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RESUMO

As espécies de Ceratocystis sdo consideradas de grande importancia fitopatologica
em diversas espécies de plantas, tanto anuais quanto perenes. Esses patdgenos causam
cancros e podridfes negras em caules e raizes, com consequente murcha, seca e morte
das plantas. O cancro de Ceratocystis, causada por Ceratocystis manginecans,
recentemente foi reportada na cultura de cafe. O C. manginecans é um patdgeno
importante por sua agressividade em plantas ndo resistentes e, as estratégias para reduzir
os danos precisam ser estabelecidas e 0 manejo de doencas de plantas economicamente
importantes, como o café, requer uma boa compreensdo. O presente trabalho objetivou
selecionar in vitro nanoparticulas, 6leos essenciais e fungicidas para o controle de C.
manginecans. Foram realizados quatro experimentos, o primeiro para testar os fungicidas
tiofanato metilico, tebuconazol, azoxistrobina, ciproconazol, azoxistrobina +
ciproconazol, mancozeb e hidréxido de cobre. O segundo, as nanoparticulas (NP’s) de
Cu0, Zn0O, Se Mo0Oz. As doses, do 1 e 2 experimento, foram de 0; 2,5; 10; 40; 160; 320
e 640 mg/Kg ou L. O terceiro, os 0leos essenciais de Melaleuca alternifolia, Eremanthus
erythropappus, Thymus vulgaris, Eucalyptus radiata e Cymbopogon citratus, nas doses
de 0; 100; 200; 400; 1600 e 3200 pL/L. O quarto baseou-se nos melhores tratamentos e
isolados menos sensiveis obtidos nos experimentos acima mencionados. Foram usados
cinco isolados de C. manginecans (KLC1, P14, P311, P711 e P811). Os discos de
miceélios foram colocodos no centro das placas de Petri com 0 meio de cultura modificado
com os tratamentos e realizou-se as medi¢des dos diametros das colonias. Os dados
obtidos foram utilizados nos célculos da porcentagem de inibicdo do crescimento micelial
e da dose necessaria para reducdo do crescimento em 50% (EC50). No experimento I, 0
tiofanato metilico e ciproconazol foram classificados como altamente téxico (EC50 < 1
mg/Kg ou L), com 100% de inibicdo micelial dos isolados a partir da dose de 2,5 e 40
mg/Kg ou L, respectivamente. No experimento 11, nenhuma das doses de NP’s inibiu em
100% o crescimento micelial, entretanto, os isolados foram mais sensiveis as NP’s de
MoOs, seguido por ZnO e CuO. No experimento 111, a inibi¢do de 100% s6 foi observada
com Oleo de C. citratus, a partir de 1600 pL/L. O segundo maior desempenho foi obtido
por T. vulgaris, seguido por M. alternifolia. No experimento 1V, os isolados foram mais
sensiveis ao controle quimico em relacdo aos outros métodos alternativos. Houve
diferenca de sensibilidade entre os isolados e 0 KLC 01 e P14 foram 0s menos sensiveis
aos tratamentos.

Palavras-chave: Inibicdo de crescimento micelial. Cancro de Ceratocystis. Controle.
EC50.



ABSTRACT

The Ceratocystis species are considered of great phytopathological importance in several
plant species, both annual and perennial. These pathogens cause cankers and black rots
on stems and roots, with consequent wilting, drying and death of the plants. The
Ceratocystis canker, caused by Ceratocystis manginecans, has recently been reported in
coffee crops. C. manginecans is an important pathogen due to its aggressiveness in non-
resistant plants, and strategies to reduce damage need to be established. The management
of diseases in economically important plants, such as coffee, requires a good
understanding. The present study aimed to select in vitro nanoparticles, essential oils, and
fungicides for the control of C. manginecans. Four experiments were carried out, the first
to test the fungicides thiophanate methyl, tebuconazole, azoxystrobin, cyproconazole,
azoxystrobin + cyproconazole, mancozeb and copper hydroxide. The second, CuO, ZnO,
S and MoOs nanoparticles (NP’s). The doses, of experiments 1 and 2, were 0; 2.5; 10; 40;
160; 320 and 640 mg/Kg-L. The third, the essential oils of Melaleuca alternifolia,
Eremanthus erythropappus, Thymus vulgaris, Eucalyptus radiata and Cymbopogon
citratus, at doses of 0; 100; 200; 400; 1600 and 3200 pL/L. The fourth was based on the
best treatments and least sensitive isolates obtained in the above experiments. Five
isolates of C. manginecans (KLC1, P14, P311, P711 and P811) were used. Mycelial discs
were placed in the center of Petri dishes with the culture medium modified with the
treatments and measurements of the colony diameters were performed. The data obtained
were used to calculate the percentage of mycelial growth inhibition and the dose required
to reduce growth by 50% (EC50). In experiment I, thiophanate methyl and cyproconazole
were classified as highly toxic (EC50 <1 mg/Kg-L), with 100% mycelial inhibition of the
isolates from doses of 2.5 and 40 mg/Kg-L, respectively. In experiment I, none of the
NP doses inhibited mycelial growth by 100%, however, the isolates were more sensitive
to MoOz NP’s, followed by ZnO and CuO. In experiment I11, 100% inhibition was only
observed with C. citratus oil, from 1600 pL/L. The second best performance was obtained
by T. vulgaris, followed by M. alternifolia. In experiment IV, the isolates were more
sensitive to chemical control compared to other alternative methods. There was a
difference in sensitivity between the isolates and KLC 01 and P14 were the least sensitive
to treatments.

Keywords: Growth inhibition. Ceratocystis canker. Control. EC50.



INDICADORES DE IMPACTOS

Este trabalho apresenta impactos tecnologicos e econémicos significativos para o setor
cafeeiro, através da avaliacdo in vitro de diferentes métodos de controle para Ceratocystis
manginecans, patdgeno emergente e agressivo, causador de cancro em café. Os resultados
demonstram potenciais alternativas para 0 manejo da doenca, com especial destaque para
o controle quimico utilizando tiofanato metilico e ciproconazol, que apresentaram alta
toxicidade ao patdgeno (EC50 < 1 mg/Kg ou L). O estudo também avaliou métodos
alternativos de controle, incluindo nanoparticulas e 6leos essenciais, proporcionando
opcOes mais sustentaveis para 0 manejo integrado da doenca. As descobertas beneficiam
diretamente produtores de café em territorios afetados por esse patdgeno, contribuindo
para a sustentabilidade da producdo através da reducdo de perdas econdmicas
consequentes da doenga. O trabalho tem potencial para impactar toda a cadeia produtiva
do café, desde pequenos até grandes produtores, fornecendo informages técnicas cruciais
para o manejo eficiente da doenca. A pesquisa alinha-se com o0s objetivos de agricultura
sustentavel e producdo responsavel, ao avaliar alternativas menos impactantes ao meio
ambiente, como 6leos essenciais e nanoparticulas, além de contribuir para a otimizacdo

do uso de fungicidas convencionais através da determinacdo de doses efetivas.



IMPACT INDICATORS

This research presents significant technological and economic impacts for the coffee
sector through the in vitro evaluation of different control methods for Ceratocystis
manginecans, an emerging and aggressive pathogen causing canker in coffee. The results
demonstrate potential alternatives for disease management, with particular emphasis on
chemical control using methyl thiophanate and cyproconazole, which showed high
toxicity to the pathogen (EC50 < 1 mg/Kg or L). The study also evaluated alternative
control methods, including nanoparticles and essential oils, providing more sustainable
options for integrated disease management. The findings directly benefit coffee producers
in territories affected by the pathogen, contributing to production sustainability by
reducing economic losses caused by the disease. The work has the potential to impact the
entire coffee production chain, from small to large producers, providing crucial technical
information for efficient disease management. The research aligns with the objectives of
sustainable agriculture and responsible production by evaluating environmentally less
impactful alternatives, such as essential oils and nanoparticles, while contributing to the

optimization of conventional fungicide use through the determination of effective doses.
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1. INTRODUCAO

As espécies de Ceratocystis sdo importantes patdgenos em diversas espécies de plantas.
Esses microrganismos tém vasta gama de hospedeiros, desde as plantas anuais (MURAMOTO
etal., 2012; HARRINGTON et al., 2015) até as perenes (TARIGAN et al., 2011; CHEN et al.,
2013). Podem causar cancros e podriddes em caules e raizes, com consequente murcha, seca e
morte das plantas, reduzindo a producdo das culturas agricolas e das plantas florestais
(NASUTION, 2019).

Ceratocystis spp. encontra-se distribuido em praticamente todas as areas cultivadas dos
cinco continentes (MARIN-FELIX et al., 2017) e tém como hospedeiros principais as plantas
lenhosas (LIU et al., 2021). No Brasil, Ceratocystis eucalypticola, C. fimbriata, C. mangicola
e C. mangivora, causam danos significativos em eucalipto, cacau e mangueira (FERREIRA et
al., 1999; VAN WYK et al., 2011). No entanto, essas duas ultimas espécies foram recentemente
reclassificadas por Harrington et al. (2023) como sinénimas de C. manginecans. Além disso,
0S mesmos autores descreveram mais cinco novas espécies pertencentes ao clado Latino-
Americano de Ceratocystis, C. atlantica, sp. nov., C. alfenasii, sp. nov., C. costaricensis, sp.
nov., C. cubensis, sp. nov., e C. xanthosomatis, sp. nov. As duas primeiras ocorrem no Brasil.

Entretanto, Ceratocystis manginecans, também presente no Brasil, tem causado
sintomas severos em varias plantas. Esse patdgeno ja foi reportado causando doencas em
mangueiras (VAN WYK et al., 2007), acacias (TARIGAN et al., 2011) e eucaliptos (CHI e
THU, 2016). No Paquistdo e Oman, a murcha matou milhares de mangueiras (AL ADAWI et
al., 2006; VAN WYK et al., 2007) e, recentemente, foi relatado por Chi et al. (2021) e Chi
(2022), em milhares de hectares de plantacbes de acédcia no Vietnd. Sdo descritos como
principais sintomas a murcha lateral, necrose ou descoloragéo vascular dos tecidos lenhosos,
gomose, seca de ramos e morte de toda a arvore (AL ADAWI et al., 2010).

No Brasil, uma das principais ‘commodities’, ainda com grande impacto social, € o café.
O cafeeiro pode ser infectado por varios patdgenos, dentre eles Cercospora coffeicola e
Hemileia vastatrix, agentes etioldgicos da cercosporiose e da ferrugem, respectivamente. Essas
doencas séo consideradas de maior importancia econdémica para essa cultura. A cercosporiose
causa intensas desfolhas e danos de frutos e a ferrugem proporciona perdas até 90% na safra e
uma desfolha superior a 70% (POZZA, 2021). Porém, doengas emergentes, COmo 0 cancro e a
murcha de Ceratocystis ainda precisam ser estudadas quanto a perdas e seus efeitos nessa

importante cultura.
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Uma recente pesquisa feita por Almeida et al. (2024), reportaram plantas de café com
sintomas similares & murcha de Ceratocystis encontrados nas plantas de eucaliptos, acacias e
mangueiras. As mesmas apresentaram sintomas como folhas cloréticas, descoloragéo interna e
externa, cancro no caule, gomose e murcha. Os mesmos autores, por meio de testes
morfolégicos e moleculares dos isolados, identificaram a espécie como C. manginecans. Em
outros paises também ja foi relatada a infeccdo de Ceratocystis spp em plantas de cafeeiro
(CAICEDO etal., 2013; CASTRO e CORTINA, 2012; VAN WYK et al., 2010).

Existem evidéncias de resisténcia a infeccdo por C. colombiana e C. papillata conferida
por C. canephora e C. liberica (CAICEDO et al., 2013), assim como resisténcia a C. fimbriata
em clones de E. urophylla, E. grandis e E. saligna (FIRMINO et al., 2013) e a C. manginecans
em clones de hibridos de eucalipto e E. urophylla (CHI et al., 2023). Essa resisténcia € atribuida
a resposta de defesa envolvendo mecanismos bioguimicos e estruturais, caracterizados por
formagé&o de tecidos lignificados ao redor do local de infeccéo, evitando o anelamento no caule
(CAICEDO et al., 2013 citando FERNANDEZ, 1964; FIRMINO et al., 2013).

As estratégias para controlar a murcha de Ceratocystis incluem o corte e a poda, porém,
esses manejos tém sido onerosos e ndo foram eficazes (NASUTION, 2019) e, nesse sentido,
varios trabalhos de pesquisa de diferentes métodos de controle foram realizados como forma
de reduzir a infec¢do do patdgeno (PANSERA, VERGANI e SANTOS, 2023; SARANYA e
YASHODA, 2023).

Em ensaios de controle quimico da murcha, os fungicidas a base de Mancozeb,
Metalaxyl e Carbendazim inibiram o crescimento da colénia de C. manginecans e reduziram a
incidéncia da doenca em mudas de acécias em até 23,3% (TRAN et al., 2018). O Tiofanato
metilico em concentracdo de 800 mg/L inibiu 84,7% do crescimento micelial do patégeno
(AHMAD, MOOSA e REHMAN, 2019). As nanoparticulas (NP’s) também tém demonstrado
resultados positivos no controle de doengas de plantas, como exemplo, a NP de Quitosana
conteve o crescimento micelial de C. fimbriata em ensaio in vitro (XING et al., 2018). Em
cafeeiros, Carvalho et al. (2022) e Leal et al. (2024) demonstraram a eficacia das NP’s de Ag
no controle de doengas, com concentracdes de 500 e 400 mg/L, reduziram em 58 e 97,5% a
area abaixo da curva de progresso da cercosporiose e ferrugem em mudas, respectivamente.

Rodrigues et al. (2018), usaram como agente de controle biolégico o Trichoderma e
observaram a inibicéo entre 92,3 e 98,5% na formacao de peritécios e 100% do crescimento de
C. cacaofunesta. As concentracdes de 105, 107, 108 e 10° UFC/mL das cepas de Bacillus subtilis

mutantes diminuiram em 71, 90, 100 e 100%, respectivamente, o didmetro da lesdo da podridao
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negra na batata-doce causado por C. fimbriata (WANG et al., 2021). As concentra¢des Unicas
de 0,2% dos 6leos de capim-liméo e funcho controlaram a murcha de Ceratocystis em mudas
de Kiwi em 24,2 e 26,2%, respectivamente (PANSERA, VERGANI e DOS SANTOS, 2023).
A concentracdo 15% de extratos de eucalipto, cebola, neem, buganvilia e alho inibiram em 22,5,
49,3; 63,5; 65 e 71,5%, respectivamente, o crescimento da colonia de C. manginecans
(AHMAD, MOOSA e REHMAN, 2019).

Sendo assim, C. manginecans é um importante patégeno do cafeeiro, devido a sua
capacidade de causar perdas (CHI et al., 2023) e as estratégias de controle na cultura de cafeeiro
precisam ser estudadas. Dessa forma, o presente trabalho objetivou realizar selecdo de
moléculas ‘in vitro’com potencial para o controle de Ceratocystis manginecans, isolado do

cafeeiro.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cultura do cafeeiro e doencas

O café arébica (Coffea arabica L.) foi introduzido no Brasil em 1727 e se tornou um
importante produto agricola ligado a histéria e ao desenvolvimento econdmico do pais. A
producdo total estimada na safra 2021/22 foi de 167,2 milhdes de sacas. A producdo de Arabica
foi de aproximadamente 93,97 milhdes de sacas contra 73,2 milhdes de sacas do Robusta (ICO,
2022).

O Brasil é considerado o maior produtor e exportador de café do mundo, responsavel
por 45% da producdo mundial, produzindo 47,71 milhdes de sacas beneficiadas em 2021, sendo
31,4 milhdes de café aradbica. Em 2023 estima-se a produtividade média de café arabica de
aproximadamente 24,8 sacas por hectare. Ou seja, aumento de 10,2% em relagéo a safra 2022,
com producéo total de 37, 4 milhdes de sacas. O estado de Minas Gerais concentra a maior area
de producéo da espécie arabica, com 1,1 milh&o de hectares e representa 73% da area cultivada
no pais. Estima-se, nesse estado, uma produgdo de 27,1 milhdes de sacas em 2023
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2023).

No mundo, varias doencas afetam a produtividade do cafeeiro, dentre essas, destacam-
se a ferrugem do cafeeiro (Hemileia vastatrix), a cercosporiose (Cercospora coffeicola), a
mancha de phoma (Phoma spp.), a mancha aureolada (Pseudomonas syringae pv. garcae)

(POZZA, 2021) a murcha de Fusarium (Fusarium xylariodes) e o cancro do cafeeiro
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(Ceratocystis fimbriata) (MARIN et al., 2003), causando perdas significativas. O cancro do
cafeeiro foi relatado primeiro na Indonésia em 1900 (MARIN et al., 2003 citando PONTIS,
1951) e atualmente é encontrado em varias areas cafeeiras na Colémbia e na Venezuela
(MARIN et al., 2003).

C. fimbriata foi descrito, na Colémbia e na Venezuela, como o patégeno causador do
cancro do cafeeiro, capaz de causar perdas de 20 a 50 % na produtividade (CASTRO e
CORTINA, 2012). Posteriormente, a partir de analises morfoldgicas e moleculares de isolados
obtidos no solo e em outros hospedeiros (cacau e citrinos), Van Wyk et al. (2010) confirmaram
pertencerem a linhagens de complexo de C. fimbriata (s.l.). Os autores acima mencionados,
denominaram essas novas espécies como Ceratocystis colombiana e Ceratocystis papillata.

Quanto C. manginecans, antes considerada uma Unica espécie, agora € compreendida
como um complexo de varias espécies estreitamente relacionadas.

Pesquisas recentes sobre o Clado Latino Americano, revisou a diversidade de C.
manginecans. A partir de sequenciamentos de mdultiplos genes de isolados diferentes
hospedeiros e regides, analises filogenéticas, morfoldgicas e culturais, o estudo resultou em
cinco novas espécies, descritas como C. atlantica, sp. nov., C. alfenasii, sp. nov., C.
costaricensis, sp. nov., C. cubensis, sp. nov. e C. xanthosomatis, sp. nov. As espécies
C. mangicola e C. mangivora, foram requalificadas como C. manginecans (HARRINGTON et
al. 2023).

2.2. Ceratocystis spp.

2.2.1. Taxonomia e morfologia

O género Ceratocystis (Sordariomycetes, Microascales, Ceratocystidaceae) foi
proposto em 1890 nos EUA, com base em C. fimbriata, descrito primeira vez como o0 agente
causal da podriddo negra da batata (Ipomoea batatas) (HOLLAND et al., 2019) e tem 39
espécies (MARIN-FELIX et al. 2017; BARNES et al. 2018).

As espécies de Ceratocystis, morfologicamente, produzem massas mucilaginosas de
ascosporos, esses tem forma de chapéu, de cor marrom a preto, globosos em peritécios
alongados (HARRINGTON 2013, DE BEER et al., 2014).

A forma assexuada é caracterizada por ontogenia de conidios fialidicos e produz cadeias
de conidios hialinos, unicelulares e cilindricos, denominados endoconidios (De BEER et al.,

2014). Os conidios em forma de barril (conidios doliformes) também podem ser produzidos a
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partir de endoconidioforos semelhantes, e a maioria das espécies produzem aleuroconidios
escuros e de paredes espessas e, facilitam a sobrevivéncia em madeira ou no solo
(HARRINGTON 2013, DE BEER et al. 2014).

As espécies de Ceratocystis spp encontram-se distribuidas em quase todo o mundo e
como hospedeiros citam-se as plantas herbaceas e as lenhosas (MARIN-FELIX et al., 2017).
As espécies encontradas no Brasil sdo C. eucalypticola, C. fimbriata, C. manginecans, C.
atlantica, sp. nov., C. alfenasii, sp. nov. (FERREIRA, et al., 1999; VAN WYK et al., 2011;
HARRINGTON et al. 2023).

C. manginecans so foi relatado em Acacia spp na Indonésia, Malasia e Vietnam (AL
ADAWI et al., 2013; TARIGAN et al., 2011; BROWNER, 2015; THU et al., 2012), Dalbergia
sissoo no Paquistdao (AL ADAWI et al., 2013), Mangifera indica no Paquistdo e Oman (VAN
WYK et al., 2007), Mimusops elengi na Tailandia (PORNSURIYA e SUNPAPAO, 2015) e
Prosopsis cineraria em Oman (AL ADAWI et al., 2013). Recentemente foi reportado no Brasil,
em cafeeiro (ALMEIDA et al., 2024).

Quando as plantas séo infectadas, apresentam amarelecimento das folhas, cancros no
caule, murcha, seca de ramos e morte da planta. O caule apresenta lesdes escuras na superficie
externa da casca e elas se estendem para o cambio, no sentido descendente para baixo, em
direcdo as raizes. O principal fator associado a disseminacdo da seca e murcha do cafeeiro,
associada a Ceratocystis, € a infeccdo nos ramos plagiotropicos e ortotropicos das arvores
(CASTRO, 1991). As lesdes longitudinais irregulares, marrom escuras, preto ou azul roxo sao
resultados da degradacéo do tecido vascular no caule (MARADIAGA, 2022) devido a infeccédo
do patégeno nas células do parénquima (HARRINGTON, 2007) com a combinagdo de
metabdlitos secundarios da planta e a pigmentacdo dos esporos e hifas (HARRINGTON, 2013).
A presenca das hifas no cilindro vascular podem causar a morte dos tecidos e 0 cancro
(HARRINGTON, 2013). Também pode seguir com clorose e amarelecimento das folhas,
murcha, muitas vezes podendo ser unilateral ou somente de um lado da arvore e morte da planta,
devido a interrupgdo do fluxo de &gua e nutrientes na planta (TARIGNAN et al., 2011).

As espécies de Ceratocystis spp produzem esporos assexuados, 0s endoconidios, e 0s
aleurioconidios e os sexuados, o0s ascosporos (NASUTION, 2019). Para plantas lenhosas, o tipo
de esporo mais comum, associado a disseminagdo séo o0s ascosporos. Os aleurioconidios sdo
disseminados por solo (HARRINGTON, 2007) e os ascosporos produzidos por corpos de
frutificagdo em caules e ramos lenhosos podem ser disseminados por insetos, ferramentas,

maquinario, vento e agua e é claro vai depender da quantidade de in6culo produzido (KILE,
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1993). A presenca de ferimentos no hospedeiro é o meio usado por espécies de Ceratocystis
para penetrar e colonizar (HARRINGTON, 2013). Sendo assim, instrumentos de poda e
colheita, mecanizada ou manual, injurias causadas por condi¢fes de ambiente adversas, insetos,

nematoides, podem disseminar o patdgeno.

2.2.4. Importancia de espécies de Ceratocystis

As espécies de Ceratocystis sdo consideradas 0s mais importantes patdgenos
causadores de doencas em arvores ou plantas lenhosas, provocando uma variedade delas, sendo
as mais destacadas os cancros e murchas vasculares (AL ADAWI et al., 2010). Varias espécies
foram reportadas como causadoras de danos econémicas significativas em florestas plantadas
e devastacdo dos ecossistemas florestais naturais em varios paises do mundo. As mais
destacadas foram C. albifundus, causador do cancro e doenca murcha de Acacia caffra, A.
decurrens, A. mearnsii e A. nigrescens na Africa (KAMGAN et al., 2008; ROUX e
WINGFIELD, 2009; ROUX et al., 2007), C. platani, causador da mancha de cancro e morte de
Platanus spp. na Europa e nos EUA (TSOPELAS et al., 2017) e, C. lukuohia e C. huliohia,
associados a rapida morte ‘Ohi’a de arvores nativas no Havai (BARNES et al., 2018).

Na América do Sul também casos de Ceratocystis foram considerados de maior
preocupacdo nas florestas nativas e plantadas, com destaque na Colémbia e no Brasil. Na
Col6mbia, as espécies C. neglecta causaram perdas em areas plantadas com Eucalyptus grandis
(RODAS, 2008) e C. papillata em Annona muricata, Citrus spp. e Coffea arabica (VAN WYK
et al., 2010). No Brasil a espécie causadora de varias perdas em muitos hospedeiros é C.
fimbriata, ja identificado em Ficus carica (VALARINI e TOKESHI, 1980), Hevea brasiliensis
(SILVEIRA et al., 1994), Citrus spp (BORJA et al., 1995), Eucalyptus spp (FERREIRA et al.,
1999), Ipomoea batatas (BARNES et al., 2001), Annonas squamosa (SILVEIRA et al., 2006),
Mangifera indica (BARKER et al. 2003), Tectona grandis (FIRMINO et al., 2012) e Actinidia
deliciosa (PIVETA et al., 2013). Na mangueira (Mangifera indica) foram também encontradas
as espécies C. mangivora e C. mangicola (VAN WYK etal., 2011). Em plantacGes de cacaueiro
(Theobroma cacao) foi encontrado C. cacaofunesta (MAGALHAES et al., 2016).

C. manginecans foi descrito a primeira vez em Oma e no Paquistdo, associado a
devastadora doenca de murcha em Mangifera indica (AL ADAWI et al., 2006; VAN WYK et
al., 2007) e, tambem em Prosopis cineraria e Dalbergia sissoo (AL ADAWI et al., 2013). C.
acaciivora foi considerado como C. manginecans com base em analises filogenéticas

multigénicas adicionais (FOURIE et al., 2015), mas antes foi descrito como o agente causal da
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murcha e da doenca de morte de Acacia mangium (TARIGAN et al., 2011). C. eucalypticola,
uma espécie pertecente ao mesmo clado com C. manginecans, foi descrita primeira vez em
Eucalyptus na Africa do Sul (VAN WYK et al., 2012). No entanto, na mesma pesquisa, também
foram relatados os isolados de Ceratocystis de eucaliptos no Brasil, Indonésia, Congo,

Tailandia, Uganda e Uruguai.

2.2.5. Controle da murcha associada ao genero Ceratocystis

As estratégias para controlar cancro de Ceratocystis incluem a poda de galhos com
sintomas. No entanto, esse manejo geralmente é oneroso e ndo é completamente eficaz. Os
levantamentos terrestres e/ou aéreos e 0 monitoramento da incidéncia e da severidade da doenca
podem desempenhar papel crucial na prevencdo de epidemias, pois fornecem informagoes
essenciais para estabelecer medidas de controle da doenca. Embora ainda ndo esteja em vigor,
uma estratégia de controle adequada e econémica a ser aplicada a areas de cultivo extensas é a
implantacdo de espécies hospedeiras tolerantes ou resistentes a Ceratocystis sp (NASUTION,
2019).

Em cafeeiro, ha evidéncias da resisténcia a infeccdo por Ceratocystis, provavelmente
conferida por parental C. canephora na hibridizacdo. Nesse caso, a resisténcia persistiu apos o
retrocruzamento com o suscetivel var. Caturra. Essa resisténcia também foi registrada na
Colémbia em alguns acessos de C. canephora e C. liberica em inoculagdes artificiais com C.
colombiana e C. papillata (CAICEDO et al., 2013). Foram reportados e clones de E. urophylla
e de hibridos de eucaliptos, resistentes aos isolados virulentos de C. manginecans, com
mortalidade de 0 a 5,0%. No Brasil foram encontrados cinco clones tolerantes & C. fimbriata,
incluindo dois de E. urophylla, um de E. grandis e dois de E. saligna (FIRMINO et al., 2013).

Estudos foram realizados, in vitro assim como in vivo, usando diferentes tipos de
métodos de controle de Ceratocystis spp de maneira a reduzir a disseminacao desse patdgeno
em plantas. Foram relatados alguns métodos com resultados significativos no controle da

murcha de Ceratocystis em plantas testadas.

a) Controle quimico
Diferentes pesquisas foram realizadas para testar fungicidas em laboratorio e em casas
de vegetagdo, os quais foram eficazes na inibigdo do crescimento micelial, germinagdo de

esporos e reducao de area necrotica nos orgaos infectados.
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Os primeiros experimentos feitos no Brasil para controlar Ceratocystis foram realizados
por Pereira e Santos (1986) com o mofo cinzento (C.fimbriata) da seringueira (Hevea
brasiliensis L.). Os pesquisadores avaliaram os diferentes tipos de fungicidas, métodos e
intervalos de aplicacdo. Em relacdo ao controle, o Carbendazim (0,226%), Tiofanato metilico
(0,225%), Benomil (0,20%) e Clorotalonil (0,25%) o Triazol Triadimefon (0,087%) e o
derivado da guanadina, o Dodine (0,65%), reduziram em 100; 98,2; 90 e 72,5%,
respectivamente, a severidade da doenca nas plantas quando aplicados em intervalos de até oito
dias. O metodo de aplicacdo por pulverizacdo, pincelamento total e pincelamento tradicional
aumentaram a eficiéncia dos fungicidas, em relacdo a testemunha, em 97,3; 94,5 e 47,4%,
respectivamente, sé na regido cortada ou ferida.

Segundo Tran et al. (2018), os fungicidas Mancozeb 640 g/Kg+Metalaxyl M 40 g/Kg,
Carbendazim 250 g/L+Hexaconazole 50 g/L, Metalaxyl M 40 g/L+Mancozeb 640 g/L e
Carbenzim 500g/L com concentrac6es de 3.000, 2.500, 6.250 e 1.500 ppm, respectivamente,
em 96,8; 96,9; 89,0; 88,9 %, respectivamente, inibiram in vitro, o crescimento da col6nia de C.
manginecans. No ensaio em casa de vegetacao, dez dias ap6s a inoculacdo, as mudas de acécias
tinham incidéncia de 100% de doenca e, 40 dias depois, as mudas tratadas com Mancozeb 640
g/Kg+Metalaxyl M 40 g/Kg, Carbendazim 250 g/L+Hexaconazole 50 g/L, Carbenzim 500 g/L,
Metalaxyl M 40 g/L+Mancozeb 640 g/L, apresentaram incidéncia de 10,0; 11,1; 22,2 e 23,3%,
respectivamente.

Ja em estudos feitos in vitro por Ahmad, Moosa e Rehman (2019), os fungicidas
Tiofanato metilico 70% wi/w, Propiconazole 35,7g/L+Chlorothalonil 473g/L, Chlorothalonil
720g/L, Tebuconazole 50% w/w+Trifloxystrobin 25% w/w e Tebuconazole 45% wi/w tiveram
atividade antifangica significativa contra C. manginecans. A inibigdo do crescimento micelial
foi significativamente proporcional as concentrac@es testadas (400, 600 e 800 ppm). Quando
usou-se concentracdo méxima, o Tiofanato metilico 70% w/w mostrou maior eficiéncia com
84,7% de inibicéo, seguido por Tebuconazole 45% w/w, Propiconazole 35,7g/L+Chlorothalonil
473g/L e Tebuconazole 50% w/w+Trifloxystrobin 25% w/w. O fungicida Chlorothalonil

720g/L teve menor eficiéncia, com 60,3% de inibicao.

b) Nanoparticulas
As NP’s sdo definidas como qualquer material que tenha uma ou mais dimensdes na
escala de 1 a 100 nm. As NP’s podem ser obtidas naturalmente ou projetadas. As primeiras séo

irregulares e variam em tamanho e as NP’s projetadas, geralmente s&o mais uniformes e podem
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ter formas Unicas (bolas, esféricas, folhas ou hastes) ou em arranjos mais complexos (ELMER
e WHITE, 2018).

As NP’s demonstram eficdcia antimicrobiana significativa, influenciada por
caracteristicas como tamanho, forma e propriedades de superficie. Particulas menores (abaixo
de 10 nm) e com formas de bordas afiadas exibem maior atividade. A alta relacdo
superficie/volume favorece a interacdo com membranas dos fitopatogenos. A funcionalizacdo
da superficie com polimeros ou biomoléculas pode melhorar sua eficacia e estabilidade. O
método de sintese é crucial para o ajuste fino dessas propriedades, otimizando o desempenho
antimicrobiano das nanoparticulas como alternativa promissora no controle de fitopatdégenos.
(NAYANTARA e KAUR, 2018; SHANMUGANATHAN et al., 2018; MENICHETTI et al.,
2023).

Vaérios trabalhos de pesquisa foram feitos com NP’s na agricultura para avaliar seus
efeitos, principalmente no crescimento e no desenvolvimento de plantas e no controle de
doencas, mostrando vantagens das NP’s em relacdo aos métodos culturais convencionais.

Num estudo sobre interagdes planta-patdgeno, McCandless (2005) relatou o uso de
nanotecnologia com técnicas de nanofabricacdo, para avaliar o comportamento de diversos
fitopatdgenos. Os resultados revelaram mecanismos de infeccdo em escala nanométrica.
Uromyces appendiculatus, causador da ferrugem do feijao, orienta-se por cristas de 0,5 pm de
altura na superficie foliar, correspondentes aos labios estomatais e Colletotrichum graminicola,
responsavel pela antracnose no milho, requer contato minimo de 4,5 pm com a superficie para
desenvolver apressorios.

As NP’s mais estudadas sdo os metaldides, Oxidos metalicos ou ndo-metais.
Especificamente, metais ou 6xidos metélicos de Prata (Ag), Cério (Ce), Cobre (Cu), Manganés
(Mn), Titanio (Ti) e Zinco (Zn) (ELMER e WHITE, 2016; WHITE e GARDEA-TORRESDEY,
2018; ADISA et al., 2018; BORGATTA et al., 2018; DIMKPA et al., 2017; PULLAGURALA
et al., 2018; DIMKPA et al., 2018). Outras NP’s biopoliméricas de base organica, como a
Quitosana (KUMARASWAMY et al., 2018; DANANJAYA et al., 2017) e B-D-glucano
(ANUSUYA e SATHIYABAMA, 2015) foram usadas exclusivamente ou alteradas com outras
NP’s para melhorar o crescimento das plantas e/ou controlar doencas.

A compreensdo dos mecanismos de atividade das NP’s contra patdgenos em plantas
sera fundamental para a implantacdo bem-sucedida de NP’s como agroquimicos sustentaveis.
Servin et al. (2015) afirmam as NP’s podem mitigar doengas patogénicas em culturas por duas

vias principais: agdo antimicrobiana direta ou acédo indireta baseada na estimulagdo induzida
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por nutricdo da defesa da planta e processos metabdlicos secundarios. Na via direta, uma
variedade de mecanismos de toxicidade é possivel, onde, segundo SALEM et al. (2011), as
NP’s podem penetrar e se acumular na membrana celular microbiana, causando
subsequentemente a lise celular. Lamsale et al. (2011) apresentaram uma imagem de
microscopia eletrénica de varredura indicando severa ruptura morfolégica em micélio fungico
de Golovinomyces cichoracearum, Sphaerotheca fusca e Colletotrichum spp. devido as NP’s
de Ag. Para Jo et al. (2009), as NP’s de Ag exibem intensa atividade inibitéria aos
microorganismos, nesse sentido elas penetram e danificam a membrana celular, reduzindo
posteriormente a infeccdo dos pat6genos.

Estudos recentes foram realizados para avaliar o efeito das NP’s de Ag, B, Mn, Zn e Cu
no controle de cercosporiose (Cercospora coffeicola) no cafeeiro. Carvalho et al. (2022),
citaram reducdo de 58% na area abaixo da curva de progresso da cercosporiose em mudas de
cafeeiro com a NP de Ag em concentracéo de 500 mg L enquanto os outros tratamentos n&o
diferiram significativamente do controle (dgua).

Em seguida, outro estudo foi realizado por Leal et al. (2024), para avaliar as
concentracdes minimas de NP’s no controle da ferrugem do cafeeiro. Observou-se no ensaio in
vitro a minima concentracdo de NP’s de CuO e Ag, 50 mg/L, para reduzir em 83 e 85% a
germinacdo dos uredosporos de Hemileia vastatrix, respectivamente. Na dose méaxima de NP’s
de CuO e Ag, 400 mg L™, ainibic&o foi de 90 e 100%, respectivamente. Quando foi pulverizada
400 mg/L de NP’s de CuO e Ag, na casa de vegetagdo, as NP’s reduziram a &rea abaixo da
curva de progresso da severidade (AACPS) em 92 e 97,5 %, respectivamente.

Hao et al. (2017) observaram reducdo do diametro da coldnia de trés espécies de
Fusarium: F. culmorum (19 mm), F. oxysporum (20 mm) e F. equiseti (25 mm) por NP de Cu,
em relacdo ao controle positivo. Da mesma forma, a inibicdo do crescimento de Aspergilus
flavus e Aspergilus niger por NP de ZnO (25 mg/L) foram relatados em ensaios de placa com
zonas de inibicdo méaxima de 19 e 22 mm de cada fungo, respectivamente (JAYASEELAN et
al., 2012). A atividade antifingica de nanoparticulas de Quitosana (CNP’s) foi dependente da
concentragéo, no crescimento micelial de C. fimbriata. As concentragdes de 500, 1000 e 2000
mg/L de CNP’s obtiveram a taxa de inibigdo do crescimento micelial de 35,6; 67,6 e 87,0%,
respectivamente (XING et al., 2018).

Possiveis mecanismos de acdo de NP’s contra fitopatogenos tém sido sugeridos, estes
podem ser: liberacdo de ions metalicos toxicos para patdgenos (BAPAT et al., 2018); adeséo

de ions a parede celular e membrana citoplasmatica, aumentando a permeabilidade e levando a
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ruptura do envelope bacteriano (KHORRAMI et al., 2018); desativacdo de enzimas
respiratorias e interrupcdo da producdo de ATP (RAMKUMAR et al., 2017); geracdo de
espéecies reativas de oxigénio (ROS), resultando em dano oxidativo progressivo aos
componentes celulares (lipideos, DNA e proteinas) (RAMKUMAR et al., 2017; LEMIRE et
al., 2013); interacdo com o DNA, causando problemas na replicacdo e reproducdo celular
(DURAN et al., 2016); acumulo em cavidades na parede celular, causando desnaturacio da
membrana (LIAO e TIONG, 2019); interferéncia na transducdo de sinal bacteriana, levando a
apoptose celular (L1 et al., 2018); comprometimento da integridade da membrana celular por
meio de interacdo eletrostatica, resultando na diminuicdo de sua funcdo e polarizacdo
(JAGADEESHAN e PARSANATHAN, 2019); interrupcdo da transducdo de energia ao
danificar componentes mitocondriais e interferéncia na assimilacao de nutrientes (LEMIRE et
al., 2013); genotoxicidade e disfuncdo protéica e perda de atividade enzimatica
(JAGADEESHAN e PARSANATHAN, 2019).

Os mecanismos, acima mencionaos, podem ocorrer individualmente ou em
combinacdo, dependendo da natureza das NP’s (composi¢do, tamanho, forma), sua
concentracdo, método de aplicacdo e tempo de exposi¢do, assim como do tipo de patdgeno
(KHAN e RIZVI1, 2014; HUSSAIN et al., 2016).

c) Controle bioldgico

Microrganismos endofiticos também apresentam potencial como ferramenta promissora
para reduzir o impacto de doengas na agricultura. O controle biol6gico por meio do uso de
bactérias endofiticas também é opcdo, tanto por parasitismo quanto por sua capacidade de
induzir resisténcia sisttémica e ainda contribuir para o crescimento e o desenvolvimento da
planta (NASUTION, 2019).

Em ensaio in vitro, em cultivo pareado, Rodrigues et al. (2018) avaliaram o efeito
antagbnico de diferentes espécies de Trichoderma ao Ceratocystis cacaofunesta. Quase todos
agentes de controle avaliados (T. martiale, T. atroviride, T. longibrachiatum, T. koningiopsis,
T. virens, T. martiale, T. asperellum, T. pseudokoningii, T. harzianum e T. stromaticum)
inibiram o crescimento do patdgeno em 100% no terceiro dia de avaliacdo. Os autores também
relataram a inibig&o entre 92.3 e 98.5% da formacé&o de peritécios do patogeno por T. virens, T.
harzianum, T. loningiopsis e T. atroviride.

O efeito de T. harzianum, T. viride e B. subtilis foram avaliados no crescimento micelial

de C. manginecans, in vitro. T. viride e T. harzianum foram antagdnicos, com reducdo de 73,3
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e 87,3% no crescimento micelial, respectivamente. Enquanto B. subtilis obteve inibi¢éo de 20%
(AHMAD, MOOSA e REHMAN, 2019). Porém, in vivo as cepas de B. subtilis selvagens e
mutantes reduziram os sintomas da podridao negra na batata-doce, causados por C. fimbriata.
Ao comparar com o controle, o didametro da lesdo diminuiu em 71, 90% em concentracdes de
105, 107, e de 100% para 10% e 10° UFC/mL da cepa mutante, respectivamente. Quanto a cepa
selvagem, o diametro da lesdo diminuiu em 56, 74, 77 e 93% em concentragdes de 10, 107, 108
e 10° UFC/mL, respectivamente (WANG et al., 2021).

d) Oleos e extratos vegetais

Como forma alternativa ao uso dos métodos quimicos no controle de doengas, e
ambientalmente aceito, varias pesquisas tém sido voltadas ao uso de 6leos e extratos vegetais
no manejo de doencas.

Em seu trabalho in vitro, Fracasso (2019), avaliou a eficiéncia de extratos etanolicos de
alecrim (Rosmarinus officinalis), alho (Allium sativum), arruda (Ruta graveolens), canela-da-
China (Cinnamomum aromaticum), capim-cidreira (Cymbopogon citratus) e cravo-da-india
(Syzygium aromaticum) em diferentes concentracBes no controle de C. fimbriata no Kiwi
(Actinidia deliciosa). A concentragdo de 100% dos extratos de canela-da-China e cravo-da-
india inibiram o crescimento micelial em 100%, durante os dez dias.

Pansera, Vergani e Santos (2023), no ensaio in vitro e in vivo, usaram 6leos essenciais
e extratos como produtos alternativos para controlar C. fimbriata, também em mudas de Kiwi.
Na pesquisa feita no laboratério os autores relataram a inibicao total do crescimento micelial a
partir da concentracdo de 0,1% de 6leos essenciais de funcho (Foeniculum vulgare) e de capim-
limdo (Cymbopogon citratus). Para os extratos pirolenhoso e de pimenta (Pipper nigrum), as
concentragfes maximas de 0,5 e 20% reduziram o crescimento micelial do fungo em 49,7 e
100%, respectivamente. Quanto ao ensaio in vivo, as concentra¢des Unicas de 0,2% dos 0leos
de capim-liméo e funcho controlaram a murcha de Ceratocystis em mudas em 24,2 e 26,2%,
respectivamente.

O dleo essencial na base de Perilla frutescens reduziu o crescimento do micélio de C.
fimbriata. A concentracdo de 25 pL/L inibiu moderadamente e a de 100 pL/L induziu a 100%
de inibicdo do crescimento micelial em col6nia de 3 dias apds a inoculagdo. No ensaio in vivo,
a concentracao de 100 pL/L do 6leo resultou com menor perda de peso, acima de 15%, quando
comparada com outros tratamentos, durante os 21 dias de armazenamento da batata doce
(ZHANG et al., 2018).
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Em outro ensaio, as concentragdes testadas de 5, 10 e 15% de extratos folhas de Nim
(Azadirachta indica), alho (Allium sativum), cebola (Allium cepa), folhas de eucalipto
(Eucalyptus citriodora) e folhas de buganvilia (Bougainvillea spectabilis) inibiram
significativamente o crescimento da col6nia C. manginecans. A inibicdo maxima de 71,5% do
crescimento das coldnias foi observada em 15% de concentracdo de extratos de alho seguido
por buganvilia (65%), nim (63,5%) e cebola (49,3%), enquanto a menor inibicéo foi produzida
por eucalipto (22,5%) (AHMAD, MOOSA e REHMAN, 2019).

Souza (2020), verificou efeito significativo de 6leos essenciais de Azadirachta indica,
Eremanthus erythropappus e Melaleuca alternifolia na germinacdo de uredindsporos de H.
vastatrix e no controle da ferrugem em mudas de café. No ensaio in vitro, as doses de 0,25; 0,5;
1,0 e 2,0% dos 6leos inibiram em 92,39; 93,97; 93,10 e 94,25% a germinacéo de uredindsporos,
respectivamente. Na casa de vegetacéo, osoleos de A. indica, M. alternifolia e E. erythropappus,
na dose de 0,25%, obtiveram eficiéncia no controle da ferrugem de 70,27; 60,15 e 52,39%,
respectivamente, em relacéo a testemunha, na area abaixo da curva do progresso da severidade.
Para Pereira et al. (2012), a partir da concentracdo de 1000 pL/L, para 6leo de M. alternifolia,
Thymus vulgaris, Cinnamomum zeylanicum, Cymbopogon citratus, Cymbopogon nardus e
2000 pL/L de A.indica e Corymbia citriodora, inibiram em 100% a germinacdo de
uredinésporos de H. vastatrix.

O efeito antifugico de 6leo essencial de Melaleuca, Melaleuca alternifolia, foi avaliado
no controle in vitro de Colletotrichum falcatum, Colletotrichum truncatum, Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium sacchari e Cylindrocladium sp., em concentracdes de 100, 200, 400,
800, 1600 pL/L de 6leo. A concentragdo maxima promoveu maior eficiéncia de controle de 99,
83, 59, 50 e 11% de C. falcatum, C. truncatum, C. gloeosporioides, F. sacchari e
Cylindrocladium sp., respectivamente (ZANETTI, 2018).

C. manginecans é um patdégeno emergente no cafeeiro, representando uma nova ameaca
para esta cultura economicamente importante. As estratégias de controle convencionais para
doencas causadas por Ceratocystis spp., como poda e tratamentos quimicos, muitas vezes sdo
caras e ineficazes. Diante disso, ha uma necessidade urgente de desenvolver métodos de
controle alternativos, eficientes, econémicos e ambientalmente sustentaveis.

Um estudo de selecdo ‘in vitro’de NP’s, 6leos essenciais e fungicidas para o controle de
C. manginecans € justificavel e promissor. Pesquisas anteriores demonstraram o potencial
destes agentes no controle de diversos fitopatdgenos, incluindo outras espécies de Ceratocystis.

As NP’s, particularmente as de Ag e CuO, apresentaram resultados encorajadores contra
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patogenos do cafeeiro. Oleos essenciais, como os de funcho e capim-lim&o, demonstraram
capacidade de inibir o crescimento micelial de Ceratocystis spp. Além disso, a avaliagdo de
fungicidas convencionais e alternativos pode fornecer perspectivas valiosos para o
desenvolvimento de estratégias de manejo integrado. Este estudo 'in vitro’ permitird uma
triagem répida e eficiente de diversos agentes de controle, identificando os mais promissores
para futuros testes em condig¢des de campo, potencialmente acelerando o desenvolvimento de

solucdes eficazes para esta nova ameaca ao cafeeiro.

3. MATERIAL E METODOS

Os isolados de C. manginecans KLC1, P14, P311, P711 e P811 foram obtidos da
colecdo do laboratério de Patologia Florestal do Departamento de Fitopatologia da
Universidade Federal de Lavras e os 0leos essenciais de Candeia (Eremanthus erythropappus),
Capim-liméo (Cymbopogon citratus), Melaleuca (Melaleuca alternifolia) e Tomilho (Thymus
vulgaris) foram fornecidos pela empresa Florinda 6leos essenciais.

Foram realizados quatro experimentos in vitro:

= Experimento I: Fungicidas no controle in vitro de C. manginecans;

= Experimento Il: Nanoparticulas no controle in vitro de C. manginecans;

= Experimento I11: Oleos essenciais no controle in vitro de C. manginecans;

= Experimento IV: Comparagdo dos melhores tratamentos selecionados nos trés
experimentos acima.

Foi usado o Delineamento em Blocos Casualizados (DBC) com quatro repeti¢fes. Cada
repeticdo foi constituida por uma placa de Petri de 90 x 15 mm, representando uma unidade
experimental ou parcela. O meio de cultura usado foi o Maltose Yeast Extract Agar (MYEA).
Imediatamente ap6s a montagem dos experimentos, as placas de Petri foram incubadas na
temperatura de 27°C + 2°C com fotoperiodo de 12h escuro e 12h claro e luz do tipo fluorescente,

com intensidade luminosa de 276,3 pmol/s/m? por 10 dias.

3.1. Experimento I: Fungicidas no controle in vitro de C. manginecans

Neste experimento foram avaliados sete fungicidas (Tabela 1) do grupo quimico dos
Triazois, Estrobilurinas, Benzimidazois, Ditiocarbamatos e Cupricos para verificar a inibigdo

do crescimento micelial de Ceratocystis manginecans.
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A selecéo das doses utilizadas no experimento in vitro para C. manginecans foi baseada
em uma abordagem exploratoria, dada a auséncia de recomendacGes especificas para este
patdgeno. As doses foram escolhidas tomando como referéncia o registro de produtos
fungicidas utilizados no cafeeiro para patégenos necrotréficos similares ao C. manginecans. E
importante ressaltar, as doses empregadas in vitro diferem das doses de campo. Isso se deve as
diferentes condigcbes de exposicdo entre os dois ambientes. Assim, considerando essas
diferencas, optou-se por testar um intervalo de doses com concentragdes tanto abaixo quanto
acima das recomendadas. Esta abordagem permite uma avaliacdo mais ampla da sensibilidade

do C. manginecans aos fungicidas testados, possibilitando a determinacéo da EC50.

Tabela 1. Fungicidas, ingredientes ativos e suas respetivas doses usadas no controle in
vitro de Ceratocystis manginecans. UFLA, 2024.

Produto Ingrediente Dose Concentragéo Dose i.a.* (mg/Kg
comercial ativo (i.a) comercial/ha doi.a ou L)
ALTO 100 Ciproconazol 0,75L 100 g/L 187,5
AMISTAR  Azoxistrobina 100 g 500 g/kg 125

CERCOBIN Tiofanato 7009 875 g/kg 1.531,25
metilico
MANZATE Mancozeb 5 Kg 800 g/Kg 10.000
PRIORI Azoxistrobina 200 g/L 375™
XTRA + 750 mL
Ciproconazol 80 g/L 150
SUPERA Hidrdxido de 2L 350 g/L 1.750
cobre
TEBUFORT  Tebuconazol 1L 200 g/L 500

*Considerou-se um volume de calda para 400 litros por hectare. **Dose utilizada no experimento.
Fonte: Do autor (2024)

Foram avaliadas 7 doses de cada fungicida (Tabela 1) e 5 isolados de Ceratocystis. O
esquema de andlise de variancia foi o fatorial triplo, 7x7x5. O fator A foi constituido por 7
fungicidas, o B as suas respectivas doses e C o0s 5 isolados. As doses do fator B foram de 0; 2,5;
10; 40; 160; 320 e 640 mg/Kg ou L.

3.2. Experimento Il: Nanoparticulas no controle in vitro de C. manginecans

O experimento foi conduzido em esquema fatorial triplo de analise de variancia. O mesmo
foi composto por 4 NP’s, 7 doses e 0s 5 isolados, 4x7x5. O fator A foram as NP de MoOs, CuO,
S e ZnO, fator B as suas respectivas concentragdes, de 0; 2,5; 10; 40; 160; 320 e 640 mg/L) e
os 5 isolados, o fator C (Tabela 2). O Tiofanato metilico (2,5 mg/Kg), fungicida padréo, foi

usado como tratamento adicional.


https://nanografi.com/nanoparticles/manganese-oxide-mn2o3-nanopowder-nanoparticles-purity-99-4-size-28-nm/
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Tabela 2. Caracteristicas fisicas das NP’s usadas no experimento in vitro. UFLA 2024.

Nanoparticulas Caracteristicas
Granulometria (nm) Pureza (%)

CuO 40 99

S 60 - 70 98"

MoOs3 13-80 99,94"

ZnO 35-45 99*

Fonte: Do autor (2024)

3.3. Experimento I11: Oleos essenciais no controle in vitro de C. manginecans

Neste experimento foram usados Oleos essenciais de Eucalipto, Capim-limao,
Melaleuca, Candeia e Tomilho. Foram testadas 7 doses de cada 6leo 0; 100; 200; 400; 800;
1600 e 3200 pL/L .

O experimento foi conduzido em esquema fatorial triplo 6x7x5 de analise de variancia. O
fator A foram os Gleos essenciais, fator B as suas respectivas concentragdes e 0os 5 isolados, o

fator C. O tiofanato metilico (2,5 mg/Kg) foi usado como tratamento adicional.

3.4. Experimentos 1V: Comparacao dos métodos

De cada experimento acima, foram selecionados os melhores tratamentos para inibir o
crescimento micelial. Sendo assim, o experimento foi conduzido em esquema fatorial triplo de
andlise de varidncia 9 x 5 x 2. Ou seja, composto por 9 produtos (ciproconazol, azoxistrobina,
azoxistrobina+ciproconazol, tebuconazol, NP’s de CuO, ZnO, MoOs, 6leos de Melaleuca, de
Capim-limé&o e de Tomilho), em 5 doses (0, 1, 10, 100 e 1000 mg/Kg ou L) e 2 isolados (KLC
01 e P14). O fator A foram os produtos, fator B as suas respectivas concentracdes e 0s 2
isolados, o fator C. O tiofanato metilico (2,5 mg/Kg) foi usado como tratamento adicional.

3.5. Montagem dos experimentos e avaliagdo dos tratamentos

De cada tratamento foi preparada a solucéo estoque (SE) (Anexo Tabela 1A-4A). Em
cada 35 mL de SE de 6leos essenciais foram adicionados 50 pL de Tween 80%, um agente
surfactante. As diferentes quantidades de SE determinadas (Formula 1) foram adicionadas no
Erlernmyer contendo MYEA de modo a completar o volume total. Para inibir a contaminagao
foi adicionado 250 puL/350 mL MYEA do antibiotico, Rifamicina.


https://nanografi.com/nanoparticles/manganese-oxide-mn2o3-nanopowder-nanoparticles-purity-99-4-size-28-nm/
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C1*V1=C2*V2 (Férmulal)
Sendo:
= Cl1 - concentracao inicial;
*= V1 -volume inicial;
= C2 - concentragdo final;
= V2 -volume final.

Dentro da capela de fluxo laminar foi vertido em placas de Petri 0 meio de cultura
modificado com o tratamento. Os discos de micélio de 5 mm dos isolados foram removidos da
margem da col6nia da cultura pura com 14 dias ap6s o isolamento e transferidos para o centro
da placa com meio de cultura modificado com diferentes doses. A agua destilada foi usada
como controle negativo e o tiofanato metilico a 2,5 mg/Kg como controle positivo.

Dez dias apds o periodo de incubacdo na BOD (Biochemical Oxygen Demand), foram
feitas as medicOes, em posi¢des ortogonais, do diametro das col6nias com ajuda do paquimetro
digital. Depois das avali¢des do crescimento micelial, a formula 2 foi usada para calcular a

porcentagem de inibicdo do crescimento micelial.

(DC-DT)

0 x100% (Férmula 2)

Inibicdo de crescimento micelial (%) =
Sendo:

= DC - diametro micelial no controle (agua);

= DT — didametro micelial no tratamento.

3.6. Analise estatistica

Para testar os pressupostos de analise de variancia (normalidade e homocedasticidade)
os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett (p>0,05). Verificados os
pressupostos, os dados foram submetidos a anélise de variancia, ANOVA (Teste F p<0,05) e
guando significativo, as variaveis qualitativas foram comparadas por Teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade (p<0,05) e, para as quantitativas foram feitas analise por regressdo. A
determinacéo dos valores de EC50 foram por meio do pacote ec50estimator (ALVES, 2022).
Foi usado o programa estatistico R. Os experimentos foram repetidos para validacao dos dados

e realizada analise conjunta no tempo para avaliar se houve diferenca entre eles.
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliagéo dos fungicidas no controle in vitro de C. manginecans

Houve interacdo tripla, entre fungicidas, doses e isolados (p<0,05) para a porcentagem
de inibicdo do crescimento micelial de C. manginecans (Anexo Tabela 5A). Sendo assim, cada
isolado teve um comportamento em relacdo aos fungicidas e suas doses.

Os maiores valores de crescimento micelial ocorreram na testemunha absoluta, sem
adicdo de fungicidas, com diferenca entre os isolados. KLC 01 e P14 foram os de maior
crescimento, sem diferencas entre si, com didmetro médio de 6,7 e 6,5 cm, respectivamente.
Foram seguidos por P311 e P711, com diametro médio de 6,3 e 6,1 cm, respectivamente,
enquanto P811 teve o menor diametro médio com 5,7 cm, 15% inferior a KLC 01, o de maior

crescimento (Figura 1).

Figura 1 - Diametro de crescimento micelial (cm), dose 0 mg/Kg ou L, dos isolados de

Ceratocystis manginecans. UFLA, 2024
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Fonte: Do autor (2024)
Ou seja, os isolados ndo obtiveram 0 mesmo comportamento, inclusive em relagdo ao

incremento de doses. Com o aumento das doses dos fungicidas houve o aumento, em
proporc¢oes diferentes, da inibigdo do crescimento micelial dos isolados.

O tiofanato metilico, a partir da menor dose, ou seja, de 2,5 mg/Kg ou L, ja inibiu 100%
do crescimento micelial, em relacdo a testemunha, para todos os isolados de C. manginecans.

Essa total inibicdo, de todos os isolados, também foi observada para o Ciproconazol,
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Ciproconazol+Azoxistrobina, a partir das doses de 40 e 160 mg/L, Tebuconazol e Mancozeb,
ambos a partir de 320 mg/Kg ou L.

Na dose 2,5 mg/Kg ou L, todos isolados apresentaram maiores valores de inibicé&o,
superiores a 50%, para ciproconazol, azoxistrobina+ciproconazol e tebuconazol. Porém, para
os isolados KLC 01 e P811 foram observados os menores valores de inibi¢cdo do crescimento,
3,3 e5,7%, respectivamente, no tratamento com Azoxistrobina, nessa dose. Ja, na segunda dose,
10 mg/Kg ou L, o ciproconazol foi o segundo fungicida com maior inibicdo do crescimento
micelial, sendo o isolado P311 diferente dos demais (p<0,05), com 85,3% de inibi¢do. Esse

fungicida foi seguido pela mistura de ciproconazol com azoxistrobina e do tebuconazol.

Tabela 3. Porcentagem de inibic¢do do crescimento micelial em relacdo a testemunha, de

isolados de Ceratocystis manginecans, em diferentes doses de sete fungicidas. UFLA, 2024.

Dose 2,5 mg/Kg ou L

Fungicida Isolado
KLC 01 P14 P311 P711 P811
Ciproconazol 70,1 Bc 70,2 Bc 77,1 Ba 76,1Ba 74,2Bb
Azoxistrobina 3,3Ge 32,8 Ea 17,6 Eb 9,6 Fc 5,7 Gd
Tiofanato metilico 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Mancozeb 13,4 Ec 12,4 Gc 17,1 Eb 172Eb 21,3Fa
Azoxistrobina+Ciproconazol 53,0 Dd 58,7Dc  67,4Ca 66,5Ca 60,6 Db
Hidrdxido de Cobre 70Fd 25,8 Fb 12,1 Fc 8,3 Fd 29,5 Ea
Tebuconazol 58,8 Cd 68,1Cb 64,9 Dc 58,7Dd 70,0Ca
Dose 10 mg/Kg ou L
Ciproconazol 83,3Bb 82,0 Bb 85,3 Ba 82,6 Bb 818Bb
Azoxistrobina 4,6 Gd 52,2 Ea 20,0 Fc 225Fb 23,6 Gb
Tiofanato metilico 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Mancozeb 38,7EDb 29,0 Gc 45,1 Da 294Ec  375Fb
Azoxistrobina+Ciproconazol 78,6 Ca 75,7 Db 81,0 Ca 80,1Ca 76,2Db
Hidréxido de Cobre 17,1 Fd 31,5Fb 22,7 Ec 21,0Fc 40,3 Ea
Tebuconazol 73,4 Dc 77,6 Cb 81,5 Ca 725Dc 78,1Chb
Dose 40 mg/Kg ou L
Ciproconazol 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Azoxistrobina 18,2 Fd 53,9 Ea 23,8 Fc 260Fb  27,1Fb
Tiofanato metilico 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Mancozeb 67,1 Db 62,9 Dc 80,9 Da 399Ee 56,2Dd
Azoxistrobina+Ciproconazol 83,1 Cc 89,9 Ba 83,1 Cc 854Bb 89,4Ba
Hidréxido de Cobre 21,0 Ed 33,7Fb 26,5 Ec 425Da 425Ea
Tebuconazol 86,5 Bb 82,1Cd 88,9 Ba 81,0Cd 84,0Cc

continua ...



Continuacéo ...

34

Dose 160 mg/Kg ou L

Fungicida Isolado
KLC 01 P14 P311 P711 P811
Ciproconazol 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Azoxistrobina 20,4 Cd 55,3 Ba 31,7 Cc 37,7Eb  31,7Dc
Tiofanato metilico 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Mancozeb 100 Aa 100 Aa 100 Aa 81,0Cb 82,6Bb
Azoxistrobina+Ciproconazol  100,0 Aa  100,0 Aa  100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Hidrdxido de Cobre 28,7 Bd 39,2 Cc 44,5 Bb 475Da 457Cb
Tebuconazol 100 Aa 100 Aa 100 Aa 88,3Bb 100 Aa
Dose 320 mg/Kg ou L
Ciproconazol 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Azoxistrobina 38,0 Cb 58,5 Ba 35,0 Cc 391Cb 359Bc
Tiofanato metilico 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Mancozeb 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Azoxistrobina+Ciproconazol  100,0 Aa  100,0 Aa  100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Hidrdxido de Cobre 41,3 Bd 49,7 Cc 58,5 Ba 52,1Bb 59,2 Ba
Tebuconazol 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Dose 640 mg/Kg ou L

Ciproconazol 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Azoxistrobina 46,6 Cb 63,7 Ca 43,8 Cc 42,2Cc 43,1Cc
Tiofanato metilico 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Mancozeb 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Azoxistrobina+Ciproconazol  100,0 Aa  100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
Hidréxido de Cobre 74,4 Bc 80,2 Ba 77,4 Bb 70,4Bd 70,9Bd
Tebuconazol 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maidscula na coluna néo foram estatisticamente diferentes

segundo o teste de agrupamento de Scott-Knott (p<0,05).
Fonte: Do autor (2024)

Enquanto os menores valores de inibicdo foram dos fungicidas protetores mancozeb,

hidréxido de cobre e azoxistrobina. Sendo o isolado KLC 01 o de menor sensibilidade, 4,6 e

17,1%, para azoxistrobina e hidroxido de cobre, respectivamente (Tabela 3).

Até a maior dose, de 640 mg/Kg ou L dos fungicidas, tanto o hidréxido de cobre quanto

a azoxistrobina ndo paralisaram o crescimento do fungo, com inibicao variando de 70,4 a 80,2%

e de 42,1 a 63,7%, respectivamente.

Com o aumento das doses dos fungicidas houve a reducdo no didmetro da col6nia de C.

Manginecans. O modelo de melhor ajuste foi o exponencial negativo (Figura 2). Ou seja, as

curvas apresentaram declinio acentuado do crescimento micelial, proximo a zero, a partir das
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doses de 40-160 mg/Kg ou L. Devido a inibig&o total do crescimento micelial para tiofanato

metilico, ndo foi possivel ajustar modelo de regressdo para esse tratamento. Para os triazois

ciproconazol, tebuconazol e a mistura de ciproconazol com azoxistrobina as curvas tiveram

forma semelhantes com comportamento homogéneo entre os isolados. No entanto, as curvas de

resposta ao mancozeb, hidroxido de cobre e azoxistrobina apresentaram variabilidade entre os

isolados, porém, em doses mais elevadas as respostas dos isolados foram similares.

Figura 2. Crescimento micelial de isolados de Ceratocystis manginecans em diferentes

doses (mg/Kg ou L) de fungicidas. UFLA, 2024.
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Houve interacéo entre os fungicidas e os isolados paraa EC50 (p<0,001) (Anexo Tabela
6A). Os menores EC50 foram do ciproconazol, da azoxistrobina+ciproconazol e do
tebuconazol, ndo ocorrendo diferenca entre os isolados, o EC50 variou de 0,5 a 1,0, de 0,9 a
2,2ede0,6 al,7mg/L, respectivamente (Tabela 4). Houve diferenca entre os isolados para os
fungicidas azoxistrobina e hidréxido de cobre (p<0,001), os de maior EC50. No tratamento
com azoxistrobina, o menor EC50 foi obtido para P14, 30,3 mg/Kg, acentuada diferenca
(p<0,001) para os demais isolados, P311, P811 e P711, de 2244,6, 1655,5 e 1330,7 mg/Kg. Em
relacdo ao hidroxido de cobre o isolado KLC 01 foi diferente, com o maior EC50, de 409,5
mg/L, enquanto os demais variaram de 83,3 a 189,8 mg/Kg (p<0,001). Para os isolados P311,
P711 e P811 a azoxistrobina foi diferente dos demais (p<0,001), com os maiores EC50,
chegando a ser 4488 vezes maior em relacdo ao ciproconazol para o isolado P311. Para P14

ndo houve diferenca entre os isolados.

Tabela 4. Dose letal de fungicidas, em mg/Kg ou L, para inibir 50% do crescimento
micelial (EC50) de isolados de Ceratocystis manginecans. UFLA, 2024.

Fungicida Isolado
KLC 01 P14 P311 P711 pP811
Ciproconazol 10Ca 1,0Aa 0,5Ba 0,6 Ba 0,6 Ba
Azoxistrobina 848,0 Ad 30,3 Ae 22446 Aa 1330,7 Ac 16555 Ab
Mancozeb 170Ca 23,8 Aa 11,5Ba 55,3 Ba 22,0 Ba
Azoxistrobina+Ciproconazol 2,2 Ca 1,7 Aa 0,7 Ba 0,9 Ba 1,5Ba
Hidroxido de Cobre 409,5Ba 1774 Ab  189,8Bb 147,9Bb 83,3 Bb
Tebuconazol 1,7 Ca 0,8 Aa 1,1 Ba 1,4 Ba 0,6 Ba

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maidscula na coluna néo foram estatisticamente diferentes
segundo o teste de agrupamento de Scott-Knott (p<0,05).
Fonte: Do autor (2024)

4.2. Avaliagdo das nanoparticulas no controle in vitro de C. manginecans

Houve interacdo tripla, entre NP’s, doses e isolados (p<0,05) para a porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial de C. manginecans. Sendo assim, cada isolado teve um
comportamento em relagdo as NP’s e as suas doses. O tratamento adicional e o Fatorial foram
estatisticamente significativos, ou seja, a porcentagem de inibicdo dos isolados foi diferente
entre tiofanato metilico e a media das NP’s, com 100 e 26,7%, respectivamente (Anexo Tabela
7A).
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Os maiores valores de crescimento micelial ocorreram na testemunha absoluta, sem
adicdo de NP’s, com diferenca entre os isolados. KLC 01 e P14 foram os de maior crescimento,
sem diferencas entre si, com didmetro médio de 7,3 e 7,2 cm, respectivamente. Em seguida,
P711, com didmetro médio de 6,7 cm. P311 e P811 foram os de menor crescimento, também
sem diferencas entre si, com didmetro médio de 6,3 e 6,2 cm, respectivamente. Esses ultimos
foram 15 e 14% inferiores, respectivamente, ao KLC 01, o de maior crescimento (Figura 3).

Figura 3. Diametro de crescimento micelial (cm), dose 0 mg/L, dos isolados de

Ceratocystis manginecans. UFLA, 2024.
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Fonte: Do autor (2024)

Na dose de 2,5 mg/L, houve diferencas (p<0,05) entre as NP’s e entre os isolados. O
melhor tratamento foi a NP de ZnO, seguido por MoO3, CuO e S, respectivamente. Contudo,
ao aumentar a dose, de 10 a 40 mg/L, CuO juntamente com ZnO, passaram a ser 0s melhores
tratamentos, com maior inibicdo em quase todos isolados, chegando a 33,0 e 37,5% de inibicéo,
com CuO e ZnO, respectivamente. Esses tratamentos foram seguidos por NP de MoOs
entretanto, o isolado P811 foi o mais sensivel, 50,4%, quando tratado com essa NP (Tabela 3).

As NP’s ndo inibiram 100% do crescimento micelial, mesmo na dose méxima de 640
mg/L. A partir da dose de 160 mg/L a NP de MoO3 passou a proporcionar maiores valores de
inibicdo, chegando a 62,7, 78,3 e 85,5%, nas doses de 160, 320 e 640 mg/L respectivamente. O
MoO:s foi seguido por ZnO e CuO, com inibigoes ate 63,8 e 55,8%, respectivamente, na ultima
dose, 640 mg/L.
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Tabela 5. Porcentagem de inibi¢&o do crescimento micelial em relagéo a testemunha, de
isolados de Ceratocystis manginecans, em diferentes doses de quatro nanoparticulas. UFLA,
2024,

Dose 2,5 mg/L

Nanoparticulas Isolado
KLC 01 P14 P311 P711 P811
ZnO 18,1 Ab 15,3 Ab 5,8 Ac 22,4 Aa 5,1 Bc
MoOs3 5,0 Bb 10,5 Ba 5,3 Ab 6,1 Bb 8,6 Aa
S 4,5 Bb 19Cb 4,4 Ab 4,9 Bb 9,3 Aa
CuO 4,2 Ba 4,9 Ca 5,3 Aa 5,2 Ba 5,2 Ba
Dose 10 mg/L
ZnO 26,5 Aa 28,5 Aa 10,9 Bb 29,3 Aa 9,0 Db
MoOs3 8,6 Cc 17,9 Bb 9,8 Bc 12,1 Cc 28,1 Aa
S 7,9 Cb 5,2 Cb 6,3 Bb 15,9 Ca 14,3 Ca
CuO 17,3 Bb 21,9 Ba 27,1 Aa 23,9 Ba 22,7 Ba
Dose 40 mg/L
ZnO 34,3 Aa 31,9 Ab 14,0 Bc 37,5 Aa 30,8 Bb
MoOs3 17,0 Cc 35,9 Ab 17,1 Bc 15,1 Cc 50,4 Aa
S 11,9 Dc 19,5 Cb 9,9 Cc 26,1 Ba 17,9 Cb
CuO 25,2 Bb 26,2 Bb 30,6 Aa 29,2 Ba 33,0Ba
Dose 160 mg/L
ZnO 40,4 Ba 35,2 Bb 30,7 Ac 45,3 Aa 43,0 Ba
MoOs 44,8 Ab 47,4 Ab 32,6 Ac 23,0 Dd 62,7 Aa
S 23,6 Db 20,3 Db 15,4 Bc 29,3 Ca 22,3 Db
CuO 32,3Ch 29,8 Ch 32,1 Ab 35,6 Ba 37,1 Ca
Dose 320 mg/L
ZnO 47,0 Bb 37,9Bc 48,1 Bb 55,0 Ba 45,9 Bb
MoOs 71,3 Ab 65,4 Ac 74,3 Ab 60,1 Ad 78,3 Aa
S 25,8 Db 25,9 Cb 20,8 Dc 36,1 Ca 32,5Ca
CuO 37,7Cb 37,0Bb 27,4 Cc 39.7Cb 48,3 Ba
Dose 640 mg/L
Zn0O 58,7 Ba 58,8 Ba 60,1 Ba 63,8 Ba 61,5 Ba
MoOs3 83,5 Aa 83,8 Aa 85,5 Aa 82,3 Aa 82,6 Aa
S 30,7 Dc 29,8 Dc 30,4 Dc 44,8 Ca 37,5Db
CuO 43,6 Cb 43,2 Chb 53,9 Ca 45,7 Cb 55,8 Ca

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maidscula na coluna néo foram estatisticamente diferentes
segundo o teste de agrupamento de Scott-Knott (p<0,05).
Fonte: Do autor (2024)
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Com o aumento das doses das NP’s, observou-se um decréscimo no crescimento

micelial dos isolados de C. manginecans. O modelo exponencial decrescente proporcionou o

melhor ajuste para a maioria das curvas dose-resposta, principalmente para MoOs e ZnO. Em

todos os tratamentos, na dose mais alta, 640 mg/L, foi observada maior inibicdo embora

nenhuma NP tenha alcangado 100% de inibigdo. Para o ZnO, observou-se um declinio gradual

no crescimento micelial com o aumento da dose (Figura 4).

Figura 4. Crescimento micelial de isolados de Ceratocystis manginecans em diferentes

doses (mg/L) de nanoparticulas. UFLA, 2024.
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Houve interacdo entre as NP’s e os isolados para a EC50 (p<0,001) (Anexo Tabela 8A).
Os menores valores de EC50 foram observados para MoOs e ZnO, sem variagdes entre 0s
isolados (p>0,001), o EC50 variou de 47,0 a 302,0 mg/L e de 179,0 e 669,0 mg/L,
respectivamente. Os maiores valores de EC50 foram observados paraa NP de S, sendo o isolado
P711, o de menor EC50, de 1249,0 mg/L, acentuando a diferengca com os demais (p<0,001),
variando de 2405,0 a 3749,0 mg/L. Para o isolado P14, o maior EC50 do S, foi

aproximadamente 30 vezes maior em relagdo ao do MoOs (Tabela 6).

Tabela 6. Dose letal de nanoparticulas, em mg/Kg ou L, para inibir 50% do crescimento

micelial (EC50) de isolados de Ceratocystis manginecans. UFLA, 2024.

Nanoparticulas Isolado

KLC 01 P14 P311 P711 P811
CuO 1300,0 Ba 1519,0Ba  709,0 Bb 954,0 Ab 357,0 Bb
MoOs3 188,0 Ca 126,0Ca  229,0Ba  302,0Ba 47,0 Ba
S 2981,0 Ab 3749,0 Aa  2910,0 Ab  1249,0 Ac 2405,0 Ab
ZnO 400,0 Ca 669,0Ca  421,0Ba  179,0Ba  293,0 Ba

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e mailscula na coluna néo foram estatisticamente diferentes
segundo o teste de agrupamento de Scott-Knott (p<0,05).
Fonte: Do autor (2024)

4.3. Avaliacao dos 6leos essenciais no controle in vitro de C. manginecans

Também houve interacdo tripla, entre 6leos, doses e isolados (p<0,05) para a
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de C. manginecans. Sendo assim, cada isolado
teve um comportamento em relacdo aos 6leos e as suas doses. O tratamento adicional e 0
Fatorial foram estatisticamente significativos, ou seja, a porcentagem de inibicdo dos isolados
foi diferente entre Tiofanato metilico e os 6leos, com 100 e 34,5% de média dos tratamentos,
respectivamente (Anexo Tabela 9A).

Os maiores valores de didmetro de crescimento micelial ocorreram na testemunha
absoluta, sem adicéo de 0leos, dose 0 pL/L, com diferenca entre os isolados. KLC 01, P14 e
P711 foram os de maior crescimento, sem diferencas entre si (p>0,05), com didametro médio de
6,9; 6,8 e 6,5 cm, respecivamente. Foram seguidos por P311 e P811, também sem diferengas
entre si, com diametro médio de 6,2 e 5,9 cm, respectivamente. Estes Gltimos foram 10 e 14%

inferiores, respectivamente, ao KLC 01, o de maior crescimento (Figura 5).
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Figura 5. Diametro de crescimento micelial (cm), dose O pL/L, dos isolados de Ceratocystis
manginecans. UFLA, 2024.

8.0
a da
b a
I I 1 b
6.0 ]: I
£
=
S 4,0
@
g
P
a 2,0
0,0 r T . : .
KLC 01 P14 P311 P711 P811
Isolados

Fonte: Do autor (2024)
Na dose de 100 pL/L, o Capim-lim&o e Tomilho foram os melhores tratamentos, com

maiores valores de inibi¢do do crescimento micelial, variando de 24,2 a 25,3%. Entretanto, nas
doses de 200 e 400 uL/L, o bleo de Tomilho ficou como o uUnico melhor tratamento, com
inibicdo observada até 74,2% no isolado P311, na dose de 400 pL/L. Mas, com aumento da
dose, de 400 para 800 pL/L, o 6leo de Capim-liméo ficou como o melhor tratamento, seguido
por Tomilho (Tabela 7).

A partir da sexta dose, 1600 uL/L, o 6leo de Capim-limdo, diferente dos demais
(p<0,05), foi o melhor tratamento, com 100% de inibicdo do crescimento micelial em todos
isolados. Esse tratamento, foi seguido por Tomilho e Melaleuca, com inibicdes até 90,4 e
77,4%, respectivamente, do isolado P311, nessa dose.

Além do efeito de inibicdo de 100% do crescimento micelial de todos os isolados ja
observado por Capim-limao, a partir da dose de 1600 pL/L, a Melaleuca causou inibicéo total
somente nos isolados KLC 01 e P311, diferentes dos demais (p<0,05), na ultima dose, 3200
ML/L. Assim, esse Oleo tornou-se o segundo com maior inibicdo de crescimento micelial e o
Tomilho passou para o terceiro, na maxima dose, 3200 pL/L. O Tomilho, apesar de sua alta
eficiéncia em doses intermediérias, ndo atingiu 100% de inibicdo na dose maxima para todos

os isolados, com valores variando entre 81,5 e 91,0%.
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Tabela 7. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial em relacéo a testemunha, de

isolados de Ceratocystis manginecans, em diferentes doses de cinco 6leos essenciais. UFLA,

2024.
Dose 100 pL/L
Oleos
N Isolado
Nome cientifico coommuem
KLC 01 P14 P311 P711 P811
E. erythropappus Candeia 10,9 Ba 5,9 Ca 85Ba 10,3Ca 6,6 Ca
C. citratus Capim-limdo 24,2 Aa 25,3Aa 129Bb 16,4 Bb 15,6 Bb
E. radiata Eucalipto 10,3 Ba 5,8 Ca 6,1 Ba 10,1 Ca 6,4 Ca
M. alternifolia Melaleuca 14,7 Bb 10,9 Bc 3,5 Bd 23,6 Aa 18,0 Bb
T. vulgaris Tomilho 12,2 Bb 135Bb 245Aa 10,7Cb 24,3 Aa
Dose 200 pL/L
E. erythropappus Candeia 19,6 Ba 10,5Bb 10,1Cb 18,3Ba 10,4 Bb
C. citratus Capim-limdo 28, 7Aa 230Ab 319Ba 244Ab 311Aa
E. radiata Eucalipto 15,4 Ba 8,5 Ba 10,1Ca 11,0Ca 10,1Ba
M. alternifolia Melaleuca 24,4 Aa 138Bb  14,7Cb 25,6 Aa 23,0 Aa
T. vulgaris Tomilho 25,9 Ab 275Ab 56,7Aa 257Ab 28,9 Ab
Dose 400 pL/L
E. erythropappus Candeia 24,5 Ca 154Db 239Ca 23,0Ca 19,4 Bb
C. citratos Capim-limdo 438Aa 40,0Ba 425Ba 284Bb  34,1Ab
E. radiata Eucalipto 21,3Ca 133Db 133Db 124Db 119Cb
M. alternifélia Melaleuca 32,4 Ba 21,6 Cb 249Cbh 375Aa 32,3 Aa
T. vulgaris Tomilho 40,6 Ac 498Ab 742Aa 393Ac 40,1 Ac
Dose 800 pL/L
E. erythropappus Candeia 31,5Ca 290Ba 28,0Ca 29,4Ca 27,4 Ca
C. citratos Capim-limdo 72,9 Aa 742 Aa 782Aa 70,7 Aa 68,3 Aa
E. radiata Eucalipto 25,1 Ca 15,1Cb 20,3Da 169Db  13,5Db
M. alternifélia Melaleuca 42,6 Bb 275Bc 551Ba 48,8Ba 42,1 Bb
T. vulgaris Tomilho 48,7 Bc 70,8 Ab 83,1Aa 66,7Ab  652Ab
Dose 1600 pL/L
E. erythropappus Candeia 37,5 Da 372Da 39.0Ca 36,7Ca 38,1 Da
C. citratus Capim-limdo 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa
E. radiata Eucalipto 31,0 Da 2008Eb 239Db 20,8Db 16,3 Eb
M. alternifolia Melaleuca 55,7 Cc 626Cb 774Ba 71,4Ba 53,1 Cc
T. vulgaris Tomilho 73,1 Bc 799Bb 904Aa 72,7Bc 80,1 Bb

continua ...



43

Continuacéo ...

Oleos Isolado
Nome cientifico cNoonTlfm
KLC 01 P14 P311 P711 P81l

E. erythropappus Candeia 45,4 Ca 50,8Ca 46,8Ca 45,3Ca 44,2 Ca
C. citratus Capim-limdo 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0 Aa 100,0Aa 100,0 Aa
E. radiata Eucalipto 359Da 255Db 278Db 278Db  27,2Db
M. alternifolia Melaleuca 100,0 Aa 80,9Bc 100,0Aa 87,5Bb 78,1 Bc
T. vulgaris Tomilho 81,5 Ba 84,7Ba 91,0Ba 84,8Ba 83,7 Ba

*Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maidscula na coluna néo foram estatisticamente diferentes
segundo o teste de agrupamento de Scott-Knott (p<0,05).
Fonte: Do autor (2024)

Os isolados obtiveram variabilidade em relacdo aos diferentes éleos essenciais e suas
doses. O P311 frequentemente obteve maior sensibilidade aos tratamentos, enquanto 0s
isolados tratados com 6leo de Eucalipto geralmente foram menos sensiveis, com inibicdes
abaixo de 30% mesmo na dose mais alta. A Candeia também ndo alcangou inibicdo total,
embora tenha sido mais eficiente em relagéo ao Eucalipto.

Todas as doses aqui testadas, com excecéo da testemunha, tiveram efeito no crescimento
micelial do C. manginecans. Observou-se a reducdo do didmetro da col6nia com o aumento das
doses dos 6leos, seguindo modelo exponencial decrescente. As curvas de resposta aos 0leos
essenciais apresentaram padrdes distintos. Capim-limao e Tomilho apresentaram curvas com
declinio acentuado e comportamento relativamente homogéneo entre os isolados. Por outro
lado, Melaleuca, Candeia e Eucalipto obtiveram curvas com declinio mais gradual e maior

variabilidade nas respostas, especialmente nas doses iniciais (Figura 6).

Figura 6. Crescimento micelial de isolados de Ceratocystis manginecans em diferentes
doses (UL/L) de bleos essenciais. UFLA, 2024.
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Houve interacdo entre os 6leos e os isolados para a EC50 (p<0,001) (Anexo Tabela

10A). Os menores valores de EC50 foram observados para o Capim-limdo e o Tomilho, sem
diferencas entre os isolados (p>0,001), variando de 409,0 a 625,0 e de 188,0 a 673,0 pL/L,
respectivamente. Os maiores valores de EC50 foram observados para Candeia e Eucalipto. Para
a Candeia, 0 EC50 variou de 2991,0 a 4572,0 uL/L. J4, o Eucalipto obteve o EC50 nos isolados
KLC 01, P711 e P311, de 12052,0, 15441,0 e 18709,0 uL/L, acentuando a diferenga (p<0,001)
para os demais, P811 e 144, de 25416,0 e 32795,0 pL/L, respectivamente. Esse Ultimo
tratamento, Eucalipto, foi diferente dos demais (p<0,001), com os maiores EC50 para todos 0s

isolados, chegando a ser, para o isolado P14, 68 vezes maior em relagdo ao do Capim-limao

(Tabela 8).
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Tabela 8. Dose letal de 6leos essenciais, em UL/L, para inibir 50% do crescimento
micelial (EC50) de isolados de Ceratocystis manginecans. UFLA, 2024.

Oleos
N Isolado
Nome cientifico cor?wran
KLC 01 P14 P311 P711 P811
E. erythropappus  Candeia 4434,0 Ba 2991,0 Ba 3576,0 Ba 4572,0 Ba 3892,0 Ba
C. citratus Capim-limdo 449,0Ba 481,0Ba 409,0Ba 625,0Ba 537,0Ba
32795,0 18709,0 15441,0

E. radiata Eucalipto  12052,0 Ac Aa Ac Ac 25416,0 Ab
M. alternifolia Melaleuca 1023,0Ba 1174,0Ba 746,0Ba 711,0Ba 1085,0Ba
T. vulgaris Tomilho 673,0Ba 4250Ba 188,0Ba 542,0Ba 490,0 Ba

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna nao foram estatisticamente diferentes
segundo o teste de agrupamento de Scott-Knott (p<0,05).
Fonte: Do autor (2024)

4.4. Comparacao dos melhores tratamentos para o controle de C. manginecans

A selecdo dos tratamentos foi baseada nos valores de EC50 obtidos nos experimentos
anteriores, sendo os tratamentos mais eficientes foram identificados por apresentarem o0s
menores valores de EC50, enquanto os isolados menos sensiveis obtiveram os maiores valores
de EC50 em relacdo a todos os tratamentos. Com base nestes critérios, foram selecionados os
fungicidas com i.a Ciproconazol, Tebuconazol e a mistura de Azoxistrobina com Ciproconazol,
as NP’s de MoOs, ZnO e CuO; e os 6leos essenciais de Capim-liméo (C. citratus), Tomilho (T.
vulgaris) e Melaleuca (M. alternifolia). O KLC 01 e P14 foram os isolados menos sensiveis.

Houve interacéo tripla, entre tratamentos, doses e isolados (p<0,05) para a porcentagem
de inibicdo do crescimento micelial de C. manginecans. Sendo assim, cada isolado teve um
comportamento em relacdo aos tratamentos e as suas doses. O tratamento adicional e o Fatorial
foram estatisticamente significativos, ou seja, a porcentagem de inibicdo dos isolados foi
diferente entre tiofanato metilico e a média dos tratamentos, com 100 e 38,2%, respectivamente
(Anexo Tabela 11A).

Os maiores valores de crescimento micelial ocorreram na testemunha absoluta, sem
adicdo de tratamentos, dose 0 mg ou pL/L, com diferenca entre os isolados. Os isolados KLC

01 e P14 obtiveram diametro médio de 5,8 e 6,4 cm, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7. Didmetro de crescimento micelial (cm), dose 0 mg ou pL/L, dos isolados de

Ceratocystis manginecans. UFLA, 2024.
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Fonte: Do autor (2024)
Os isolados de C. manginecans apresentaram respostas variadas aos diferentes

tratamentos e suas doses. Os fungicidas foram mais eficientes, com ciproconazol,
azoxistrobina+ciproconazol e tebuconazol proporcionando os maiores valores de inibigdo desde
as doses mais baixas. Na dose de 1 mg/L, estes fungicidas ja proporcionavam inibicdes entre
34,9 e 65,5% para os isolados KLC 01 e P14. Na dose de 10 mg/L, o ciproconazol obteve
inibicdes de até 87,8% e a partir da terceira dose, 100 mg/L, todos os fungicidas paralisaram o
crescimento dos isolados, ou seja, atingiram 100% de inibigéo (Tabela 9).

Os 0leos essenciais e NP’s foram os segundos foram os segundo melhores tratamentos,
com maiores valores de inibicdo. Entre os 6leos essenciais, 0 Capim-limao foi o mais eficiente,
com 100% de inibigcdo na dose de 1000 pL/L para o isolado KLC 01. E, as NP’s MoOs ¢ ZnO
também foram eficientes, atingindo 100% de inibi¢do para todos isolados, na dose maxima,
1000 mg/L.



47

Tabela 9. Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial em relagédo a testemunha, de

isolados de Ceratocystis manginecans, em diferentes doses de nove tratamentos. UFLA, 2024.

Dose 1 mg ou pL/L

Tratamentos Isolado
KLCO01 P14
Ciproconazol 655Aa 63,1Aa
Capim-limé&o 14,2 Da 1,1 Gb
CuO 4,1 Ea 2,2 Ga
Melaleuca 0,7 Fa 0,9 Ga
MoOs3 2,6 Fa 4,6 Fa
Azoxistrobina+Ciproconazol 59,6 Ba 49,8 Bb
Tebuconazol 379Ca 349Cb
Tomilho 7,0 Ea 7,6 Ea
ZnO 52Eb 11,4 Da
Dose 10 mg ou pL/L
Ciproconazol 859Aa 87,8Aa
Capim-liméo 24,4 Da 4,2 Fb
CuO 14,1 Ga 16,3 Da
Melaleuca 4,2 la 4,2 Fa
MoOs 10,5Hb 16,6 Da
Azoxistrobina+Ciproconazol 81,3Ba 819Ba
Tebuconazol 77,7Cb 83,1Ba
Tomilho 16,4 Fa 10,3 Eb
ZnO 21,1Eb 248Ca
Dose 100 mg ou pL/L
Ciproconazol 100,0 Aa 100,0 Aa
Capim-limé&o 34,3 Ba 145 Eb
CuO 27,0 Da 24,7 Da
Melaleuca 11,2 Fa 13,0 Ea
MoOs 30,5 Ca 35,6 Ba
Azoxistrobina+Ciproconazol 100,0 Aa 100,0 Aa
Tebuconazol 100,0 Aa 100,0 Aa
Tomilho 17,4 Ea 115Eb
ZnO 26,0 Db 30,9 Ca

continua ...
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Dose 1000 mg ou pL/L

Produtos Isolado
KLC 01 P14
Ciproconazol 100,0 Aa 100,0 Aa
Capim-liméo 100,0 Aa 76,0 Bb
CuO 63,5 Ba 63,4 Ca
Melaleuca 43,9 Da 45,7 Da
MoOs3 100,0 Aa 100,0 Aa
Azoxistrobina+Ciproconazol  100,0 Aa 100,0 Aa
Tebuconazol 100,0 Aa 100,0 Aa
Tomilho 55,3Chb 75,2 Ba
ZnO 100,0 Aa 100,0 Aa
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*Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha e maidscula na coluna néo foram estatisticamente diferentes
segundo o teste de agrupamento de Scott-Knott (p<0,05).
Fonte: Do autor (2024)

O 6leo de Melaleuca proporcionou os menores valores de inibicdo, mesmo na dose mais
alta, 1000 pL/L, com inibicdes de apenas 43,9 e 45,7% para os isolados KLC 01 e P14,
respectivamente.

As curvas de resposta aos diferentes tratamentos apresentaram padrdes distintos, com
modelo exponencial decrescente. Para os fungicidas, observou-se declinio acentuado em doses
baixas enquanto, as curvas de dose-resposta as NP’s apresentaram declinio no crescimento
micelial com 0 aumento da dose, apresentando variabilidade entre os isolados nas doses iniciais,
mas tornando-se similares em doses mais elevadas. J&, as curvas de resposta aos 6leos
essenciais, por sua vez, exibiram um padréo diferente, com crescimento micelial alto, mantido

mesmo em doses elevadas, com excecdo do tratamento com Capim-liméo para um dos isolados

(Figura 8).

Figura 8. Crescimento micelial de isolados de Ceratocystis manginecans em diferentes
doses (mg ou pL/L) de tratamentos. UFLA, 2024.
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Houve interacdo entre os tratamentos e os isolados para o EC50 (p<0,001) (Anexo
Tabela 11A). Os menores EC50 foram do Ciproconazol, de Azoxistrobina+Ciproconazol e do
Tebuconazol, ndo ocorrendo diferenca entre os isolados, com variacdo de 0,4a0,5,de0,5a1,0
ede1,9a1,9 mg/L, respectivamente. Houve diferenca entre os isolados para os 6leos de Capim-
lim&o e Tomilho (p<0,001). No tratamento com Capim-limdo, o menor EC50 foi obtido para
KLC 01, 161,3 mg/L, com acentuada diferenca (p<0,001) em relacdo ao isolado P14, de 422,9
mg/L. Para Tomilho, o isolado P14 obteve menor EC50, 538,2 mg/L, em relacdo com KLC 01,
de 910,8 mg/L. Os maiores EC50 foram observados para Melaleuca, ndo havendo diferenca
entre os isolados (p>0,001), com 1430,6 pL/L para KLC 01 e 1315,2 pL/L para P14. Para 0s
isolados KLC 01 e P14, Melaleuca foi diferente dos demais tratamentos (p<0,001), com o0s
maiores EC50. Em relacdo ao Ciproconazol, o EC50 de Melaleuca foi aproximadamente 3576

e 2630 vezes maior para o isolado KLC 01 e P14, respectivamente (Tabela 10).

Tabela 10. Dose letal de tratamentos, em mg ou pL/L, para inibir 50% do crescimento
micelial (EC50) de isolados de Ceratocystis manginecans. UFLA, 2024.

Tratamentos Isolados
KLC 01 P14
Ciproconazol 0,4 Ea 0,5 Da
Capim-liméo 161,3Db 4229 Ba
CuO 464,1Ca 452,7Ba
Melaleuca 1430,6 Aa 1315,2 Aa
MoOs3 148,7Da  147,5Ca
Azoxistrobina+Ciproconazol 0,5 Ea 1,0 Da
Tebuconazol 19 Ea 1,9 Da
Tomilho 910,8 Ba  538,2 Bb
ZnO 170,8Da  167,5Ca

*Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha ndo foram estatisticamente diferentes segundo o teste de
agrupamento de Scott-Knott (p<0,05).
Fonte: Do autor (2024)
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5. DISCUSSAO

Os fungicidas foram eficientes em reduzir o crescimento micelial in vitro de C.
manginecans. No entanto, os isolados apresentaram variabilidade no crescimento in vitro,
mesmo com a auséncia de fungicidas no meio de cultura. O comportamento foi diferente entre
os isolados em relagcdo aos ingredientes ativos. O fungicida com maior eficiéncia, na menor
dose, de 2,5 mg/Kg, com 100% de inibicdo do crescimento micelial foi o tiofanato metilico.
Enquanto, na dose 40 mg/L, o ciproconazol também ja teve o mesmo comportamento,
paralizacdo total do crescimento de todos isolados. Esse comportamento, desses fungicidas,
permaneceu igual, com aumento na porcentagem de inibicdo dos demais ingredientes ativos,
até a ultima dose, 640 mg/Kg ou L. Os fungicidas tiofanato metilico e ciproconazol foram
eficientes em pequenas quantidades, quando comparados com a dose de campo. Nesse caso, as
doses necessarias para inibir 100% do crescimento micelial de C. manginecans foram 99,8 e
78,7% menores em relacdo as doses de bula recomendadas, de 1.531,25 e 187,5 mg/Kg ou L,
respectivamente. Os menores valores de EC50 foram observados para ciproconazol (0,5 a 1,0
mg/L), engquanto, para o tiofanato metilico, embora ndo tenha sido possivel determinar o EC50
devido a inibicdo total na menor dose testada, estima-se sendo inferior a 0,5 mg/Kg.

A partir da dose 160 mg/Kg a mistura ciproconazol + azoxistrobina e de 320 mg/Kg
também o tebuconazol e o mancozeb ja foram eficientes em reduzir 100% o crescimento
micelial, com EC50 de até 2,2, 1,7 e 55,3 mg/Kg ou L, respectivamente. Sendo a dose de bula
recomendada de 375,0, 500,0 e 10.000,0 mg/Kg ou L, 2,3, 1,6 e 31,3 vezes maiores em relacao
as doses para inibir completamente o crescimento, respectivamente. J&, para os fungicidas
hidréxido de cobre e azoxistrobina néo foi obtida a inibi¢do total do crescimento do patégeno.
Provavelmente, para o hidréxido de cobre, porque a dose empregada foi menor em relacao a de
bula, ou seja, a maior dose foi de 640 mg/Kg ou L, enquanto a recomendada, para o produto
avaliado, é de 1.750,0 mg/L. Quanto & Azoxistrobina, embora registrada para doengas em varias
culturas, incluindo o cafeeiro, ndo tem dosagem recomendada especifica para C. manginecans.
Assim, sua eficiéncia limitada, mesmo em alta dose testada, pode ser atribuida a essa falta de
especificidade para esse fungo. Ademais, 0 mecanismo de acao da azoxistrobina esta restrito
ao controle de conidios (COSTA e COTA, 2009), sem impacto efetivo no micélio. O aumento
das doses resultou em esbranquicamento das colbnias, substituindo a coloracdo marrom
original, em decorréncia da reducdo de aleureconidios, evidenciando assim a ineficiéncia do

desse fungicida no controle completo do patdgeno. Para esses fungicidas, hidroxido de cobre e
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azoxistrobina, houve variagdo no controle entre os isolados, demonstrando claramente a
variabilidade entre as populagdes.

Poussio et al. (2016) também observaram 100% de inibicdo do crescimento micelial de
C. fimbriata, isolados em ramos de mangueira, em Paquistdo, por tiofanato metilico, porém, a
menor concentracdo utilizada foi 10 vezes maior em relacéo a utilizada no presente trabalho,
ou seja, 25 mg/Kg. Enquanto Benso et al. (2016) utilizando a dose de 1 mg/Kg desse fungicida,
ou seja, 60% menor, também obtiveram a inibicdo de 100% da colbnia, porém, de Ceratocystis
sp, a espécie ndo foi citada, isolada de ramos de magno africano (Khaya senegalensis), no
Brasil. Porém, para o grupo quimico dos triaz6is outros autores encontraram resultados
diferentes. Kerakalamatti et al. (2018), avaliaram o efeito de diferentes doses de fungicidas,
250, 500 e 1000 mg/L, in vitro, no controle C. fimbriata, isolados na roma (Punica granatum
L.), na india. Esses autores observaram inibicao total da colénia do patégeno, na dose de 250
mg/L para hexaconazol e propiconazol, e 1000 mg/L para difenoconazol e tebuconazol.
Enquanto, para esse Ultimo fungicida foi observada completa paralizacdo a 320 mg/L e o
ciproconazol em dose menor ainda, de 10 mg/L. A diferenca pode estar associada a exposicao
dos isolados a esses fungicidas nos locais de origem, as espécies avaliadas in vitro e a
variabilidade entre os isolados, pois esses autores avaliaram um isolado. A auséncia da
exposicdo ao tiofanato metilico pode explicar sua eficiéncia em doses menores, no caso
observada ja a 2,5mg/L, a menor dose.

Segundo os critérios de Edgington, Khew e Barron (1971), a azoxistrobina foi
classificada como ndo toxica aos isolados avaliados, de C. manginecans, com EC50>50 mg/Kg.
Contudo, quando combinada com ciproconazol, a mistura tornou-se moderadamente
fungitdxica, com EC50 entre 1-50 mg/L, certamente devido a acao do triazol. Este aumento na
eficiéncia por combinacdo de fungicidas esta de acordo com os resultados de Somasekhara
(2018). Esses autores também observaram maior fungitoxicidade contra C. fimbriata ao
combinar triazois e estrobilurinas. Tal fato, também foi observado por Saranya e Yashoda
(2023), quando testaram diferentes doses de principios ativos, 250, 500 e 1000 mg/L, de
estrobilurina e mistura de triazol com estrobilurina (tebuconazol+trifloxistrobina), para C.
fimbriata, isolados na rom4, na india. De acordo com 0s autores, a azoxistrobina apresentou
baixa eficiéncia, com apenas 25,4% de inibi¢do do crescimento micelial, mesmo na sua maior
dose testada, de 1000 mg/L, enquanto a combinagdo proporcionou maior valor de inibicdo em
todas doses testadas, chegando a 94,80% na dose mais alta. Enquanto em outro estudo, a

trifloxistrobina foi menos tdxica as racas de Puccinia triticina, agente causal da ferrugem da
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folha do trigo (ARDUIM et al., 2012). Assim, também foi necessario realizar a mistura da
estrobilurina com um triazol. No presente trabalho, observou-se aumento na inibi¢cdo de menos
de 50% na dose de 640 mg/L de Qol, isolado, para 100% na dose de 320 mg/L quando
combinado com DMI.

As combinagdes de fungicidas de diferentes grupos quimicos sdo importantes ndo sé
para aumentar a eficiéncia no controle de fitopatégenos, mas também para reduzir a selecao de
isolados resistentes aos principios ativos e até a de grupos quimicos (BRENT e HOLLOMON,
2007; VALLIERI et al., 2011; VAN DEN BOSCH et al., 2015; HAWKINS et al., 2019;
MULLER et al., 2024). Por exemplo, segundo Costa e Cota (2009), os triazdis proporcionaram
o controle dos fungos nos estaddios mais avancados do ciclo de vida (colonizacdo e pré-
esporulacdo) e estrobilurinas (inibidores externos de quinona) sdo mais efetivos no inicio do
ciclo de vida (germinacdo dos esporos e crescimento do tubo de penetracdo). Esse
conhecimento de diversidade de mecanismos de acdo tem importancia no manejo de doengas
em plantas.

Esses resultados, em conjunto, destacam a importancia de selecionar os fungicidas e
suas combinacdes para 0 manejo de C. manginecans. A variacdo na eficiéncia entre diferentes
compostos e combinaces ressalta a necessidade de continuar investigando novas formulagoes
e estratégias, para desenvolver solugdes mais eficientes e sustentaveis no controle deste
importante patégeno. Nesse caso, avaliar, a combinacéo de triazois com tiofanato metilico ou
mancozeb, nas doses responsaveis por inibir 100% do crescimento micelial, mas in vitro e
depois avaliar as doses a partir dessas até as de bula em mudas e no campo.

Assim como os fungicidas, as NP’s também foram eficientes em reduzir o crescimento
micelial in vitro de C. manginecans, porém nao alcancaram 100% de inibicdo. Destas, a NP de
MoOs teve maior destaque por manter altas porcentagens de inibicdo, chegando a 85,5% de
inibicdo da coldnia do fungo, na dose mais alta, 640 mg/L. Enquanto a NP com segundo maior
desempenho, ZnO, sé reduziu em média 60% o crescimento micelial dos isolados, nessa mesma
dose. Ja, as NP’s de CuO e S obtiveram baixo desempenho, de 34,7 ¢ 47,6%, em relacdo a NP
mais eficiente, 0 MoOz. Os isolados tiveram 0 mesmo comportamento somente na Gltima dose
para essas duas melhores NP’s, contudo, para CuO e S, a variabilidade das populagdes foi
observada em todas doses empregadas. Com isso, as NP’s de MoOsz e ZnO obtiveram baixos
valores de EC50, 47 e 179 mg/L, respectivamente, entretanto os de maiores valores, com
variacao entre os isolados, foram observados no CuO e S, de 1.519 e 3.749 mg/L, ou seja, 32 e

80 vezes maior em relacdo a MoO:s.
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Segundo Mu et al. (2014), caracteristicas como tamanho (<10 nm), razédo
superficie/volume e defeitos estruturais podem influenciar significativamente a toxicidade das
NP’s aos fungos. No presente estudo, observou-se possivel correlacao entre o tamanho das NP’s
e sua eficiéncia. Por exemplo, as NP’s de MoOs, ZnO, CuO e S apresentaram tamanhos
minimos de 13, 35, 40 e 60 nm, respectivamente. Deste modo, a maior eficiéncia observada
com MoOs pode estar relacionada a essa diferenga de tamanho, sendo quase 5 vezes menor em
relacdo ao tamanho do S, a de menor eficiéncia.

Existem poucos trabalhos sobre o efeito antifingico de NP de MoOs, principalmente
para C. manginecans. A concentracdo minima fungicida de 1500 mg/L dessa NP, foi capaz de
inibir totalmente o crescimento de Aspergillus fumigatus (QURESHI et al., 2016). Esse
resultado foi semelhante ao obtido no presente trabalho. Embora a dose usada fosse diferente,
2,3 vezes menor, esses ensaios confirmam o efeito fungitdxico dessa NP. E, em outro estudo
realizado por Basu et al. (2020), a concentracdo de 2000 mg/L de NP de Mo(O,N)S, reduziu o
crescimento micelial de Alternaria alternata e Fusarium oxysporum em 84,2 e 72,5%,
respectivamente. O mesmo autor, por meio de microscopia eletrdnica de varredura e
fluorescéncia detectou deformidades morfologicas causadas por perfuracdes induzidas por
espécies reativas de oxigénio (ROS) dentro da parede celular, levando a morte celular. No
entanto, no estudo feito por Zhang et al. (2019), as NP’s de MoS, composto com quitosana
(Mo0S2-CS), Ag e M0S,-CS-Ag obtiveram concentracao inibitéria minima de 13,4 £ 0,5, 7,4 +
0,1e 4,2 +0,1 mg/L, respectivamente, para Aspergillus niger. Assim como para os fungicidas,
a combinacgéo de diferentes tipos de NP’s podem exercer um efeito sinergético no controle de
fitopatdgenos.

Recentemente, Saranya et al. (2024) e Mosquera-Sanchez et al. (2020) reportaram 0
efeito antiflgico de NP de Zn e ZnO em reduzir o crescimento micelial de C. fimbriata e
Colletotrichum sp. em 84,7 e 96,4%, respectivamente, contudo, a maxima dose utilizada foi
quase 50% menor em relacéo a usada no presente estudo, ou seja, 1500 e 1200 mg/L. Entretanto,
a NP de Zn, na dose de 500 mg/L, inibiu em 100% o crescimento da col6nia de C. coffeicola
(CARVALHO et al., 2022). Do mesmo modo, a dose de 500 e 1000 mg/L de S, inibiu em 86,6
e 100%, respectivamente, o crescimento micelial de C. fimbriata (SARANYA et al., 2024).
Essas doses foram mais eficientes, até 58,8 e 70,2%, em relagdo a maior dose, 640 mg/L, testada
nesse trabalho. Similarmente, Leal et al. (2024) observaram uma reducdo de 94,4% na
germinacdo de esporos de H. vastatrix com 400 mg/L de NP’s de CuO, além de 92% de

eficiéncia no controle da ferrugem em mudas de cafeeiro. Embora eficiéncia dessas NP’s obtida
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nesse trabalho seja menor ou igual, em relacdo aos estudos acima citados, ainda é significativa
e essa variacdo de eficiéncia observada entre populag¢fes fungicas evidencia a complexidade
das interacdes entre NP’s e patdgenos. Essa variabilidade, para Hussain et al. (2016) e Khan e
Rizvi (2014), pode ser atribuida ao mecanismo de acdo das NP’s, dependente das caracteristicas
fisicas, assim como o tempo de exposic¢do do patdégenos as NP’s.

No entanto, estes resultados ndo diminuem o potencial das NP’s como agentes
antifingicos, mas sim destacam a necessidade de otimizacdo e pesquisas adicionais. Futuros
estudos poderiam explorar a dose, 0 tamanho e a composi¢do das NP’s, bem como investigar
combinacBes sinérgicas de diferentes tipos de NP’s de modo aumentar a eficacia contra C.
manginecans. Além disso, a compreensao dos mecanismos de a¢do das NP’s, como a interacdo
com membranas celulares fungicas e a inducdo de estresse oxidativo a partir da geracao de
ROS, conforme descrito por Ahmad et al. (2013) e Jahan et al. (2018), fornece uma base solida
para o desenvolvimento de estratégias antifungicas mais eficientes e especificas. Esta
abordagem, fundamentada na compreensdo dos mecanismos de acdo das NP’s, oferecera
alternativas favoraveis para o aprimoramento do controle de C. manginecans e potencialmente
outros fitopatdgenos.

Os 0leos essenciais proporcionaram atividade fungicida contra C. manginecans. Essa
capacidade de reduzir o crescimento micelial presente nos éleos essenciais, para Simdes e
Spitzer (2000), deve-se a presenca de componentes quimicos majoritarios em concentraces
distintas, em sua grande maioria, apresentando um composto principal e outros em
concentragdo menor.

O o6leo essencial de Capim-lim&o apresentou desempenho superior em comparagao aos
demais 6leos avaliados. Na dose maxima testada de 3200 pL/L, esse 6leo inibiu completamente
(100%) o crescimento micelial dos isolados. O mesmo foi seguido por Melaleuca, apresentando
variabilidade dos isolados, com variacdo de inibicéo entre 78,1 a 100%. Enquanto, sem variagéo
entre as populagdes, o Tomilho obteve o terceiro melhor desempenho, chegando a 91% de
inibicdo. Ja, os de menor desempenho, foram os 6leos de Candeia e Eucalipto, sendo 2 e 4 vezes
menos eficientes em relacdo ao Capim-lim&o, o melhor 6leo, na ultima dose. Apesar de néo ter
paralisando o crescimento dos isolados, o 6leo de Tomilho obteve os menores EC50, 181 uL/L,
sendo 70% menor em relagdo ao isolado menos sensivel ao Capim-liméo, ou seja, com 625
pL/L. O Eucalipto apresentou variabilidade entre as populagdes dos isolados, com maiores
EC50.
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A eficiéncia de Capim-limao também foi observada por Pansera et al. (2023), inibindo
completamente (100%) o crescimento micelial de C. fimbriata, a partir da dose de 1000 pL/L,
entretanto, sendo essa dose 3,2 vezes menor em relacdo a usada nesse trabalho. Assim como
também, o estudo conduzido por Mudyiwa et al. (2017) utilizando ja os extratos vegetais de
Capim-lim&o na sua dose maxima, 100%, proporcionou inibi¢do de 94,5% da germinacgéo de
esporos de H. vastatrix. Essa eficiéncia do Capim-limdo pode ser atribuida a presenca de
diversos metabolitos secundarios, incluindo flavonois, flavonas, xantonas (SOUZA et al.,
2015), taninos (LINS et al., 2015) e alcaloides (SILVA et al., 2014). O Citral destaca-se como
0 composto quimico majoritario deste 6leo, com mais de 75% de sua composi¢cdo (PANSERA
et al., 2023). Este componente possui a capacidade de potencializar a atividade antifingica,
promovendo a degradacao das paredes celulares dos patogenos (LI et al., 2014). Por outro lado,
nesse trabalho, o C. manginecans foi quase 4 e 8 vezes mais sensiveis a Melaleuca, em relacao
a Penicillium italicum e P. digitatum, respectivamente, segundo a pesquisa realizada por Zhang
et al. (2018), obtiveram concentracdo inibitoria minima de 12000 e 24000 pL/L desse 6leo,
nesses dois fungos. Esse efeito antifingico da Meleleuca, segundo Cox et al. (2000), ¢ atribuido
aos terpenos, devido a sua natureza hidrofdbica, interagem com os lipidios das membranas dos
fungos, alterando sua permeabilidade e comprometendo a integridade celular.

Atividade antifungica de Tomilho, aqui descrita, também foi confirmada em estudos
anteriores, como o de Nunes et al. (2021), sendo as doses de 300 pL/L para A. niger e S. rolfsii,
200 pL/L para Penicillium expansum e Sclerotinia sclerotiorum, resultaram na redugédo de 50%
do crescimento micelial destes patogenos. Fialho et al. (2015) também reportaram a eficiéncia
do Tomilho nas doses de 1000 e 40000 uL/L no controle de Phakopsora euvitis, alcangando
inibicdo de 52 e 100%, respectivamente, da germinacéo de esporos. O timol, fenol monoterpeno
derivado do cimeno, é o responsavel da atividade antifungica desse 6leo (SALEHI et al., 2018).

As variagdes na eficiéncia dos 6leos contra o crescimento micelial de C. manginecans
podem ser atribuidas a diversos fatores. Inicialmente, os tipos e quantidades de compostos
bioativos presentes em cada 6leo, influenciam no potencial fungitoxico para determinado
patégeno (MELO et al., 2013; O’ BRYAN et al., 2015). Vérios autores afirmam, ainda, a
existéncia de elementos adicionais, contribuindo para essas diferencas, tais como a parte da
planta utilizada, as condicdes edafoclimaticas, a época e o horario da colheita. Estes aspectos,
segundo a literatura, impactam na concentracdo e composi¢do dos oOleos, resultando na
eficiéncia contra os fungos (TAIS e ZEIGER, 2013; ERYIGIT et al. 2017; SILVA et al. 2018;
RIBEIRO et al., 2018; MENEZES FILHO e SOUZA, 2020; MENEZES FILHO et al. 2020).
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Nesse estudo de comparacao de métodos de controle de C. manginecans, os fungicidas
apresentaram desempenho superior em relagdo as NP’s e 6leos, com 100% de inibic&o a partir
da dose de 100 mg/L. Porém, o 6leo de Capim-liméo foi eficiente, com mais de 85% de inibicéo,
na dose de 1000 pL/L, superando a NP de CuO, com inibicdo superior a 64%, na mesma dose.
Os fungicidas tiveram os menores EC50, abaixo de 2 mg/L, enquanto as NP’s e 6leos obtiveram
0os maiores EC50, sendo até 480 e 750 vezes maior em relacdo ao dos fungicidas. O
comportamento dos isolados foi variavel para os 6leos de Capim-liméo e Tomilho.

A maior eficiéncia dos fungicidas no controle de doencas em plantas em relacdo a outros
métodos também foi confirmado por Fontana et al. (2017), tendo o fungicida Tebuconazol
maior inibicdo, 100%, em relacdo aos extratos vegetais de canela e cravo da india, com 0,33 e
46,4%, respectivamente, no controle de Monilinia fructicola. Assim como também em outro
estudo, a dose de 1000 pL/L do Capim-limdo e Melaleuca, 100 mg/Kg da mistura de
difenoconazol com fludioxonil, inibiram o crescimento micelial de Alternaria alternata em
55,0, 68,1 e 100%, respectivamente (MOUMNI et al., 2021).

No entanto, é importante notar a eficiéncia dos tratamentos pode variar dependendo da
espécie de fungo alvo e das concentracOes utilizadas. Isso foi evidenciado nesse trabalho. Esse
resultado foi consistente com o obtido por Mudyiwa et al. (2017), sendo a porcentagem de
inibicdo da germinacdo de esporos de H. vastatrix por Oxicloreto de Cobre (1000 mg/Kg)
inferior, em relacdo ao extrato vegetal de Capim-lim&o, com 69,1 e 85,4%, respectivamente.
Por sua vez, a atividade antifangica de NP de ZnO com oidio da pimenta em casa de vegetacao
foi mais efetiva em comparacdo ao fungicida penconazol. A porcentagem de severidade da
doenca por tratamento com o fungicida e NP, na concentracdo de 0,25 e 200 mg/L, foi de 10,3
e 13,6%, respectivamente (ISMAIL e EI-GAWAD, 2021). Essa variabilidade nos resultados
ressalta, mais uma vez, a importancia de considerar as especificidades de cada patossistema ao
avaliar a eficiéncia de diferentes agentes antifungicos.

Os resultados obtidos neste estudo e em pesquisas anteriores evidenciam a maior
eficiéncia dos fungicidas quimicos em comparacdo aos 6leos essenciais e NP’s no controle de
doencas fangicas em plantas. No entanto, apesar da maior eficiéncia dos fungicidas quimicos,
0s Gleos essenciais e NP’s podem desempenhar um papel complementar no manejo integrado
de doengas, reduzindo a pressdo de selecdo de resisténcia e mitigando impactos ambientais.
Além disso, aplicacdo desses produtos fitossanitarios em cafeeiros apds colheita ou poda deve
constituir uma estratégia preventiva, criando barreira protetiva eficiente para impedir a

penetracdo de indculos em ferimentos e minimizar a entrada de patdgenos nos tecidos vegetais
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expostos. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para otimizar a formulacdo e a aplicacéo
desses produtos alternativos, além de estudos de maiores doses e outras nanoparticulas e 6leos

essenciais.

6. CONCLUSAO

Os fungicidas, NP’s e 6leos essenciais testados tiveram efeitos diferenciados sobre o
crescimento micelial de C. manginecans.

Entre fungicidas, NP’s e dleos essenciais testados, Tiofanato metilico, MoO3 e Capim-
lim&o, respectivamente, tiveram melhor desempenho no controle de C. manginecans.

O controle quimico, fungicidas, foi o melhor método no controle de C. manginecans.

Houve variacdo na sensibilidade entre os isolados aos fungicidas, NP’s e 0leos

essenciais testados.
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Tabela 1A - Quantidades das solu¢des estoque de fungicidas (SE) e meio (MYEA) vertidos

ANEXOS

em placas de Petri. UFLA, 2024,

70

Dose (mg/Kg
Fungicidas oul) SE (mL) MYEA (mL) Concentracdo SE

0 0,00 100,00
2,5 0,14 99,86
10 0,57 99,43

Hidréxido de Cobre 40 2,29 97,71 5mL/L
160 9,14 90,86
320 18,29 81,71
640 36,57 63,43
0 0,00 100,00
2,5 0,03 99,98
10 0,10 99,90

Mancozeb 40 0,40 99,60 12,5 g/L
160 1,60 98,40
320 3,20 96,80
640 6,40 93,60
0 0,00 100,00
2,5 0,07 99,93
10 0,27 99,73

Azoxistrobina 40 1,07 98,93 0,25 g/L
160 4,27 95,73
320 8,53 91,47
640 17,07 82,93
0 0,00 100,00
2,5 0,04 99,96
10 0,18 99,82

Azoxistrobina+Ciproconazol 40 0,71 99,29 28,125 mL/L

160 2,84 97,16
320 5,69 94,31
640 11,38 88,62
0 0,00 100,00
2,5 0,02 99,98
10 0,07 99,93

Tiofanato metilico 40 0,26 99,74 17,5¢g/L
160 1,04 98,96
320 2,09 97,91
640 4,18 95,82

Tebuconazol 0 0,00 100,00 50 mL/L
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2,5 0,03 99,98
10 0,10 99,90
40 0,40 99,60
160 1,60 98,40
320 3,20 96,80
640 6,40 93,60

0 0,00 100,00
2,5 0,05 99,95
10 0,21 99,79

Ciproconazol 40 0,85 99,15 46,875 mL/L

160 3,41 96,59
320 6,83 93,17
640 13,65 86,35

Tabela 2A - Quantidades das solugdes estoque (SE) de nanoparticulas e meio
(MYEA) vertidos em placas de Petri. UFLA, 2024.

Dose (mg/L) SE(mL) MYEA (mL) Concentracdo SE

0 0,00 100,00
2,5 0,13 99,88
10 0,50 99,50
40 2,00 98,00 2g/L
160 8,00 92,00
320 16,00 84,00
640 32,00 68,00

Tabela 3A - Quantidades das solu¢des estoque (SE) de 6leos e meio (MYEA) vertidos
em placas de Petri. UFLA, 2024,

Dose (uL/L) SE (mL) MYEA (mL) Concentracdo SE

0 100,00 100,00

100 99,50 99,88

200 99,00 99,50

400 98,00 98,00 20 mL/L

800 96,00 92,00

1600 92,00 84,00

3200 84,00 68,00




72

Tabela 4. Quantidades das solucdes estoque (SE) e meio (MYEA) vertidos em placas

de Petri. UFLA, 2024.

Tratamentos Dose (mg/Kg-L) SE (mL) MYEA (mL) Concentracido SE
0 0,00 100,00
1 0,02 99,98
Azoxistrobina+Ciproconazol 10 0,18 99,82 28,125 mL/L
100 1,78 98,22
1000 17,78 82,22
0 0,00 100,00
1 0,01 99,99
Tebuconazol 10 0,10 99,90 50 mL/L
100 1,00 99,00
1000 10,00 90,00
0 0,00 100,00
1 0,02 99,98
Ciproconazol 10 0,21 99,79 46,875 mL/L
100 2,13 97,87
1000 21,33 78,67
0 0 100
1 0,05 99,95
Nanoparticulas 10 0,5 99,5 2g/L
100 5 95
1000 50 50
0 0 100
1 0,005 99,995
Oleos 10 0,05 99,95 20 mL/L
100 0,5 99,5
1000 5 95

Tabela 5A - Andlise de Variancia para o fatorial triplo do experimento com fungicidas.

GL
Bloco 3
Fungicida
Dose 6
Isolado 4
Fungicida*Dose 36
Fungicida*Isolado 24
Dose*Isolado 24
Fungicida*Dose*Isolado 144
Residuo 732
Total 976

PR R R R P WS & W

SQ

.831950e+00
.395886e+05
.958705e+05
.274850e+03
.548301e+05
.373098e+04
.560995e+03
.203073e+04
.212206e+03
.422103e+06

QM

1.27732
73264.77116
132645.0898
818.71238
4300.83639
572.12411
65.04148
83.54671
1.65602

Fc

Pr>Fc

0.7713 0.5102

44241.517
80098.7965
494.386
2597.0944
345.4817
39.2758
50.4503

O O O O © o o



cv = 2.07 %

Tabela 6A - Andlise de Variancia para o0 EC50 do experimento com fungicidas.

Df Sum Sq Mean.Sq F value Pr(F)
Fungicida 5 23649300.34 4729860.07 181.3600081 1.909147e-44
Isolado 4 1738460.33 434615.08 16.6647203 3.564870e-10
Block 3 31953.13 10651.04 0.4083997 7.473491e-01
Fungicida x Isolado 20 9731708.11 486585.41 18.6574511 2.193093e-23
Residuals 87 2268955.71  26079.95

v (%) = 66.7 %

Tabela 7A - Andlise de Variancia para o fatorial triplo do experimento com NP’s.

GL SQ QM FC Pr>Fc
Bloco 3 65.08473 21.69491 2.5192 0.0576
NP 3 25500.92834 8500.30945 987.0519 0
Dose 6 199646.63218 33274.4387 3863.812 0
Isolado 4 2788.97554 697.24388 80.9636 0
NP*Dose 18 29019.16954 1612.17609 187.2051 0
NP*Isolado 12 6109.74604 509.1455 59.1217 0
Dose*Isolado 24 2991.02621 124.62609 14.4715 0
NP*Dose*Isolado 72 7512.31921 104.33777 12.1157 0
Ad vs Fatorial 1 21325.10373 21325.10373 2476.2609 0
Residuo 420 3616.96277 8.61182
Total 563 298575.94828
cv = 10.77 %

Contraste do tratamento adicional com o fatorial
Medias

Adicional 100.00000 a

Fatorial 26.72411 b

Df sum Sq Mea.Sq F value Pr(F)
NP 3 75742395,8 25247465,3 156.0127551 1,898699e-27
Isolado 4 7429779,0 1857444,7 11,4777887 6,674746e-07



Block 3 127893, 3 42631,1 0,2634322 8,514524e-01
NP x Isolado 12 10302966,8 858580,6 5,3054641 6,422628e-06
Residuals 57 9224281,2 161829,5

Cv = 38,34 %

Tabela 9A - Andlise de Variancia para o fatorial triplo do experimento com 6leos.

GL SQ QM FC Pr>Fc
Bloco 3 63,39369 21.13123 0.7494 0,523
Oleo 4 139483,27791 34870.81948 1236.6507 0
Dose 6 380254.05374 63375.67562 2247.5403 0
Isolado 4  2386.31349 596.57837 21.1569 0
Oleo*Dose 24 79811.56869 3325.48203 117.9341 0
Oleo*Isolado 16 6157.88280 384.86768 13.6489 0
Dose*Isolado 24 2460.99011 102.54125 3.6365 0
Oleo*Dose*Isolado 96 10804.82460 112.55026 3.9915 0
Ad vs Fatorial 1 17155.46678 17155.46678 608.3975 0
Residuo 525 14803.84131 28.19779
Total 703 653381.61312

Medias
Adicional 100.000000 a
Fatorial 34.493428 b

Df Ssum Sq Mean.Sq F value Pr(F)
Oleo 4 4975463772 1243865943 111.8561829 4.077925e-30
Isolado 4 58298942 14574736  1.3106511 2.742252e-01
Block 3 12139133 4046378 0.3638755 7.792701e-01
O0leo x Isolado 16 296241540 18515096 1.6649929 7.397887e-02
Residuals 72 800656214 11120225

cv (%) = 67.92 %

Tabela 11A - Anélise de Variancia para o fatorial triplo do experimento com tratamentos.



GL SQ QM FCc Pr>Fc

Bloco 3 33.31275 11.10425 3.0215 0.0302
Produto 8 160080.78472 20010.09809 5444 .83 0
Dose 4 290822.46150 72705.61537 19783.4969 0
Isolado 1 90.00000 90 24.4894 0
Produto*Dose 32 82162.85750 2567.5893 698.6516 0
Produto*Isolado 8 2517.57950 314.69744 85.6305 0
Dose*Isolado 4 78.45750 19.61438 5.3372 4e-04
Produto*Dose*Isolado 32 1968.38550 61.51205 16.7377 0
Ad vs Fatorial 1 15103.10565 15103.10565 4109.6172 0
Residuo 270 992.26725 3.67506

Total 363 553849.21187

vV = 4.93 %

Medias
Adicional 100.00000 a
Fatorial 38.21222 b

Tabela 12A. Porcentagem inibi¢cdo do crescimento micelial, de isolados de
Ceratocystis manginecans, em fungdo de doses de tratamentos, em relacéo ao

controle, dose zero de produtos. UFLA, 2024.

KLC 01
Doses
Tratamentos 0 1 10 100 1000
Ciproconazol 0d 655c 859b 100a 100 a
Capim-liméo Oe 142d 244c 343D 100 a
CuO 09e 41d 141c 27,0b 63,5a
Melaleuca 0d 0,7d 42c 112b 439 a
MoOs3 0d 2,7d 105c 305b 100 a
Azoxistrobina+Ciproconazol 0d 59,6c¢ 81,3b 100a 100 a
Tebuconazol 0d 379c 77,7b 100a 100 a
Tomilho 0d 70c 164b 1745b 55,3a
Zn0O 0Oe 55d 21,1c 260b 100 a
P14
Doses
Produtos 0 1 10 100 1000
Ciproconazol 0d 631c 878D 100 a 100 a
Capim-liméo 0d 1,1d 42c 145D 76,0 a
CuO 0d 22d 163c 24,7b 65,7 a

Melaleuca 0d 09d 42c 13,0b 45,7 a



MoOs3

76

Oe 46d 166c 356b 100 a

Azoxistrobina+Ciproconazol 0d 499c 819b 100 a 100 a

Tebuconazol
Tomilho
Zn0O

0d 349c 831b 100a 100 a
0d 76c 10,3b 115D 75,2 a
Oe 114d 246c 309b 100 a

*Médias seguidas de mesma letra minUscula na linha ndo foram estatisticamente diferentes segundo o teste de

agrupamento de Scott-Knott (p<0,05).

Fonte: Do autor (2024)

Tabela 13A - Analise de Variancia para o EC50 do experimento com tratamentos.

Tratamentos
34

Isolado

Block

Produto x Isolado
Residuals

sum Sq Mean.Sq F value Pr(F)
8 13123298.30 1640412.288 171.618776 4.192775e-

12973.92 12973.920 1.357322 2.494225e-01

34177.78  11392.595  1.191885 3.221535e-01
428398.04  53549.755 5.602338 4.190117e-05
487481.78 9558.466

eV = 27,77 %



