliar altura, didmetro, expansdo da area foliar e peso da parte aérea da
planta seca; 5 foram destinadas a coleta das folhas para quantificar o fenol nos tempos
0, 12, 24, 48 e 72 horas e 30 dias ap0s a segunda aplicacdo dos fungicidas e 1 muda foi

destinada para aferir lignina e camada de cera ao final do experimento.

4.2.2 Altura, crescimento relativo, diametro, area foliar, SPAD, peso das plantas e
6rgaos secos, fendis totais, teores de lignina e camada de cera

No ensaio conduzido em casa de vegetacdo foram feitas cinco avaliagdes sendo
a primeira no inicio do experimento, dia 15/10/2020, as demais nas seguintes datas:
29/10/2020, 12/11/2020, 03/12/2020 e 17/12/2020, no final do experimento. Avaliou-se
altura e diametro, com régua e paquimetro, respectivamente. Para obter o valor médio
da area foliar, em centimetros quadrados por planta, foi realizada estimativa a partir da
metodologia proposta por Huerta (1962) e Barros, et al. (1973), confirmada por Gomide
et al. (1977). Esta consiste em medir 0 maior comprimento e a maior largura de uma das
folhas do par da muda, desde que esta ndo possua comprimento inferior a 2,5
centimetros. O valor obtido da folha da muda foi multiplicado pela constante 0,667
somados e multiplicados por dois para obter a area foliar da muda. O “incremento do
diametro” se refere a diferenca entre o didametro do colo do caule na quinta e na primeira
avaliacao.

Também nos dias 15 e 29/10/2020, 12 e 03/11/2020 e 17/12/2020, o teor de
clorofilas a, b e total foi calculado indiretamente (Equacéo 1), a partir das leituras feitas
com o medidor portatil de clorofila SPAD-502® (Soil Plant Analysis Development). As
avaliacGes foram feitas na primeira folha completamente expandida, a partir do primeiro
par de folhas e fez-se a diferenca entre a segunda e primeira avaliagdo (SPAD relativo).

Equacéo 1:

clorofila a = (0,0008 * Valer — 0,0053)

clorofila b= (0,0004 = Valor — 0,0032)
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clorofila total = (clorofila a + clorafila b)

Em 17/12/2020, apds o término das avaliacBes, foram coletadas as plantas, sem
0 sistema radicular, de todas as parcelas e logo em seguida foram acondicionadas em
sacos de papel e secas em estufa a 60° C, até atingirem peso constante, para posterior
avaliacdo do peso da parte aérea das plantas secas em balanca.

Visando avaliar o efeito dos fungicidas foliares na atividade dos compostos
fendlicos totais, as amostras das folhas das mudas de cafeeiro foram coletadas nos
tempos 0, instantes antes da segunda aplicacdo dos tratamentos e nos tempos de 12, 24,
48, 72 horas e 30 dias apds a segunda aplicacdo dos tratamentos. Para quantificar a
lignina, a amostra foliar foi coletada 30 dias apds a segunda aplicacdo. As folhas
coletadas foram acondicionadas em papel aluminio, congeladas em nitrogénio liquido e,
em seguida, armazenadas em freezer, a -80 °C, até o inicio das anélises.

Para obter o extrato enzimatico e determinar a atividade dos compostos
fendlicos, amostras de 1 g de tecido foliar fresco foram maceradas com N2 liquido em
almofariz, com a adicdo de polivinilpirrolidona (PVP) 1% (p/v), até a obtencdo de po
fino, e liofilizadas por 48 horas. O p6 obtido foi homogeneizado em 2 ml de tampao
fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) contendo 10 mM de - mercaptoetanol e 30 mg
foram separados para a determinacdo da lignina. O restante do homogeneizado foi
centrifugado a 14.000 rpm, por 25 minutos, a 4 °C e o sobrenadante foi utilizado para a
determinacdo da atividade dos compostos fendlicos totais.

A atividade dos compostos fendlicos foi iniciada apds a adicdo de 5 pL do
extrato na mistura contendo 145 pL de tampéo Tris-HCI 100 mM (pH 8,8) e 50 pL de
L-fenilalanina 50 mM. A mistura da reacdo foi incubada em espectrofotdmetro de
microplacas, a 30 °C, durante 1 hora. Apés a incubacdo, a absorbancia dos derivados do
acido trans-cindmico foi medida a 290 nm e o coeficiente de extincdo molar de 104
mM-1 cm? (ZUCKER, 1965) foi utilizado para calcular a atividade dos compostos
fendlicos, a qual foi expressa em pM min* mg de proteina.

Para determinar o teor de lignina solGvel total, as folhas foram trituradas em
nitrogénio liquido até a obtencdo de po fino e liofilizadas por 48 horas. Uma aliquota de
30 mg do material liofilizado foi transferida para microtubos de 2,0 mL e
homogeneizadas, com 1,5 mL de metanol 80%, por 16 horas, para a despigmentacdo do
tecido. Apos centrifugacdo, a 12.000 rpm, por 5 minutos, o residuo sélido foi utilizado

para a determinacdo de lignina soldvel. Foram adicionados ao residuo sélido 1,5 mL de
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agua, homogeneizando-se e centrifugando-se, a 12.000 rpm, por 5 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco em estufa, a 65 °C, por 15 horas.
Posteriormente, foram acrescentados 1,5 mL de solucdo de &cido tiogliclico em HCI
2M (1:10). Em seguida, os microtubos foram suavemente agitados para hidratar o
residuo e colocados em banho-maria, em fervura por quatro horas. Na sequéncia, 0s
microtubos foram centrifugados, a 12.000 rpm, por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado lavado, com 1,5 mL de &gua ultrapura e novamente
centrifugado, a 12.000 rpm, por 10 minutos, a 4 °C. A seguir, 0 sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 M e mantido em
agitador rotativo, por 15 horas, a temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada, a
12.000 rpm, por 10 minutos, a 4 °C e o sobrenadante transferido para novo microtubo,
ao qual foram adicionados 200 pL de HCI concentrado. A suspensdo obtida foi mantida
em camara fria (4 °C), por quatro horas, para permitir a precipitacdo da lignina ligada ao
acido tioglicolico. A seguir, a mistura foi centrifugada, a 12.000 rpm, por 10 minutos, a
4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 2,0 mlIL de NaOH
0,5 M. A absorbancia desta solucao foi determinada em espectrofotémetro, a 280 nm, e
os valores calculados com base na curva de lignina e expressos em pg de lignina soluvel
por miligrama de massa seca (DOSTER; BOSTOCK, 1988).

A camada de cera nas folhas das mudas de cafeeiro foi avaliada 30 dias apos a
segunda aplicacdo dos tratamentos. Foi coletado o 2° par de folhas completamente
expandidas, processadas por método do dessecador e observadas ao microscopio
eletrénico de varredura (MEV). Essas folhas foram cortadas em fragmentos de 3x3 mm,
acondicionadas em ‘stubs’ com auxilio de fita dupla face e, em seguida, foi realizada a
metalizacdo com banho de ouro. As amostras foram observadas em aumento de 700

vezes e geradas as imagens (ALVES, 2004).

4.2.3 Andlises estatisticas — casa de vegetacao

Os dados das variaveis teores de clorofila total, altura, peso da parte aérea seca,
area foliar, fendis totais e teor de lignina foram submetidos ao teste de normalidade e
comparados no teste F da analise de variancia. As variaveis significativas no teste F,

foram submetidas ao teste de Tukey, com 5% de probabilidade quando qualitativas.
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As analises foram realizadas nos softwares R® (R Core Team, 2019), SISVAR
versdo 5.6 (FERREIRA, 2019) e SigmaPlot versédo 12.3 (Systat Software, San Jose,
CA).

5 RESULTADOS

N&o ocorreu diferenca estatistica entre os experimentos repetidos no tempo

(p<0,05). Dessa forma, os resultados descritos abaixo séo a média dos dois ensaios.

Crescimento micelial ‘in vitro’ de Colletotrichum gloeosporioides, Cercospora
coffeicola e Phoma tarda a fungicidas

Ocorreu diferenca (p<0,05), no contraste ortogonal, entre o tratamento adicional
ou testemunha ou dose zero e os fungicidas, para todos os patogenos avaliados ‘in
vitro’. Ou seja, houve diferenca, no crescimento micelial, entre as doses do fungicida e a
testemunha. O crescimento micelial ou IVCM sempre foi maior na testemunha

(p<0,05), para todos os ingredientes ativos avaliados.

5.1 Colletotrichum gloeosporioides
5.1.1 Avaliacdo do Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM)

Verificou-se interacdo entre fungicidas e doses (p<0,05) para o IVCM de C.

gloeosporioides (Anexo Tabela 1A).
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Para C. gloeosporioides, em todas as doses avaliadas houve diferenca entre os
fungicidas (p<0,05) (Figura 11).

Figura 11 — indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de C.
gloeosporioides para 5, 25, 50 e 100% das doses de campo dos
fungicidas, UFLA, Lavras, MG, 2020
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O menor crescimento micelial foi obtido com o fungicida Azoxys + Tebuco,
seqguido por Tebuco + Trifloxys, Azoxis + Difeno e Difeno + Pydiflu. Os maiores
crescimentos miceliais, foram de Boscalida e Pira + Fluxa em média 727,88% e
497,16%, respectivamente, superiores aos demais fungicidas, com diferenca entre eles
(Figuras 11 e 12).

Figura 12 — Crescimento micelial ‘in vitro’ de C. gloeosporioides no tratamento sem
fungicida (testemunha) e com os diferentes fungicidas nas doses de 5, 25,
50 e 100%, UFLA, Lavras, MG, 2020

Miravis Duo Nativo

Testemunha 5% 25%  50%  100%  restemunha 25% 100%

Fonte: do autor (2023)
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Com o aumento das doses dos fungicidas Azoxys + Tebuco, Tebuco + Trifloxys,

Azoxis + Difeno e Difeno + Pydiflu ocorreu discreta reducdo do crescimento micelial

do C. gloeosporioides. Ou seja, nas menores doses ja houve reducdo significativa do

crescimento. Ja para o fungicida Pira + Fluxa e Boscalida ndo houve reducdo do

crescimento micelial, com maiores crescimentos do patgeno (Figura 13).

Figura 13 — IVCM do Colletotricum gloesporioides em meio de cultura contendo
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diferentes fungicidas em diferentes doses, UFLA, Lavras, MG, 2020

IVCM Colletotrichum
¥ =-0.0005x2 +0.0636x + 16.637
R*=0.6288
y = 12,392 E-Mx
R*=0,0213
................................................. S
o ¥ =0,0003x2 - 0,0333x + 35,3096
R*=0.9998
¥ =0.0003x2 - 0.0318x +4.5956
R*=0.8703
ol ¥ =-0.0326x + 3.407
e B, a =086
.................... 001555 + 14538
R*=08116
20 40 60 80 100
Doses de Fungicidas (%)
"""" Miravis Duo Priori Top Cantus
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Fonte: do autor (2023)

5.1.2 Avaliacéo da Dose Resposta para 0s ICso e ICo
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No célculo do ICso de C. gloeosporioides, os fungicidas Difeno + Pydiflu,
Azoxis + Difeno, Tebuco + Trifloxys e 0 Azoxys + Tebuco obtiveram valores abaixo de
0,1 ppm do i.a. enquanto Boscalida e Pira + Fluxa ndo apresentaram inibicdo do
crescimento micelial inferior a 50%. Ja para a 1Cgo, 0s valores mais baixos foram
verificados para os fungicidas Azoxys + Tebuco e Tebuco + Trifloxys, sendo que o
Boscalida e Pira + Fluxa ndo atingiram inibicdo de 90% com as doses utilizadas (Tabela
5).

Tabela 4 — Dados relativos ao 1Cs e 1Cqo calculado de C. gloeosporioides

ppm ou ppm ou

Ingrediente ppm ou mg/Kg i.a. (dose mg/Keg mg/Kg ia.

Fungicida

Ativo comercial) i.a. (ICo0) (IC=0)
Miravis Duo Difenoconazol 120 132,79 0,04
Pydiflumetofen 75 83,00 0,03
Priori T Azoxistrobina 200 68,94 0,05
oM T%P Difenoconazol 125 43,09 0,03
. Nao o e
Cantus Boscalida 187,5 . . . Nao atingiu*
atingiu
Nativo Tebuconazol 400 26,64 0,0704
Trifloxistrobina 200 13,32 0,0352
Azimut Azoxistrobina 225 4,75 0,00000572
" Tebuconazol 375 7,91 0,00000954
Piraclostrobina 333 Nao .
Orkestra Fluxapiroxade 167 atingiu™® Néo atingiu

i.a = ingrediente ativo. *Nao atingiu inibigdo superior a 50%.

Fonte: do autor (2023)
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5.2 Phoma tarda
5.2.1 Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Phoma tarda

Verificou-se interacdo entre fungicidas e doses (p<0,05) para o crescimento
micelial de Phoma tarda (Anexo Tabela 3A). Pira + Fluxa e Azoxis + Difeno inibiram
completamente o crescimento de Phoma tarda em qualquer dose aplicada (Figura 14 e
15). Somente na concentracdo 5%, houve efeito dos fungicidas (p<0,05) no IVCM. O
menor crescimento micelial foi obtido com Pira + Fluxa e Azoxis + Difeno, seguido por
Boscalida e Difeno + Pydiflu e os maiores foram de Tebuco + Trifloxys e Azoxys +

Tebuco, com diferenca (p<0,05) entre eles.

Figura 14 — indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de P. tarda para
doses de 5, 25, 50 e 100% dos fungicidas, UFLA, Lavras, MG, 2020
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Fonte: do autor (2023)

Nas demais concentragdes (25%, 50% e 100%) o crescimento micelial foi zero

para todos os fungicidas, com 100% de eficiéncia (Figuras 14, 15 e 16).

Figura 15 — Crescimento micelial ‘in vitro’ de P. tarda no tratamento sem fungicida
(testemunha) e com os diferentes fungicidas nas doses de 5, 25, 50 e
100%, UFLA, Lavras, MG, 2020
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Testemunha 5% 25% 50% 100% Testemunha 5% 25% 50% 100%

Orkestra

Testemunha 5% 25% 50% 100% Testemunha 5% 25% 50% 100%

Fonte: do autor (2023)

Na analise de regressdo, para o ajuste de doses, verificou-se eficiéncia no
controle do crescimento micelial com doses inferiores a 40%, para todos os fungicidas

(Figura 16).

Figura 16 — IVCM do Phoma tarda em meio de cultura contendo diferentes fungicidas
em diferentes doses, UFLA, Lavras, MG, 2020
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Fonte: do autor (2023)

5.2.2 Avaliacéo da Dose Resposta para 0s ICsoe 1Cgo

Na avaliagdo da ICso de P. tarda, os fungicidas Difeno + Pydiflu, Azoxis +

Difeno, Boscalida e Pira + Fluxa apresentaram doses inferiores a 1 ppm de fungicida. Ja

para ICoo, Difeno + Pydiflu, Azoxis + Difeno e Pira + Fluxa ainda apresentaram dose

inferiores a 1 ppm (Tabela 5).

Tabela 5 — Dados relativos ao ICsp e 1Cy calculado de P. tarda

ppm i.a. ou mg/Kg ppm i.a. ou ppm i.a. ou

Fungicida Ingrediente Ativo (dose comercial) me/Kg (IC») mg/Kg (ICs)
Miravis Difenoconazol 120 0,69 0,41
Duo Pydiflumetofen 75 0,43 0,26

Azoxistrobina 200 *Inferior a *Inferior a

Priort Top Difenoconazol 125 migggg;)se milsg[zgzse
Cantus Boscalida 187,5 1,05 0,17
Nativo Tebuconazol 400 2,40 1,47
Trifloxistrobina 200 1,20 0,73
Azimut Azoxistrobina 225 1,35 0,80
Tebuconazol 375 2,25 1,34

Piraclostrobina 333 *Inferior a *Inferior a

Orkestra Fluxapiroxade 167 menor dose menor dose

testada testada
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i.a = ingrediente ativo. *ICsy e ICgp muito inferior a menor dose testada.

Fonte: do autor (2023)

5.3 Cercospora coffeicola
5.3.1 Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de Cercospora coffeicola

Verificou-se interacdo (p<0,05) entre doses e fungicidas para o IVCM de
Cercospora coffeicola (Anexo Tabela 5A). Com o aumento da dose dos fungicidas
Difeno + Pydiflu, Pira + Fluxa e Azoxys + Tebuco ocorreu a reducdo significativa
(p<0,05) do crescimento micelial de C. coffeicola (Figura 17, 18 e 19).

Figura 17 — indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de C. coffeicola
para doses de 5, 25, 50 e 100% dos fungicidas, UFLA, Lavras, MG, 2020
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Figura 18 — Crescimento micelial ‘in vitro’ de C. coffeicola no tratamento sem
fungicida (testemunha) e com os diferentes fungicidas nas doses de 5, 25,

50 e 100%, UFLA, Lavras, MG, 2020

Nativo

Miravis Duo

5% 25% 50% 100% Testemunha 5% 25% 50%

Testemunha

Priori Top

100%

Testemunha 5%  25% 50%

25% 100%

Testemunha 5%

Cantus Orkestra

0000006

Testemunha 5% 25% 50% 100%  Testemunha 5% 25% 50% 100%
Fonte: do autor (2023)

A dose de 5% inibiu o crescimento micelial com os fungicidas Tebuco +
Trifloxys e Azoxis + Difeno. Na dose de 25% houve completa inibicdo também do
Azoxys + Tebuco. A dose de 100% de Boscalida e Pira + Fluxa ndo inibiu

completamente o crescimento do fungo, obtendo inibicdo completa para os demais
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principios ativos. O maior crescimento micelial, em media 647,6% superior aos demais

fungicidas foi o de Boscalida (Figuras 19).

Figura 19 — IVCM do Cercdspora coffeicola em meio de cultura contendo diferentes
fungicidas em diferentes doses, UFLA, Lavras, MG, 2020
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Fonte: do autor (2023)

5.3.2 Avaliacéo da Dose Resposta para 0s ICsp e ICo

No calculo da ICso, 0s fungicidas Difeno + Pydiflu, Azoxis + Difeno, Tebuco +
Trifloxys e Azoxys + Tebuco, apresentaram dose resposta inferior a 1 ppm. No [Cg,

Azoxis + Difeno e Tebuco + Trifloxys apresentaram dose resposta inferior a 1 ppm

(Tabela 6).

Tabela 6 — Dados relativos ao ICso e 1Cy calculado de C. coffeicola

Funsicida Ingrediente ppm i.a ou mg/Kg ppm i.a ou ppm i.a ou
g Ativo (dose comercial) mg/Kg (ICs%) mg/Kg (ICso)
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Miravis Difenoconazol 120 8,53 0,14
Duo Pydiflumetofen 75 5,33 0,09
Azoxistrobina 200 *Inferior a menor *Inferior a
Priort Top Difenoconazol 125 dose testada me;g;)‘;g;)se
Cantus Boscalida 187,5 1,1 18,6
Tebuconazol 400 *Inferior a menor *Inferior a
Nativo ) ) . menor dose
Trifloxistrobina 200 dose testada testada
Agimut Azoxistrobina 225 5,99 0,00001997
imu Tebuconazol 375 9,98 0,00003328
Orkestra Piraclostrobina 333 105,96 1,15
Fluxapiroxade 167 88,63 0,97

i.a = ingrediente ativo. *Ec50 e 90 muito inferior a menor dose testada.

Fonte: do autor (2023)

5.4 Efeitos morfologicos e fisiologicos de fungicidas em mudas de cafeeiro (Coffea

arabica)

5.4.1 Altura

Né&o ocorreu diferenca entre 0s tratamentos e as datas de avaliacdo (p>0,05) para
a altura das mudas (Figura 20, Tabela 7) (Anexo Tabelas 7A — 11A).

Figura 20 — Altura das mudas de cafeeiro e crescimento relativo (CR), em funcdo dos
tratamentos aplicados. UFLA, Lavras/MG, 2020
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Tabela 7 — Altura das mudas de cafeeiro em funcdo dos tratamentos aplicados, em diferentes datas. Lavras-MG, 2020

Tratamentos 15/out  29/out E(%) 12/nov E (%) 03/dez E (%) 17/dez E (%) CR E (%)
Testemunha 109a 13,7a - 146 a - 17,4 a - 18,6 a - 7,7a -
Difeno +
pydifiu  114a 131a 0 1426a 238 o0, 057 188a Y% 742 05
Azoxis +
Difeno  115a 139a 4 1528 395 .90 595 1942 M2 794 253
Boscalida 11,06a 13,6a -0,74 15,06a 3,05 176 a 1,14 18,8 a 1,06 7,76 a 0,77
Tebuco +
Trifloxys  103a 124a 048 14162 31l o0 475 186a 90 g3a 723
AZOXYS * 1,48 3,95
Tebuco 10,52a 135a ' 15,2 a ' 179 a 2,79 18,6 a 0,00 8,12 a 5,17
Pira+ Fluxa 11,56a 13,8a 0,72 15,6 a 6,41 19,1a 8,90 20,4 a 8,82 8,86a 13,09

E (%) — Porcentagem de Eficacia de Abbott; CR — Crescimento relativo; médias seguidas por mesmas letras na linha nao diferem entre si por meio no teste Tukey (p<0,05). O

CR referente a testemunha é relativo ao crescimento inicial e ndo a testemunha.

Fonte: do autor (2023)
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5.4.2 Didmetro

Foram realizadas cinco avaliacbes do didmetro das mudas, em 15/10/2020,
29/10/2020, 12/11/2020, 03/12/2020 e 17/12/2020. Nao houve diferenga (p<0,05) no
didmetro das mudas entre os tratamentos, em todas as datas avaliadas (Figura 21 —
Anexo Tabela 13A - 17A).

Figura 22 — Diametro das mudas de cafeeiro, em funcdo dos tratamentos aplicados.
UFLA, Lavras/MG, 2020
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Fonte: do autor (2023)

O tratamento com maior diametro em relacdo a testemunha foi Pira + Fluxa com
incremento de 5,0% (Tabela 8), porém ndo houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos.



Tabela 8 — Diametro das mudas de cafeeiro em funcéo dos tratamentos aplicados. Lavras-MG, 2020

Tratamentos AVAL1 AVAL2 E(%) AVAL3 E (%) AVAL4 E (%) AVAL5 E(%) CR E (%)
Testemunha 35a 39a - 43a - 48a - 54a - 19a -
Difeno + 163
Pydiflu 3,6a 40a 2,50 ’ 6,52 52a 7,69 52a -3,85 16a ~-18,75
AzoXis + 4162
Difeno 3,2a 4,2 a 7,14 ’ 6,52 50a 4,00 4.8 a -1250 16a -18,75
Boscalida 3,6a 40a 2,50 47 a 8,51 52a 7,69 52a -3,85 16a ~-18,75
Tebuco + 443
Trifloxys 35a 3,8a -2,63 ’ 2,27 4,7 a -2,13 46a -17,39 1lla -72,73
Azoxys + 442
Tebuco 3,5a 40a 2,50 ’ 2,27 50a 4,00 48a -1250 1,3a -46,15
Pira + Fluxa 34a 40a 2,50 4,7 a 8,51 51a 5,88 54a 0,00 20a 5,00

58

E(%) — Porcentagem de Eficéacia de Abbott; CR — Crescimento relativo; médias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si por meio do teste Tukey (p<0,05). O CR

referente a testemunha é relativo ao crescimento inicial e ndo a testemunha.
Fonte: do autor (2023)
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5.4.3 Area foliar
Né&o houve diferenga (p>0,05) para a area foliar entre os tratamentos avaliados
(Anexo Tabelas 19A — 23A, Figura 22).

Figura 22 — Area foliar em mudas de cafeeiro em funcdo dos tratamentos aplicados.
UFLA, Lavras/MG, 2020
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Fonte: do autor (2023)

Os tratamentos com maior incremento relativo em relacdo a testemunha foram

Boscalida e Pira + Fluxa com 8,23 e 3,26%, respectivamente (Tabela 9).
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Tabela 9 — Area foliar das mudas de cafeeiro em funcéo dos tratamentos aplicados. Lavras-MG, 2020
Tratamentos 15/out  29/out E (%) 12/nov. E (%) 03/dez E (%) 17/dez E (%) CR E (%)

Testemunha 11428a 222/4a - 310,30 a - 409,20 a - 497,80 a - 383,52 a -

Difeno + 376,36 a

Pydiflu 118,44a 226,1a 1,64 31550a 1,65 400,72a -2,12 494,80a -0,61 ’ -1,90
AZOXis + 369 96 a

Difeno 127,00a 228,1a 2,50 309,62a -0,22 38954a -505 496,96a -0,17 ’ -3,67
Boscalida 111,50a 226,0a 1,59 31952a 2,89 426,22a 399 52942a 5,97 41792a 8,23
Tebuco + 356 88 a
Trifloxys 108,46a 190,3a -16,87 272,00a -14,08 367,70a -11,29 465,34a -6,98 ’ -7,46
AZOXys + 385,08 a

Tebuco 112,72a 207,4a -7,23 302,68a -2,52 393,02a -4,12 497,80a 0,00 ’ 0,41

Pira+ Fluxa 117,74a 227,3a 2,16 308,14a -0,70 400,52a -2,17 514,18a 3,19 396,44a 3,26
E(%) — Porcentagem de Eficacia de Abbott; médias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si por meio do teste Tukey (p<0,05). O CR referente a testemunha é relativo

ao crescimento inicial e ndo a testemunha.
Fonte: do autor (2023)
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5.4.4 Teor de clorofila das plantas
Né&o houve diferenca (p>0,05) no teor de clorofila entre os tratamentos (Figura
23 — Anexo Tabelas 25A — 29A), avaliados por indice SPAD.

Figura 23 — indice SPAD em mudas de cafeeiro, em fungio dos tratamentos aplicados.
UFLA, Lavras/MG, 2020
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Fonte: do autor (2023)

Os tratamentos com maior crescimento relativo em relacdo a Testemunha foram
Boscalida e Difeno + Pydiflu, com 0,003% e 0,002%, respectivamente (Tabela 10).
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Tabela 10 — indice SPAD em mudas de cafeeiro em funcio dos tratamentos aplicados. UFLA, Lavras, 2020

Tratamentos  15/out  29/out E(%) 12/nov  E (%) 03/dez E (%) 17/dez  E (%) SPAD Relativo
Testemunha 0,041a 0,039a - 0,043 a - 0,045 a - 0,044 a - 0,003 a
Difeno +
Pydiflu 0,038a 0,038a -1,60 0,042a -3,03 0,041a -9,72 0,040a -8,97 0,002 a
AzoXis +
Difeno 0,042a 0,042a 6,24 0,043a -1,34 0,043a -4,13 0,042a -4,66 0,000 a
Boscalida 0,039a 0,040a -0,23 0,045a 431 0,043a -525 0,043a ~-1,93 0,003 a
Tebuco +
Trifloxys 0,041a 0,041a 3,25 0,042a -293 0,039a -16,08 0,041a -6,41 0,000 a
Azoxys +
Tebuco 0,040a 0,040a 0,21 0,039a -10,45 0,042a -7,38 0,040a -11,14 0,000 a
Pira+ Fluxa 0,040a 0,040a -2,97 0,041a -578 0,042a -6,79 0,040a -9,43 0,000 a

E(%) — Porcentagem de Eficacia de Abbott; méedias seguidas por mesmas letras ndo diferem entre si por meio do teste Tukey (p<0,05). O CR referente a testemunha é relativo

Fonte: do autor (2023)

ao crescimento inicial e ndo a testemunha.
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5.4.5 Peso da parte aérea das mudas secas

Verificou-se diferenga (p<0,05) entre os tratamentos para o peso da parte aérea
das mudas secas (Anexo Tabela 31A). O tratamento Tebuco + Trifloxys foi inferior ao
Pira + Fluxa e ao Azoxis + Difeno (Figura 24). Os demais tratamentos ndo diferiram

entre si e entre o controle.

Figura 24 — Peso da parte aérea seca das mudas de cafeeiro, em fungdo dos tratamentos
aplicados. UFLA, Lavras/MG, 2020
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Fonte: do autor (2023)

O maior peso da parte aérea seca das mudas, foi observado para o tratamento
Pira + Fluxa e Azoxis + Difeno, apresentando incremento de 19 e 12% em relacdo ao

controle.

5.4.6 Fendis totais

N&o houve diferenca (p>0,05) entre os tratamentos, apds 12 e 24 horas. Apds 48
horas verificou-se diferentes comportamentos dos tratamentos, sendo os tratamentos
Boscalida, Azoxys + Tebuco e Pira + Fluxa superiores a Tebuco + Trifloxys, Difeno +
Pydiflu e Azoxis + Difeno. Ap6s 72 horas, Difeno + Pydiflu foi superior (p<0,05) ao

demais tratamentos. Aos trinta dias decorridos da pulverizagdo, os tratamentos Azoxys
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+ Tebuco, Boscalida, Difeno + Pydiflu apresentaram maiores (p<0,05) valores de fendis
totais, ndo diferindo da testemunha (Tabela 11, Figura 25 — Anexos Tabelas 32A —
37A).
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Tabela 11 — indice de fendis totais em folhas de mudas de cafeeiro em funcio dos tratamentos aplicados. UFLA, Lavras/MG, 2020

Tratamento 12Horas E (%) 24Horas E (%) 48Horas E (%) 72Horas E (%) 30Dias E (%)
Testemunha 7,46 a - 7,08 a - 7,42 a - 6,44 b - 7,36 a -
D|fer_10 + 7,04 a 453 7,27a 268 7,10b 431 7,10 a 10,25 741a 0,68
Pydiflu
Azgx|s + 6,75a 826 7,10a 0,28 6,99 b 5.80 582c¢ 963 7,15Db 285
Difeno
Boscalida 7,26 a 0,93 7,31a -3,25 7,55 a -1,75 6,57 b 202 72l1a 2,04
Te_buco + 7,39a 3,86 7,20a 169 7,15b 364 6,77 b 512 7,08 b 380
Trifloxys
Azoxys + 7,40 a 107 7,38a 4.4 7,48 a 0,81 6,68 b 373 7,34 a 0.27
Tebuco
Pira+Fluxa 751a 0,00 7,33a -3,53 7,64 a -2,96 6,36 b 1,24 6,87 b 6,66
CV (%) 5,47 8,18 3,32 2,89 4,17 3,29

E(%) — Porcentagem de Eficacia de Abbott. Médias seguidas de mesma letra sdo estatisticamente iguais no teste Scott knott (p<0,05). O CR referente a testemunha é relativo

ao crescimento inicial e ndo a testemunha.

Fonte: do autor (2023)
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Figura 25 — Fenois totais em folhas de mudas de cafeeiro em fungéo dos tratamentos
aplicados. UFLA, Lavras/MG, 2020
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Fonte: do autor (2023)

5.4.7 Teores de lignina

N&o houve diferenca (p>0,05) no teor de lignina entre os tratamentos (Anexo
Tabela 38A). No entanto, Difeno + Pydiflu proporcionou incremento de

aproximadamente 30% na quantidade de lignina em relacdo a testemunha (Figura 26).
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Figura 26 — Efeito dos tratamentos sobre o teor de lignina soltvel total e incremento
proporcionado neste. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre

si, a 5% no teste Tukey
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Fonte: do autor (2023)

5.4.8 Camada de cera

Observou-se em todos os tratamentos com fungicidas, exceto a testemunha,

incrementos visiveis ao microscopio eletrénico de varredura na camada de cera da

superficie superior das folhas das mudas de cafeeiro (Figura 27).
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Figura 27 — Imagens vistas ao microscopio eletrdnico de varredura da superficie
superior de folhas de mudas do cafeeiro da testemunha (A e B), do
tratamento com Azoxis + Difeno (C e D), Pira + Fluxa (E e F), com Tebuco
+ Trifloxys (G e H), Difeno + Pydiflu (I e J), Boscalida (K e L) e Azoxys +

Fonte: do autor (2023)

5.4.9 Fitotoxidez
N&o se observou sintomas de fitotoxidez nos tratamentos avaliados.
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6. DISCUSSAO

Foi possivel determinar, ‘in vitro’, a dose-resposta de fungicidas inibidores da
demetilagdo (DMI), da quinona oxidase (Qol) e da succinato dehydrogenase (SDHI), na
inibicdo de crescimento micelial dos fungos Cercospora coffeicola, Phoma tarda e
Colletotrichum gloeosporioides.

Determinar a menor concentracdo ou dose resposta para estudos ‘in vitro’ ou em
laboratério é importante para tornar mais rapido o processo de selecdo das melhores
moléculas e o processo sustentavel, evitando pulverizacGes excessivas e a selecdo de
patdgenos resistentes no campo.

Devido as condigdes ‘in vitro’, as doses utilizadas em laboratdrio sdo inferiores
as utilizadas em campo, pois 0 micélio ou os esporos do fungo estudado fica em contato
direto com o fungicida em toda area do crescimento micelial, sem a necessidade de
transpor barreiras, por exemplo, a cuticula e as células do hospedeiro, para entrar em
contato com o patégeno. Porem, no campo o produto € pulverizado sobre as plantas na
area foliar, sendo muitas vezes, misturado com outras moléculas no tanque do
equipamento, perdido entre o equipamento de pulverizacdo e o alvo, por deriva, por
evaporacdo e, muitas vezes, ndo proporciona boa cobertura foliar em ambas as faces da
folha. Além disso, apds serem depositados nessa superficie, se forem sistémicos, caso
dos produtos estudados, € necessario atravessar a cuticula e sua camada de cera e as
células do parénquima para encontrar o fungo e ser absorvido por seu micélio. Ou seja,
sdo diversas barreiras para essas moléculas transporem, com perdas da quantidade da
dose pulverizada durante seu preparo e essa movimentacdo. Segundo Holownicki et al.
(2000), os turboatomizadores sdo os mais utilizados em culturas arbustivas, por serem
faceis de operar e efetivos no controle de pragas e doencas. Entretanto, segundo esses
autores a pulverizacdo com turboatomizadores se caracteriza como um processo
ineficiente, devido as perdas ultrapassarem mais de 50% da dose dos produtos
aplicados.

Em relacdo as misturas de tanque, praticadas usualmente por cafeicultores,
podem interferir na eficiéncia das moléculas para controlar as doencas, assim como
varios outros fatores, entre eles, a qualidade da &gua a ser utilizada na pulverizacédo, a
interacdo das moléculas com exsudatos foliares e até mesmo a qualidade das
formulagbes quanto ao tamanho das particulas pode influenciar na absorcéo através da

cuticula e seu comportamento dentro dos parénquimas palicadico e lacunoso até
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encontrar o patdgeno. Também devem ser levados em consideracdo fatores ambientais,
temperatura, umidade relativa do ar e molhamento foliar (BARTELEGA, 2022).

Evidenciando as condicGes relatadas, para o fungo Colletotrichum
gloeosporiodes, a dose resposta indicada para estudos do crescimento micelial e IVCM
é equivalente a 5 % da dose de campo para Azoxys 11,3 ppm + Tebuco 18,8 ppm,
Tebuco 20 ppm + Trifloxys 10 ppm, Azoxis 10 ppm + Difeno 6,3 ppm e Difeno 6,3
ppm + Pydiflu 3,8 ppm. Para estes fungicidas, nessas concentragdes, o controle do
crescimento micelial foi respectivamente, 91,9%, 83,8%, 78,5% e 76,1%. Os fungicidas
Boscalida e Pira + Fluxa ndo afetaram o crescimento micelial de acordo com o aumento
da dose. Azoxys + Tebuco, Tebuco + Trifloxys, Azoxis + Difeno e Difeno + Pydiflu
tém em sua formulagdo fungicidas do gupo dos triazdis e, comparados aos demais
tratamentos Boscalida e Pira + Fluxa, demonstram o quanto os triazois tebuconazol e
difenoconazol interferem diretamente nos resultados, evidenciando a importancia de
praticar o uso desses ativos no controle do Colletotrichum gloeosporiodes.

Com o aumento das doses dos fungicidas Azoxys + Tebuco, Tebuco + Trifloxys,
Azoxis + Difeno e Difeno + Pydiflu ocorreu discreta reducdo do crescimento micelial
do C. gloeosporioides, apesar de, nas menores doses, ja haver reducéo significativa do
crescimento. Ja para o fungicida Pira + Fluxa e Boscalida, mesmo aumentando as doses,
ndo houve reducdo significativa do crescimento micelial. O Difeno + Pydiflu, mesmo
tendo uma carboxamida, porém com um pirazol e um radical especifico, ja obteve
reducdo no crescimento micelial. Os fungicidas Azoxys 225 ppm + Tebuco 375 ppm e
Tebuco 400 ppm + Trifloxys 200 ppm na dose de 100% foram capazes de inibir
completamente o crescimento micelial.

Ferreira et al. (2009) avaliando diferentes fungicidas no controle do crescimento
micelial ‘in vitro’ de C. gloeosporioides, também verificaram nos tratamentos contendo
Triazol alta eficiéncia na inibicdo do crescimento micelial. Enquanto a partir da
concentracdo de 25 ppm e 500 ppm de tetraconazol e de triadimenol, respectivamente,
houve paralizacdo do crescimento micelial. Além disso, esses autores também
verificaram efeito linear negativo no crescimento micelial de acordo com o aumento das
doses desses triazois.

Os autores utilizaram o Triazol sem combinacdo com outros grupos quimicos.
Porém, de acordo com alguns estudos, o seu uso indiscriminado e sem associacoes,
pode resultar em selecdo de isolados resistentes (MA et al., 2002). Sendo esta uma das

principais causas da perda de eficicia dos triazéis em alguns patdégenos (PEREIRA;
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MCDONALD; BRUNNER, 2016; CERESINI et al., 2018). Por isso, é importante
avaliar misturas de fungicidas no controle de doencas, de forma a evitar resisténcia a
eles.

As combinagdes de Estrobilurina e Triazol ou ainda com uma Carboxamida,
caso do Difeno + Pydiflu, proporcionaram menor crescimento micelial nesse estudo. A
eficacia da Azoxistrobina no controle de C. gloeosporioides ‘in vitro’ também ¢ relatada
na literatura (SUNDRAVADANA et al., 2007). Nesse estudo a Azoxis a 0,25 e 0,5 ppm
inibiu ligeiramente o crescimento micelial, e acima de 1 ppm inibiu completamente.

A inibicdo total do crescimento micelial foi obeservada na dose de campo de
100% dos tratamentos Azoxys 225 ppm + Tebuco 375 ppm e Tebuco 400 ppm +
Trifloxys 200 ppm, fungicidas com Tebuconazol, do grupo dos triazdis. J& o0s
tratamentos com Azoxis + Difeno e Difeno + Pydiflu contendo em suas formulagdes o
Difenoconazol, também do grupo dos triazois, ndo inibiram totalmente o crescimento
micelial com a dose de campo. De acordo com Tavares e Souza (2005) mesmo dentro
do grupo dos triazois pode existir diferenca na eficiéncia do ingrediente ativo, fato
observado por esses autores, entre 0 Tebuconazol e o Propiconazol, no crescimento
micelial de C. gloeosporioides, isolado do mamao.

Segundo Costa et al. (2020), as variacbes na eficiéncia dos triazois e na
sensibilidade do isolado do fungo a esses derivados, podem ser explicadas por interacéo
das moléculas com seu sitio de acdo no patdgeno. Varios fatores podem impedir o
fungicida de atingir o alvo, como alteracdo do sitio alvo, superexpressdo da proteina
alvo, desencadeada devido ao acumulo de fungicida na célula, e efluxo do fungicida do
local alvo.

No célculo do ICso, observou-se os fungicidas Difeno + Pydiflu, Azoxis +
Difeno, Tebuco + Trifloxys e Azoxys + Tebuco com valores abaixo de 0,1 ppm i.a. De
acordo com a definicdo proposta por Edgington, Khew e Barron (1971) esses fungicidas
sdo altamente fungitoxico (ICso<l ppm), enquanto Boscalida e Pira + Fluxa néo
apresentaram fungitoxicidade (ICso > 100 ppm) para C. gloeoesporioides. Quanto
menor 0 1Cso, maior a toxicidade da molécula. A eficiéncia de fungicidas triazois na
inibigdo do crescimento micelial ‘in vitro’ de espécies de Colletotrichum também foi
verificada em outros trabalhos (FREEMAN et al., 1997). Para outra espécia, o C. e
observada inibi¢do do crescimento micelial em concentragdes inferiores a 1ppm.

Ferreira et al. (2009) avaliando o 1Cso de C. gloeosporioides verificaram para o

Triadimenol isolado, pertencente ao grupo dos triazois, ICso igual a 11,4 ppm, sendo
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classificado de baixa eficiéncia. J4 o Tetraconazol apresentou ICso menor que 1 ppm
(FERREIRA et al., 2009). Nesse sentido, € possivel verificar o 1Cso apresentando
diferentes comportamentos, inclusive para fungicidas pertencentes ao mesmo grupo
quimico, como neste caso, no qual os fungicidas testados pertencem aos triazdis. Esse
comportamento também foi verificado para o crescimento micelial, e provavelmente
possui as mesmas explicacdes relatadas para essa variavel.

J& 0 ICq, variou de 4,75 a 132,79 ppm ia. Os menores valores foram
observados para o fungicida Azoxys + Tebuco, seguido do Tebuco + Trifloxys, ambos
possuem o0 Tebuconazol na composicdo e sdo moderadamente fungitoxicos (ICqo entre
1-50 - EDGINGTON; KHEW; BARRON, 1971).

Liberato e Tagagiba (2001) também utilizaram fungicidas inibidores da
demetilagdo de esterdis (Triadimenol, Tebuconazol, Propiconazol e Prochloraz) na
avaliacdo do C. gloeosporioides ‘in vitro’. Os autores testaram doses de 1, 10, 50 e 100
ppm. O 1Cqo observado foi de 54,4 ppm para Triadimenol, 8 para Tebuconazol, 6,6 para
Propiconazol e <1 ppm para Prochloraz. Os triazois testados apresentaram diferentes
respostas, de alta a nenhuma toxicidade sobre o patdgeno (EDGINGTON; KHEW;
BARRON, 1971).

Sendo assim, os tratamentos com os fungicidas, exceto Boscalida e Pira + Fluxa,
reduziram o crescimento micelial “in vitro” em relacdo a testemunha, contudo, a
inibicdo total sé foi obtida com o Azoxys + Tebuco e Tebuco + Trifloxys na dose
utilizada em campo. Os fungicidas Azoxys + Tebuco, Tebuco + Trifloxys, Azoxis +
Difeno e Difeno + Pydiflu apresentaram 1Cso inferior a 0,01, 0,07, 0,05 e 0,04
respectivamente, demonstrando assim, alta toxicidade ao patégeno. Para o 1Cgo 0 menor
valor foi do Azoxys + Tebuco (4,75 + 7,91 ppm), seguido por Tebuco + Trifloxys
(13,32 + 26,64 ppm), Azoxis + Difeno (43,09 + 68,94 ppm) e Difeno + Pydiflu (83 +
132,79 ppm).

Para avaliacdo ‘in vitro’ do Crescimento micelial de P. tarda, a dose resposta
recomendada também € a de 5% da dose de campo, sendo Pira 25 ppm + Fluxa 12,5
ppm, Azoxis 10 ppm + Difeno 6,3 ppm, Boscalida 9,4 ppm, Difeno 6,3 ppm + Pydiflu
3,8 ppm, Tebuco 20 ppm + Trifloxys 10 ppm e Azoxys 11,3 ppm + Tebuco 18,8 ppm,
inibindo 100%, 100%, 90%, 78,8%, 71,3% e 68,9 % do crescimento micelial
respectivamente. A partir da dose de 25%, todos os fungicidas inibiram em 100% o

crescimento micelial.
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Assim sendo, ressalta-se a combinagdo dos fungicidas Triazol, Carboxamida,
incluindo a Boscalida/Anilida e também Estrobilurina como eficientes na reducgdo de
100% do crescimento de P. tarda. Segundo Herzog et al. (2018) e Vilela (2020) a
associacdo de fungicidas tem proporcionado melhor controle de fitopatdgenos com
maior periodo residual, vigor da planta e incremento na produtividade do cafeeiro. Por
outro lado, menores doses, podem apresentar baixas toxicidades para os patdgenos em
plantas (CHAVES NETO et al., 2020). Ou seja, podem ndo controlar o patdgeno,
levando-0 a adquirir resisténcia ao fungicida.

A efetividade de fungicidas Estrobilurina e Triazol no controle de P. tarda ja foi
verificada em estudo realizado por Zamalloa (2015). Esse autor testou ‘in vitro’, doses
baixas (0,05%), média (0,25%) e alta (0,5%) em relagcdo as recomendagdes de campo,
no crescimento micelial de P. tarda, enquanto que neste estudo testou-se doses de 5%,
25%, 50% e 100%. Verificou total inibi¢cdo do crescimento micelial com a utilizacdo da
dose mais baixa do fungicida Tebuco + Trifloxys (Triazol + Estrubilurina) e Silvacur
combi 300 (Triadimenol + Tebuconazol — Triazol + Triazol). Contudo, o autor também
citou a nao inibicdo do crescimento micelial com o emprego de somente uma
estrobilurina, a Trifloxistrobina (Flint) em nenhuma das doses testadas. Sendo assim,
apresente-se favoravel a combinacédo de diferentes grupos quimicos de fungicidas para
aumentar a eficiéncia do controle.

Todavia, na avaliacdo ‘in vitro’ de fungos com utilizacdo de fungicidas ¢
importante observar diferentes fatores, um deles é a temperatura. No caso de P. tarda, a
temperatura 6tima para se avaliar o crescimento é de 22,9 °C (LORENZETTI et al.,
2015). No estudo de Zamalloa (2015), foi utilizada a temperatura de 25,0 °C e no
presente estudo se utilizou 21,0 °C. A temperatura utilizada por Zamalloa (2015) pode
ter sido um dos fatores influenciando negativamente a eficiéncia da Estrobilurina no
crescimento micelial do fungo.

A efetividade dos fungicidas utilizados no controle ‘in vitro’ de P. tarda, de
acordo com Zamalloa (2015), pode ser devido ao mecanismo de acdo dos diferentes
ingredientes ativos, pois, uma vez penetrado no esporo do fungo, atinge rapidamente o
local de acdo do fungo, antes da sua penetracdo. Todavia, os estudos ‘in vitro’ do
controle de P. tarda com a utilizacdo de diferentes fungicidas sao limitados, assim, este
estudo pode contribuir com futuras pesquisas envolvendo o controle quimico desse

patdgeno no laboratorio.
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Na avaliagdo do ICso, os fungicidas Difeno + Pydiflu (ICso 0,41 ppm), Azoxis +
Difeno (ICso inferior a menor dose testada), Boscalida (ICso 0,17 ppm) e Pira + Fluxa
(ICso inferior a menor dose testada) foram altamente fungitoxicos. Ja para ICoo, Difeno +
Pydiflu (ICqo 0,69 ppm), Azoxis + Difeno (ICy inferior a menor dose testada) e Pira +
Fluxa (ICo inferior a menor dose testada) foram altamente fungitoxicos de acordo com
a classifica¢do de Edgington, Khew e Barron (1971) com indice de 1Cso<1 ppm. Nesse
estudo, os fungicidas de alta toxicidade tanto em ICso quanto em 1Cgo, cOntém como
ingredientes dois dos grupos quimicos testados (Estrobilurina, Triazol e Carboxamida).
Sugerindo a eficacia da combinacdo destes fungicidas no controle de P. tarda.

Em suma, todos os fungicidas testados reduziram o crescimento micelial de P.
tarda, porém os fungicidas com associacao de ingredientes ativos de diferentes grupos
quimicos apresentaram melhores resultados.

Para Cercospora coffeicola a dose resposta para estudos de crescimento micelial
‘in vitro’ indicada ¢ a de 5%. Assim as doses seriam: Tebuco 20 ppm + Trifloxys 10
ppm, Azoxis 10 ppm + Difeno 6,3 ppm; Azoxys 11,3 ppm + Tebuco 18,8 ppm; Difeno
6,3 ppm + Pydiflu 3,8 ppm, inibindo 100, 100, 87,1 e 54,8 % respectivamente do
crescimento micelial. As doses resposta de Pira + Fluxa e da Boscalida ndo apresentaram
controle do crescimento. A alta efetividade na reducédo do crescimento micelial com os
fungicidas Tebuco + Trifloxys (20 + 10 ppm) e Azoxis + Difeno (10 + 6,3 ppm) pode
ser devido aos ingredientes ativos dos grupos quimicos utilizados, nos dois ha
associacdo de Estrobilurina + Triazol. Porém, o Azoxys + Tebuco também possui essa
associacgdo, diferindo nos ingredientes ativos e concentracfes, provavelmente por isso,
com a aplicacdo de 25% do Azoxys + Tebuco (56,3 + 93,8 ppm) também foi verificado
total inibicdo do crescimento micelial do fungo. Para o Difeno + Pydiflu a dose
correspondente a 100% da dose de campo (125 + 75 ppm) também inibiu totalmente o
crescimento micelial.

Na literatura existem poucos estudos avaliando a acdo dos fungicidas para o
controle do crescimento micelial de C. coffeicola ‘in vitro’. Santos (2015) verificou ‘in
vitro’ a sensibilidade desse fungo aos Triazois e Estrobilurinas. No experimento ‘in
vitro’, 0S ingredientes ativos Azoxistrobina, Flutriafol, Ciproconazol e Epoxiconazol
apresentaram concentracao inibitéria minima acima da dosagem utilizada no campo,
portanto, segundo a classificacdo de Yan et al. (2014), isolados de C. coffeicola s&o
altamente resistentes a estes ingredientes ativos. Todavia, nesse estudo, a combinagao

de Triaz6is com Estrobilurina promoveu inibicdo total do crescimento micelial a partir
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da concentracdo de 5%. Demonstrando assim, a eficiéncia da combinagéo de diferentes
ingredientes ativos no controle desse patdgeno.

Por outro lado, a utilizacdo dos fungicidas Boscalida e Pira + Fluxa ndo obteve a
inibicdo total do crescimento micelial nem mesmo quando utilizada 100% da dose
recomendada. Esses resultados divergem do encontrado por Bradley e Pedersen (2011),
pois demonstraram isolados de C. zeae-maydis com inibicdo de germinacdo de conidios
aproximadamente dez vezes maior por Piraclostrobina em comparacdo as
Azoxistrobina. Este fato também chama a atencdo para as reacdes do patdgeno para o
mesmo grupo quimico, porém ingredientes ativos diferentes.

Lombardi (2002) também avaliou o fungicida Estrobilurina (Azoxistrobina) e
Triaz6is (Tebuconazol e Propiconazol) no controle de diferentes isolados de C.
coffeicola “in vitro’. O Propiconazol inibiu o crescimento de todos os isolados testados a
partir das concentracdes de 1000 a 10000 ppm, estando estes valores bem superiores aos
obeservados no presente estudo, que variou de 6,3 a 93,8 ppm. Para a Azoxistrobina
observou-se diferentes respostas entre os isolados, pois em alguns ndo inibiu o didmetro
das colbnias e em outros isolados, inibiu completamente o crescimento micelial até a
concentracdo de 100000 ppm. Ja o Tebuconazol reduziu significativamente o
crescimento micelial de todos os isolados em concentracdes de 1000 a 50000 ppm. Esse
estudo demonstrou diferentes respostas do patdégeno ao fungicida podendo ser
influenciadas por varios fatores, inclusive pelo isolado utilizado no experimento.

Salgado (1998) descreve a Azoxistrobina utilizada individualmente podendo nédo
mostrar todo o seu potencial em controlar o alvo bioldgico, pois tem como caracteristica
a atuacdo preventiva e atua nos estadios iniciais de germinagédo e crescimento do tubo
germinativo. Esse fungicida quando testado ‘in vitro’, no crescimento micelial, pode ter
seu potencial de controle do patégeno mascarado.

Os fungicidas Difeno + Pydiflu (1Cs00,14 ppm), Azoxis + Difeno (I1Cso inferior a
menor dose testada), Tebuco + Trifloxys (ICso inferior a menor dose testada) e Azoxys
+ Tebuco (ICso menor que 0,01ppm), foram altamente fungitoxicos, com ICs<1 ppm
(EDGINGTON; KHEW; BARRON, 1971). Para ICqg, somente 0 Azoxis + Difeno (ICgo
inferior a menor dose testada) e o Tebuco + Trifloxys (ICgo inferior a menor dose
testada) foram altamente tdxicos para C. coffeicola. Estes resultados divergem dos
encontrados por Santos (2015), o qual verificou ‘in vitro’, a C. coffeicola altamente
resistente a utilizagdo de Azoxistrobina, porém neste estudo, a utilizacdo de

Azoxistrobina como ingrediente ativo em associagdo ao Tebuconazol ou Difenoconazol
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foi altamente toxica para o fungo, com ICso<l ppm. Este resultado aponta para a
combinacédo de fungicidas podendo apresentar maior toxicidade contra o patdgeno.

De acordo com Santos et al. (2022) a fungitoxicidade de Azoxistrobina pode
variar com alguns fatores, como a origem dos isolados. Esses autores verificaram 0s
isolados IL1(llicinea/MG), CAN3 (CandeiassMG) com maior sensibilidade a
azoxistrobina, com ICso de 0,38 ppm e 0,39 ppm, respectivamente, condizendo com 0s
resultados deste estudo. J& para o isolado CA1 (Campos Altos/MG) Santos et al. (2022)
ndo verificaram nenhuma sensibilidade ao fungicida, com ICso de 146,85 ppm.

Nesse sentido, Tebuco + Trifloxys, Azoxis + Difeno, Azoxys + Tebuco e Difeno
+ Pydiflu demonstraram satisfatéria inibicdo do crescimento micelial de C. coffeicola.
Apesar de ter exercido um bom controle dos patdgenos estudados, o fungicida Difeno +
Pydiflu, atualmente, tem dose de bula recomendada de 600 ml/ha e ndo 400ml/ha, como
usado neste trabalho. Tendo em vista 0 aumento da dose, muito provavelmente este
fungicida exercera controle ainda mais satisfatorio de C. gloeosporioides e C.
coffeicola.

Contudo, os fungicidas com associacdo de Triazol e Estrobilurina, ainda
aparecem como 0s produtos mais eficientes na inibicdo do crescimento micelial dos
principais patdgenos necrotroficos do cafeeiro, porém a associagdo de Triazol e
Carboxamida surge como mais uma opcao para alternar as pulverizacdes evitando a
selacdo de patdgenos resistentes aos fungicidas. Porém, € importante ressaltar que o
estudo “in vitro” ndo reflete os resultados de campo, apontando apenas os ingredientes
ativos e suas combinagdes mais eficientes na inibicdo do crescimento micelial.

Nas pesquisas em casa de vegetacdo ndo houve diferenca entre os tratamentos
para as variaveis altura, diametro, area foliar e teor de clorofilas, porém existem relatos
da influéncia de fungicidas nessas caracteristicas.

Verdin et al. (2017) avaliaram o efeito de fungicidas em mudas clonais do
cafeeiro conilon. O experimento foi implantado em casa de vegetacdo, sem inoculacdo
de patogenos. Foram testados os fungicidas Opera® (Piraclostrobina + Epoxiconazol),
Cantus® (Boscalida) e Comet® (Piraclostrobina) isolados ou em combinacdo, as
pulverizacdes foram feitas 90 e 120 dias apds o palntio, o estudo foi conduzido por 6
meses. A utilizacio do Opera® + Cantus® + Comet® e Opera® + Cantus® também
apresentou diametro inferior a testemunha, porém sem diferenca entre os tratamentos

para esta variavel, conforme visualizado neste estudo.
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Por outro lado, os resultados apresentados diferem dos obtidos por Santinato et
al. (2016). Os autores testaram os fungicidas Boscalida nas doses 45, 90 e 180 g.ha™ e
Piraclostrobina nas doses 150, 300 e 600 ml.ha? isoladamente ou em combinagdo no
desenvolvimento inicial de cafeeiro, no campo. Apds dez e 20 meses da instalacdo do
experimento a aplicacdo dos fungicidas, isoladamente ou em associacdo, promoveu
acréscimo na altura e didametro da planta em relacéo a testemunha. A diferenca entre os
estudos pode ser devido as condicGes sob as quais foram realizados, pois Santinato et al.
(2016) realizaram o experimento no campo, aonde ocorrem doengas, enquanto no
presente estudo foi em ambiente controlado, na casa de vegetacdo, sem inoculagéo.
Além disso, as avaliacfes de Santinato et al. (2016) foram apds dez e 20 meses da
instalacdo do experimento, enquanto neste estudo as avaliacBes foram realizadas ap6s
no maximo 2 meses da instalacao.

Contudo, ressalta-se que nesse experimento, as plantas ndo foram inoculadas,
pois 0 objetivo foi avaliar os efeitos fisiologicos dos fungicidas nas mudas saudaveis e
ndo o controle das doencas causadas por patdgenos necrotroficos. Uma hipotese seria,
na presenca das doencas ocorrem efeitos negativos em sua morfologia, como a desfolha,
consequentemente menor fotossintese e menor crescimento/diametro, por isso, € muito
provavel, caso fosse feita inoculacdo dos patdgenos, 0s tratamentos apresentariam
efeitos morfoldgicos positivos com relacdo a testemunha. Neste caso, o incremento nos
efeitos morfoldgicos pode estar associado ao controle das doencgas. Outra hipoOtese seria
a interferéncia do tempo de avaliacdo, como o cafeeiro € uma cultura perene, seu
crescimento ocorre de forma mais lenta e 60 dias pode ndo ter sido suficiente para
avaliar efeitos morfoldgicos significativos nas plantas. Todavia os produtos também néo
causaram, estatisticamente, nenhum efeito negativo sob a planta, logo, mostraram-se
muito seguros para 0 manejo fitossanitario do cafeeiro.

N&o houve diferenca no teor de clorofila entre os tratamentos neste estudo. O
SPAD mede o teor de clorofila das plantas, dessa maneira, quanto maior esse teor,
provavelmente maior serd a realizacdo de fotossintese e consequentemente a planta tera
mais energia para seu crescimento e desenvolvimento. Fungicidas podem mudar essa
fisiologia e levarem as plantas a produzirem mais ou menos clorofila. Porém, o aumento
da clorofila nos tratamentos com os fungicidas era esperado, pois eles possuem N em
sua estrutura quimica e este nutriente é componente da molécula de clorofila, conforme
observado por Reis et al. (2006), o aumento nas doses de nitrogénio nas plantas

promove maiores valores de leituras SPAD, devido ao aumento dos teores de clorofila.
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Herzog et al. (2018) avaliando diferente fungicidas no crescimento de café
conilon, no campo, sem inoculacdo de patdgeno, observaram os tratamentos com
piraclostrobina influenciando positivamente os indices relativo de clorofila, com
incremento de 8,6% em relagdo a testemunha, o experimento foi conduzido por 12
meses e 0 SPAD foi avaliado 15 dias apds a pulverizagao.

O efeito benéfico no incremento da clorofila apds a aplicagdo do Boscalida,
também foi relatado por Silva Junior (2013) testando a acdo de alguns fungidas no teor
de clorofila em cafeeiro, em camara de crescimento, com inoculacdo de patdgeno (P.
tarda), o qual observou o fungicida Boscalida promovendo incremento de 29% em
relacdo a testemunha. Embora neste estudo ndo tenha observado diferenga estatistica, a
Boscalida foi o fungicida com maior SPAD relativo.

Como no trabalho de Silva Junior (2013) houve inoculagcdo e o incremento do
tratamento Boscalida no SPAD foi com relacdo a testemunha, a severidade da doenca na
testemunha pode ter levado a menor producdo de clorofila, por destruicdo de
cloroplastos. Sendo a Boscalida indicado para controle da P. tarda, no tratamento a
severidade da doenca foi menor que na testemunha.

O maior peso da planta seca, foi observado para o tratamento Pira + Fluxa e
Azoxis + Difeno, apresentando incremento de 19% e 12% em relagdo ao controle. O
peso da planta verde e seca pode ser representado por sua quantidade de folhas. As
folhas desempenham papel fundamental nas plantas, pois elas sdo responsaveis por
captar luz, essencial para o processo de fotossintese (MATHUR et al., 2018).

Muitas pesquisas relataram a aplicacdo de fungicida como fator de aumento do
peso da planta seca, tais como: Sirtoli et al. (2011) com o uso do fungicida boscalida,
em pepineiro japonés; Soares et al. (2011) com aplicacdo de piraclostrobina em soja e
Paulo Junior et al. (2013) aplicando piraclostrobina em café arabica.

Por outro lado, Ishikawa, Hare e Kettlewell (2012) avaliaram o peso de planta
seca da parte aérea do trigo empregando mistura de triazol e estrobilurina e observaram
menores pesos nas parcelas tratadas com fungicidas quando comparadas as parcelas nao
tratadas.

Martins et al. (2012) também verificaram influencia negativa no acimulo de
planta seca nas mudas de café conilon quando aplicado ciproconazol (triazol) +
tiametoxam (neonicotindide), assim como observado neste estudo para a utilizagdo do

fungicida Tebuco + Trifloxys, sendo este também Triazol.
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E relevante considerar o fato de ndo se obter o peso inicial das mudas, isso pode
influenciar nos resultados para esta variavel, pois pode ndo se tratar de um incremento
no peso das plantas e sim no fato de inicialmente as plantas ndo terem todas o mesmo
peso. Ao mesmo tempo, observa-se a altura 20,4 cm do tratamento com Pira + Fluxa e
de 19,4 cm com Azoxis + Difeno ao final do experimento, superiores aos demias. Ja
para o didmetro do caule, o Pira + Fluxa era 5,4 mm, também superior aos demais.

Respostas de defesa tém sido associadas aos produtos da rota dos
fenilpropanoides, pois levam a formagdo de compostos fenolicos totais e de lignina
(RAES et al., 2003). Metabolitos secundarios como o0s compostos fendlicos séo
produzidos rapidamente e se acumulam apds a infeccdo, estando assim, envolvidos na
defesa da planta contra o ataque de patdgenos. Os compostos fendlicos atuam como
inibidores do desenvolvimento de pragas e doencas ou acimulo de compostos organicos
de baixo peso molecular, como glicose, sacarose e aminoacidos, resultado da maior
atividade de enzimas decompositoras como amilase, celulase, protease e sacarase
(MARSCHNER, 1995).

Neste estudo, apOs 48 horas verificou-se diferentes comportamentos dos
tratamentos, sendo os tratamentos Boscalida, Azoxys + Tebuco e Pira + Fluxa superiores
a Tebuco + Trifloxys, Difeno + Pydiflu e Azoxis + Difeno. Apos 72 horas, Difeno +
Pydiflu foi superior ao demais tratamentos. Aos trinta dias decorridos da pulverizacéo,
os tratamentos Azoxys + Tebuco, Boscalida, Difeno + Pydiflu apresentaram maiores
valores de fenois totais, ndo diferindo da testemunha.

Os estudos com cafeeiro tém apontado para a utilizacdo de fungicidas
incrementando os teores de fendis totais das plantas. Monteiro (2011), em casa de
vegetacdo, plantas inoculadas com H. vastatrix, aplicou ASM + fungicida (ciproconazol
+ azoxistrobina) em cafeeiro, e verificou incremento de 29% e 25% dos fendis totais, ao
7° e 14° dias de coleta, respectivamente.

Outro estudo empregando fungicida benzimidazol e triazol em trigos, também
verificou aumentos substanciais no contetido fenolico total em plantas tratadas, o qual
registrou incremento maximo de 23% em plantas tratadas com o Triazol a 2000 ppm
(SIDDIQUI; AHMED, 2002). Siddiqui et al. (1997) sugerem este aumento dos fenois
devido ao estresse quimico da planta mediante a aplicacdo do fungicida.

Ou seja, também deve-se estudar os produtos inoculando os patdgenos. Sem a
inoculacdo ocorre o consumo de energia na rota do &cido chiquimico, j& na primeira

reacdo com o consumo de glicose. Como houve aumento de lignina e fenois, houve
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consumo de energia e devido a isso ndo houve crescimento e também diferenca no peso
da planta seca. Na presenga do patdgeno, com seu controle, a planta teria o diferencial
de ndo perder mais glicose e ter suas estruturas celulares quebradas e assim apresentaria
maior crescimento em relacdo a testemunha, com alta intensidade da doenca.

Neste estudo, na avaliacdo apds 72 horas da pulverizacdo o tratamento Difeno +
Pydiflu apresentou incremento no acumulo de fendis superior a testemunha e aos
demais tratamentos, porém, apds 30 dias este tratamento ndo diferiu da testemunha nem
dos tratamentos Boscalida e Azoxys + Tebuco, sugerindo que em algum momento houve
maior ativacao da via do acido chiquimico pelo tratamento Difeno + Pydiflu.

Na quantificagdo de lignina, o Difeno + Pydiflu proporcionou incremento de
aproximadamente 30% em relagdo a testemunha, seguido por Tebuco + Trifloxys
(16,7%), Boscalida (14%), Azoxys + Tebuco (13%), Pira + Fluxa (10,3%) e Azoxis +
Difeno (9,1%). Alguns estudos tém sido realizados para verificar o efeito de fungicidas
no teor de lignina em plantas. Pereira et al. (2008) testaram o fungicida Acibenzolar-S-
metil (ASM), do grupo quimico dos benzothiadiazol, e verificaram incremento no teor
de lignina em relacdo ao tratamento controle em mudas de café. Para Amaral et al.
(2007) este mesmo fungicida (ASM) também proporcionou incremento de 33,3% no
teor de lignina de cafeeiro, valor este bem proximo ao observado neste estudo com a
utilizacdo do fungicida Difeno + Pydiflu. Por outro lado, Monteiro (2011) ndo verificou
influéncia da aplicacdo de ASM + fungicida (ciproconazol + azoxistrobina) sobre o teor
de lignina em cafeeiro, no entanto, o uso do fungicida diminuiu 15,8% dessa molécula
em relacdo a testemunha.

A lignina torna as paredes celulares mais resistentes a penetracdo e, além disso,
recobre as estruturas dos patogenos, isolando-as do citoplasma e, com isso, inibindo o
avanco da infeccdo e também a presenca de compostos fendlicos nesta regido, inibindo
assim, a sintese de enzimas do patdgeno degradadoras de lignina (STANGARLIN et al.,
2011). Neste sentido, os tratamentos que proporcionam maior incremento de lignina,
trazem melhores condicdes a planta, tornando-a menos susceptivel aos patdégenos, além
de proporcionar maior resisténcia estrutural.

Observou-se em todos os tratamentos com fungicidas, exceto o controle,
incrementos na camada de cera na superficie superior das folhas das mudas de cafeeiro.
A cuticula de cera cobre as folhas desempenhando vérias fung¢fes na biologia da planta,
como restricdo a perda de agua, protecdo ao ataque de insetos e raios ultravioleta e

manutengdo de impermeabilidade na superficie, inibindo assim, o ataque de agentes
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patogénicos (KITAGAMI et al., 2013). A camada de cera mantém a superficie foliar
seca, inviabilizando a germinacdo de esporos fungicos, sendo, portanto, importante no
controle de doencas causadas por fungos.

Segundo Lichston e Godoy (2006) a aplicacdo de fungicidas, como o0s cupricos,
pode diminuir o teor de cera e causar alteragdo da morfologia, provocando ferimentos,
podendo tornar a planta mais suscetivel a doengas, pragas e estresse hidrico. Assim, se
torna interessante o uso de produtos atuantes no manejo de fitopatdgenos e ndo
prejudiciais a camada de cera (LICHSTON; GODOY, 2006).

Lichston e Godoy (2006) verificaram ainda, na aplicacéo do fungicida (combate
a ferrugem, cujo principio ativo é o oxicloreto de cobre) a diminuicdo no teor da cera e
alteracdo da morfologia, provocando rupturas e desaparecimento dos cristaldides,
podendo tornar a planta mais suscetivel a doencas, pragas e estresse hidrico.

Esse incremento na camada de cera de mudas de cafe mediante utilizacdo de
fungicida ja foi relatado em outro estudo. Silva Junior (2013) observou nas mudas de
café tratadas com Boscalida, incrementos visuais na camada de cera.

Salienta-se a ndo utilizacdo de adjuvantes oleosos no presente estudo. Estes
coadjuvantes promovem a retirada ou diminuicdo da camada de cera, podendo causar
alteracdo da morfologia, provocando ferimentos, expondo a planta a doencas, pragas e
estresse hidrico (LICHSTON; GODOY, 2006). Neste sentido vale refletir sobre a
utilizacdo de adjuvantes ndo oleosos em calda com os fungicidas estudados aqui,
fazendo com que este beneficio tdo importante trazido a planta seja promovido nessas
pulverizagdes.

Né&o se observou sintomas de fitotoxidez nos tratamentos avaliados. Os relatos
da literatura em relacdo a fitotoxidez de fungicidas no cafeiro sdo divergentes. Herzog et
al. (2018) ndo verificaram fitotoxidade dos fungicidas Piraclostrobina e Boscalida em
cafeeiros.

Ja o estudo realizado por Martins et al. (2011) com a aplicacdo de triazol +
neonicotindide no café conilon evidenciaram varios sintomas de fitotoxidez, como:
retorcimento e ma formacdo de folhas novas, emissdo de ramos ortotropicos
morfologicamente desuniformes, crescimento desordenado, emissdo e proliferacdo
desordenada de brotos e folhas, clorose e necrose foliar e internodios curtos.

Em café ardbica, também foram observados internddios curtos dentre outros
sintomas de fitotoxidez nas plantas tratadas com triazois (tebuconazol, epoxiconazol e
flutriafol) (PARADELA et al., 2005).



82

7. CONCLUSOES

- Para o estudo da dose resposta do crescimento micelial e IVCM de patégenos
necrotoficos do cafeeiro é indicada a dose equivalente a 5 % da dose de campo, sendo:
Azoxystrobina 11,3 ppm + Tebuconazol 18,8 ppm, Tebuconazol 20 ppm +
Trifloxystrobina 10 ppm, Difenoconazol 6,3 ppm + Pydiflumetofen 3,8 ppm,
Azoxistrobina 10 ppm + Difenoconazol 6,3 ppm, Boscalida 9,4 ppm e Piraclostrobina
25 ppm + Fluxapiroxade 12,5 ppm.

- Para Colletotrichum gloeosporioides o0 menor IVCM foi obtido com o fungicida
Azoxistrobina 225 ppm + Tebuconazol 375 ppm, seguido por Tebuconazol 400 ppm +
Trifloxistrobina 200 ppm, Azoxistrobina 200 ppm + Difenoconazol 225 ppm e
Difenoconazol 120 ppm + Pydiflumetofen 75 ppm. No célculo do ICsp, 0s fungicidas
Difenoconazol 120 ppm + Pydiflumetofen 75 ppm, Tebuconazol 400 ppm +
Trifloxistrobina 200 ppm, Tebuconazol 400 ppm + Trifloxistrobina 200 ppm e
Azoxistrobina 225 ppm + Tebuconazol 375 ppm obtiveram valores abaixo de 0,1 ppm
ou mg/Kg do i.a. Ja para a 1Cg, 0s valores mais baixos foram verificados para 0s
fungicidas Azoxistrobina 225 ppm + Tebuconazol 375 ppm e Tebuconazol 400 ppm +
Trifloxistrobina 200 ppm.

- Para Phoma tarda, todos fungicidas inibiram totalmente o IVCM. Na avaliacdo da
ICso, 0s fungicidas Difenoconazol 120 ppm + Pydiflumetofen 75 ppm, Tebuconazol 400
ppm + Trifloxistrobina 200 ppm, Boscalida 187,5 ppm e Piraclostrobina 333 ppm +
Fluxapiroxade 167 ppm apresentaram doses inferiores a 1 mg/kg de fungicida. Ja para
ICq0, Difenoconazol 120 ppm + Pydiflumetofen 75 ppm, Tebuconazol 400 ppm +
Trifloxistrobina 200 ppm e Piraclostrobina 333 ppm + Fluxapiroxade 167 ppm
apresentaram dose inferiores a 1 mg/kg.

- Para Cercospora coffeicola com o0 aumento da dose dos fungicidas Difenoconazol
120 ppm + Pydiflumetofen 75 ppm, Piraclostrobina 333 ppm + Fluxapiroxade 167 ppm
e Azoxistrobina 225 ppm + Tebuconazol 375 ppm ocorreu a redugdo do IVCM. No
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célculo da 1Cso, os fungicidas Difenoconazol 120 ppm + Pydiflumetofen 75 ppm,
Tebuconazol 400 ppm + Trifloxistrobina 200 ppm, Tebuconazol 400 ppm +
Trifloxistrobina 200 ppm e Azoxistrobina 225 ppm + Tebuconazol 375 ppm,
apresentaram dose resposta inferior a 1 mg/kg. No [1Cq, Tebuconazol 400 ppm +
Trifloxistrobina 200 ppm e Tebuconazol 400 ppm + Trifloxistrobina 200 ppm
apresentaram dose resposta inferior a 1 mg/kg.

- O menor peso da parte aérea das mudas secas foi encontrado no tratamento
Tebuconazol + Trifloxystrobina. Aos trinta dias decorridos da pulverizacdo, 0s
tratamentos Azoxystrobina + Tebuconazol, Boscalida e Difenoconazol +
Pydiflumetofen apresentaram maiores valores de fendis totais.

- N&o houve diferenca da altura, diametro, parte aérea e teor de clorofila entre os
tratamentos e a testemunha. O tratamento Difenoconazol + Pydiflumetofen apresentou o
maior incremento de lignina em relagdo a testemunha. Em todos os tratamentos com
fungicidas foi observada presenca de camada de cera. Nao foram observados sintomas

de fitotoxidez.
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ANEXOS
Analises estatisticas

Tabela 1A - Resumo da andlise de variancia do contraste ortogonal da testemunha em relagdo
aos fungicidas para IVCM do C. gloeosporioides. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Fungicidas 6 4474.923942 745.820657 1.0E+0009 0.0000***
DOSES 4 805.788049 201.447012 1.0E+0009 0.0000**x*

erro 89 -6.962027798E+0002 -7.82250314E+0000
Cv (%) = 2.82

Ferreira (2019).

Tabela 2A - Resumo da andlise de variancia para interacdo entre as doses e os fungicidas para
IVCM do C. gloeosporioides. UFLA, Lavras, MG, 2020.

1Y% GL SQ oM Fc Pr>Fc
Fungicidas 5 3697.817880 739.563576 1739.696 0.0000***
DOSES 3 28.681986 9.560662 22.490 0.0000***
Fungicidas*DOSES 15 48.314807 3.220987 7.577 0.0000***
erro 72 30.607975 0.425111
cv. (%) = 9.82

Ferreira (2019).

Tabela 3A - Resumo da analise de variancia para contraste da testemunha em relagédo aos
fungicidas para IVCM da P. tarda. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Fungicidas 6 193.043540 32.173923 214.907 0.0000***
DOSE 4 206.627608 51.656902 345.044 0.0000***

Fungicidas*DOSE 14 -1.741143022E+0002 -1.24367358E+0001 -83.072 1.0000

erro 75 11.228325 0.149711
Cv (%) = 72.69

Ferreira (2019).

Tabela 4A - Resumo da analise de variancia para interacdo entre as doses e os fungicidas para
IVCM da P. tarda. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Fungicidas 5 4.732309 0.946462 10.726 0.0000***
DOSE 3 18.316378 6.105459 69.190 0.0000**~*
TRATAMENTO*DOSE 15 14.196928 0.946462 10.726 0.0000***

erro 72 6.353425 0.088242
Cv (%) = 117.79 35

Ferreira (2019).

Tabela 5A - Resumo da anélise de variancia para contraste da testemunha em relagéo aos
fungicidas para IVCM da Cercéspora coffeicola. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 97.295303 16.215884 167.049 0.0000%***
DOSE 4 24.844433 6.211108 63.984 0.0000**~*

FUNGICIDAS*DOSE 14 -1.503097016E+0001 -1.07364073E+0000 -11.060 1.0000

erro 72 6.989234 0.097073
Cv (%) = 38.33

Ferreira (2019).

Tabela 6A - Resumo da analise de variancia para interacdo entre as doses e os fungicidas para
IVCM da Cercospora coffeicola. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FvV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 5 75.877821 15.175564 136.549 0.0000**x*
DOSE 3 3.426950 1.142317 10.278 0.0000***
FUNGICIDAS*DOSE 15 6.386513 0.425768 3.831 0.0001**%*

erro 72 8.001850 0.111137
Ccv (%) = 46.41

Ferreira (2019).
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Tabela 7A - Resumo da andlise de variancia para a altura das mudas de cafeeiro na primeira
avaliacdo (15/10/2020). UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 7.246857 1.207810 1.300 0.2950
BLOCOS 4 1.473143 0.368286 0.396 0.8092
erro 24 22.298857 0.929119
Cv (%) = 8.74

Ferreira (2019).

Tabela 8A - Resumo da andlise de variancia para a altura das mudas de cafeeiro na segunda
avaliagdo (29/10/2020). UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 8.171429 1.361905 1.483 0.2262
BLOCOS 4 3.357143 0.839286 0.914 0.4719
erro 24 22.042857 0.918452
CvV (%) = 7.14

Ferreira (2019).

Tabela 9A - Resumo da analise de variancia para a altura das mudas de cafeeiro na terceira
avaliagdo (12/11/2020). UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 8.679429 1.446571 0.830 0.5585
BLOCOS 4 8.098286 2.024571 1.161 0.3524
erro 24 41.837714 1.743238
CvV (%) = 8.88

Ferreira (2019).

Tabela 10A - Resumo da andlise de varidncia para a altura das mudas de cafeeiro na quarta
avaliagdo (03/12/2020). UFLA, Lavras, MG, 2020.

FvV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 12.371429 2.061905 0.756 0.6113
BLOCOS 4 3.814286 0.953571 0.349 0.8418
erro 24 65.485714 2.728571
Cv. (%) = 9.29

Ferreira (2019).

Tabela 11A - Resumo da andlise de varidncia para a altura das mudas de cafeeiro na quinta
avaliagdo (17/12/2020). UFLA, Lavras, MG, 2020.

FvV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 13.371429 2.228571 0.554 0.7618
BLOCOS 4 3.114286 0.778571 0.194 0.9393
erro 24 96.485714 4.020238
CVv (%) = 10.54

Ferreira (2019).

Tabela 12A - Resumo da andlise de varidncia para o crescimento relativo da altura das mudas de
cafeeiro. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 30.751 5.125 2.718 0.0504%*
BLOCOS 4 9.287 2.322 1.231 0.3368

Residuo 16 30.168 1.886
Ccv (%) = 28.37
R Core Team (2019).

Tabela 13A - Resumo da andlise de variancia para o diametro das mudas de cafeeiro na primeira
avaliacdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FvV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 0.571429 0.095238 0.941 0.4844
BLOCOS 4 0.471429 0.117857 1.165 0.3510
erro 24 2.428571 0.101190
Ccv (%) = 9.16

Ferreira (2019).
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Tabela 14A - Resumo da anélise de variancia para o didmetro das mudas de cafeeiro na segunda
avaliacdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 0.442857 0.073810 0.566 0.7529
BLOCOS 4 0.671429 0.167857 1.288 0.3027
erro 24 3.128571 0.130357
CV (%) = 9.06

Ferreira (2019).

Tabela 15A - Resumo da analise de variancia para o didmetro das mudas de cafeeiro na terceira
avaliacdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 0.771429 0.128571 0.915 0.5010
BLOCOS 4 0.328571 0.082143 0.585 0.6767
erro 24 3.371429 0.140476
Cv. (%) = 8.28

Ferreira (2019).

Tabela 16A - Resumo da andlise de variancia para o didmetro das mudas de cafeeiro na quarta
avaliacdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 1.100000 0.183333 0.502 0.8003
BLOCOS 4 2.142857 0.535714 1.468 0.2429
erro 24 8.757143 0.364881
CvV (%) = 12.08

Ferreira (2019).

Tabela 17A - Resumo da andlise de variancia para o diametro das mudas de cafeeiro na quinta
avaliacdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FvV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 3.085714 0.514286 0.935 0.4883
BLOCOS 4 3.600000 0.900000 1.636 0.1977
erro 24 13.200000 0.550000
Cv. (%) = 14.66

Ferreira (2019).

Tabela 18A - Resumo da andlise de varidncia para o crescimento relativo do didmetro das
mudas de cafeeiro. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 7.196 1.1993 5.09 0.00255*%*
BLOCOS 4 1.592 0.3981 1.69 0.19186
Residuo 20 4.712 0.2356
Cv (%) = 44.75
R Core Team (2019).

Tabela 19A - Resumo da andlise de variancia para a area foliar das mudas de cafeeiro na
primeira avaliagdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 1101.526857 183.587810 0.400 0.8714
BLOCOS 4 1199.658857 299.914714 0.654 0.6297
erro 24 11006.053143 458.585548
CvV (%) = 18.50

Ferreira (2019).

Tabela 20A - Resumo da andlise de variancia para a area foliar das mudas de cafeeiro na
segunda avalia¢cdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FvV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 6072.985714 1012.164286 1.563 0.2011
BLOCOS 4 4447.785714 1111.946429 1.717 0.1791
erro 24 15543.014286 647.625595
Ccv (%) = 11.66

Ferreira (2019).
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Tabela 21A - Resumo da analise de variancia para a area foliar das mudas de cafeeiro na
terceira avaliagdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 7368.342857 1228.057143 1.005 0.4453
BLOCOS 4 9210.758857 2302.689714 1.884 0.1460
erro 24 29336.997143 1222.374881
Cv (%) = 11.45

Ferreira (2019).

Tabela 22A - Resumo da analise de variancia para a area foliar das mudas de cafeeiro na quarta
avaliacdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FvV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 9749.491429 1624.915238 0.890 0.5180
BLOCOS 4 19667.972571 4916.993143 2.692 0.0552
erro 24 43841.791429 1826.741310
Cv (%) = 10.74

Ferreira (2019).

Tabela 23A - Resumo da analise de variancia para a area foliar das mudas de cafeeiro na quinta
avaliacdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 11559.651429 1926.608571 0.760 0.6079
BLOCOS 4 24259.614286 6064.903571 2.394 0.0787
erro 24 60810.785714 2533.782738
CvV (%) = 10.08

Ferreira (2019).

Tabela 24A - Resumo da andlise de varidncia para o crescimento relativo da area foliar das
mudas de cafeeiro. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 15194 2532 3.104 0.0245~*
BLOCOS 4 19600 4900 6.005 0.0022**

Residuo 21 17135 816
Cv (%) = 11.10
R Core Team (2019).

Tabela 25A - Resumo da andlise de varidncia para a clorofila total das mudas de cafeeiro na
primeira avaliacdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 0.0001819 3.031e-05 3.209 0.03122%*
BLOCOS 4 0.0002803 7.007e-05 7.419 0.00167*%*

Residuo 15 0.0001417 9.450e-06
Cv (%) = 14.71
R Core Team (2019).

Tabela 26A - Resumo da andlise de variancia para a clorofila total das mudas de cafeeiro na
segunda avaliacdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 0.000051 0.000009 0.228 0.9636
BLOCOS 4 0.000080 0.000020 0.532 0.7135
erro 24 0.000898 0.000037
CvV (%) = 15.26

Ferreira (2019).

Tabela 27A - Resumo da andlise de variancia para a clorofila total das mudas de cafeeiro na
terceira avaliacdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FvV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 0.000108 0.000018 0.411 0.8644
BLOCOS 4 0.000408 0.000102 2.334 0.0845
erro 24 0.001049 0.000044
Ccv (%) = 15.68

Ferreira (2019).
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Tabela 28A - Resumo da analise de variancia para a clorofila total das mudas de cafeeiro na
quarta avaliagdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 0.000104 0.000017 0.362 0.8955
BLOCOS 4 0.000208 0.000052 1.091 0.3831
erro 24 0.001146 0.000048
CvV (%) = 16.36

Ferreira (2019).

Tabela 29A - Resumo da analise de variancia para a clorofila total das mudas de cafeeiro na
quinta avaliagdo. UFLA, Lavras, MG, 2020.

1Y% GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 0.000086 0.000014 0.440 0.8449
BLOCOS 4 0.000120 0.000030 0.914 0.4719
erro 24 0.000785 0.000033
Cv (%) = 13.77

Ferreira (2019).

Tabela 30A - Resumo da analise de variancia para o SPAD das mudas de cafeeiro. UFLA,
Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 1.012e-04 1.686e-05 3.094 0.0237*
BLOCOS 4 8.748e-05 2.187e-05 4.012 0.0136%*

Residuo 22 1.199e-04 5.451e-06
CvV (%) = 280.20
R Core Team (2019).

Tabela 31A - Resumo da andlise de varidncia para o peso das mudas de cafeeiro secas. UFLA,
Lavras, MG, 2020.

FvV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 11.023429 1.837238 3.776 0.0087*x*
BLOCOS 4 1.840171 0.460043 0.945 0.4549
erro 24 11.678029 0.486585
Ccv. (%) = 11.36

Ferreira (2019).

Tabela 32A - Resumo da andlise de variancia para indice de fendis totais no tempo 0. UFLA,
Lavras, MG, 2020.

FvV GL SQ oM Fc Pr>Fc

Fungicidas 6 2.615509 0.435918 2.885 0.0257*
erro 28 4.230120 0.151076

Cv (%) = 5.47

Ferreira (2019).

Tabela 33A - Resumo da andlise de variancia para indice de fenois totais com 12 horas. UFLA,
Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

Fungicidas 6 2.220029 0.370005 1.049 0.4154
erro 28 9.871600 0.352557

Ccv (%) = 8.18

Ferreira (2019).

Tabela 34A - Resumo da andlise de variancia para indice de fendis totais com 24 horas. UFLA,
Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc

Fungicidas 6 0.439280 0.073213 1.269 0.3031
erro 28 1.615360 0.057691

Ccv (%) = 3.32

Ferreira (2019).
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Tabela 35A - Resumo da analise de variancia para indice de fendis totais com 48 horas. UFLA,
Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Fungicidas 6 2.269234 0.378206 8.461 0.0000***
erro 28 1.251640 0.044701
CV (%) = 2.89

Ferreira (2019).

Tabela 36A - Resumo da analise de variancia para indice de fendis totais com 72 horas. UFLA,
Lavras, MG, 2020.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Fungicidas 6 4.733829 0.788971 10.592 0.0000***
erro 28 2.085640 0.074487
Cv (%) = 4.17

Ferreira (2019).

Tabela 37A - Resumo da andlise de variancia para indice de fenois totais com 30 dias.
UFLA, Lavras, MG, 2020.

1Y% GL SQ oM Fc Pr>Fc

Fungicidas 6 1.098314 0.183052 3.247 0.0150%
erro 28 1.578640 0.056380

Cv (%) = 3.29

o

Ferreira (2019).

Tabela 38A - Resumo da andlise de variancia para lignina. UFLA, Lavras, MG, 2020.

PV GL SQ oM Fc Pr>Fc
FUNGICIDAS 6 100.28 16,71 3.402 0.01884*
BLOCOS 4 136.51 34.13 6.947 0.00127**

Residuo 19 92.33 4.91
Cv (%) = 28.95

R Core Team (2019).
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