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RESUMO

FERREIRA, Eraclides Maria, M.S., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2005.
Fungicidas sistémicos para o controle de Cylindrocladium candelabrum e
Quambalaria eucalypti em mudas clonais de eucalipto. Orientador: Acelino
Couto Alfenas. Conselheiros: Luiz Anténio Maffia e Luiz Antdnio dos Santos
Dias.

O controle de doencas em viveiros é feito, principalmente, por meio de
técnicas de mangjo que visam reduzir as fontes de indculo e as condigdes favoréveis a
infeccdo. Excepcionalmente, a aplicacdo de fungicidas pode congtituir uma
alternativa complementar de controle. Tendo em vista a escassez de estudos sobre a
efetividade de fungicidas para o controle de C. candelabrum e Q. eucalypti, avaliou
se, neste trabalho, o efeito protetor, curativo e anti-esporulante, a translocagédo e a
persisténcia em plantas de eucalipto bem como seus efeitos sobre a producdo de
brotos e erraizamento de miniestacas. Dentre 0s nove produtos testados in vitro,
azoxystrobin, epoxiconazole, epoxiconazole+pyraclostrobin, pyraclostrobin e
tebuconazole destacaramse como o0s mais efetivos. Subseqlentemente, esses

fungicidas foram testados em mudas de eucalipto sob condi¢bes controladas.
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Epoxiconazole, epoxiconazole+pyraclostrobin e tebuconazole apresentaram efeito
protetor, curativo e anti-esporulante para C. candelabrum e Q. eucalypti. Esses
principios ativos apresentaram atividade translaminar e persisténcia nos tecidos
foliares por um periodo de 10 a 15 dias. Nos experimentos em minijardim clonal,
utilizaramse sete fungicidas em diferentes concentragcbes. Dentre os produtos
testados, somente epoxiconazolet+pyraclostrobin exibiu efeito fitotdxico, reduzindo a
producdo de miniestacas, 0 enraizamento e a biomassa radicular em um dos clones
testados. O resultados deste trabalho permitem concluir que epoxiconazole e
tebuconazole sdo fungicidas os mais indicados para o controle de C. candelabrum e
Q. eucalypti. Além de sua eficiéncia relativamente alta, ndo foram fitotoxicos e
apresentarem atividade protetora, curativa, translocagéo translaminar e persisténcia
meédia de 15 dias em plantas de eucalipto.



ABSTRACT

FERREIRA, Eraclides Maria, M.S., Universidade Federal de Vicosa, June, 2005.
Systemic fungicides for the control of Cylindrocladium candelabrum and
Quambalaria eucalypti in plants of eucalyptus. Advisor: Acelino Couto Alfenas.
Committee Members. Luiz Antdnio Maffia and Luiz Antonio dos Santos Dias.

Disease control in nurseries is normally based on managemnent techniques
amed at eradicating sources of inoculum and reducing conditions that favor
infection. Application of fungicides may be used as a complementary control measure
in exceptional cases. Given the scarcity of studies on effectiveness of fungicides for
control of C. candelabrum and Q. eucalypti, in this study the protective, curative and
anti-sporulating effect, the translocation and persistence of fungicides in eucalypt
plants as well as their effect on seedling production and mini-cutting root
development were evaluated. Among the nine products tested in vitro, azoxystrobin,
epoxiconazol, epoxiconazol+pyraclostrobin, pyraclostrobin and tebuconazol were the
most effective. Subsequently, these fungicides were tested in eucalypt seedlings

under controlled conditions. Epoxiconazol, epoxiconazol+pyraclostrobin  and



tebuconazol presented protective effect, curative and anti-sporulating effects against
C. candelabrum and Q. eucalypti. These active ingredients presented translaminar
activity and persisted in leaf tissue for 10 to 15 days. Seven fungicides at different
concentrations were evaluated in a clonal mini-hedge experiment. Among the
products tested, only epoxiconazol+pyraclostrobin exhibited a phytotoxic effect,
resulting in reduced mini-cutting production, root development and root biomass in
one of the eucalypt clones tested. Based on the results of this study, it can be
concluded that epoxiconazol and tebucorezol are the most appropriate fungicides for
control of C. candelabrum and Q. eucalypti. They had a relatively high control
efficiency, were not phytotoxic and presented relatively high protective and curative
activity as well as translaminar translocation and persisted on average for 15 days in
eucalypt plants.
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INTRODUCAO GERAL

A producdo de mudas de eucdipto no Brasil é feita principamente por
estaquia, na qual pode ser dividida em cinco fases: (1) producéo de brotacbes em
minijardim clonal sob cobertura trandlcida fixa ou retrétil, (2) enraizamento, (3)
aclimatacdo a sombra, (4) crescimento e (5) rustificacdo a céu aberto (Alfenas et a.,
2004). Para a producéo de brotacfes, minicepas clonais sGo mantidas em canal etbes
suspensos, preenchidos com areia com fertirrigacdo por gotejamento, ou em tanques
de hidroponia, com inundacdo temporéria. Com o advento da técnica de miniestaquia,
tem-se conseguido uma reducdo significativa de incidéncia de doencas em todas as
fases da propagacéo clonal de Eucalyptus spp. Nao obstante, tem-se observado surtos
esporadicos de Quambalaria eucalypti (Wingfield, Crous & Swart) Simpson,
Puccinia psidii Winter e Oidium eucalypti Rostr. em minijardins clonais. Dentre 0s
patdgenos que incidem em minicepas clonais, merece destague Q. eucalypti, tendo
em vista seu recente relato no Brasil e seu potencial de danos na fase de producéo de
brotagOes (Alfenas et al., 2004). Q. eucalypti causa manchas foliares e anelamento de
hastes de mudas e minicepas clonais. A doenca caracteriza-se por lesdes marrons
claras na superficie adaxia e abaxia do limbo foliar. Entretanto, as lesdes da
superficie abaxial sdo comumente recobertas por esporulacdo branca e pulverulenta.

A esporulagdo seca e intensa torna o patégeno de fécil dispersdo pelo vento e pelas



ferramentas de poda que sdo utilizadas nas coletas das brotagcBes em minicepas de
eucalipto. A infeccdo se da na haste principal de mudas e de porcles apicais de
brotacdes de minicepas e em folhas (Alfenas et al., 2004). I1sso ocorre porque no
minijardim, em geral ha condigdes favoraveis ao desenvolvimento do patégeno, como
altas temperaturas, aém dos ferimentos que ocorrem durante as podas €/ou colheita
frequente de brotagoes.

Nas fases de aclimatacdo a sombra, crescimento e rustificaco a céu aberto,
tem sido freglente a incidéncia de canela preta e manchas foliares causadas por
Cylindrocladium spp., principamente C. candelabrum Viégas. Os sintomas se
caracterizam por |esdes pegquenas, circulares e arroxeadas, distribuidas sobre o limbo
foliar. O anelamento de hastes ou canela preta provoca lesdes escuras no caule
(Alfenas et a., 2004). A associacdo de varios fatores, dentre eles desbalanco
nutricional (Ferreira & Milani, 2002) e espacamento inadequados das mudas,
favorecem a doenca. Nessa fase, recomenda-se aumentar 0 espacamento para
minimizar a ocorréncia de patdégeno e reduzir as aplicagdes de fungicidas. Todavia,
periodos prolongados de chuva tornam o ambiente favoravel a infecgdo, havendo a
necessidade de aplicacdes de fungicidas como alternativa complementar de controle
(Alfenas et al., 2004).

Ha, contudo, escassez de estudos sobre a eficiéncia de fungicidas contra esses
patégenos. Embora alguns estudos com fungicidas como benomyl, thiram, captan,
chlorotalonil, iprodione, PCNB, thiofanato metilico, triadimenol, dentre outros
tenham sido realizados contra patdgenos em eucalipto (Ruiz, 1988; Ferreira, 1989;
Silveira, 1996; Zauza et a., 2003), outros fungicidas com amplo espectro de agéo,
com efeito, protetor e curativo, foram disponibilizados no mercado, destacando-se as
classes das estrobilurinas e dos triazdis. Estrobilurinas sdo andlogos a produtos
naturais produzidos por espécies de fungos lignoliticos dos géneros Strobilurus
Oudemansiella e Mycena, encontradas naturamente em florestas tropicais e
temperadas (Anke, 1995; Ypema & Gold, 1999; Leroux, 2003; Wong & Wilcox,
2003; Karadimos et al., 2005). JA os triazdis sdo produtos sintéticos com alta
eficiéncia no controle de varios patégenos em culturas agrondémicas (Gisi et al., 2002;
Schnabel & Dai, 2004), desde a década de 70 (Zambolim et a., 2003).



S80 muitos os efeitos desses compostos no crescimento e desenvolvimento de
plantas (Gao et a., 1988; Ypema & Gold, 1999) e com o potencia fungicida
(Buchenauer & Rohner, 1981; Fletcher & Nath, 1984; Mita & Shibaoka, 1984;
Fletcher et a., 1986; Gao et al., 1988, Ypema & Gold, 1999). As propriedades
reguladoras de crescimento e fungicidas séo de interesse para producéo de brotagdes
em minicepas, bem como no controle de doencgas gque ocorrem constantemente nos
viveiros clonais, particularmente em minijardins.

Portanto, na primeira parte desse trabalho, objetivou-se selecionar fungicidas
sistémicos mais efetivos para o controle de doencgas causadas por C. candelabrumem
viveiros de ewcalipto e determinar os efeitos protetores, curativos e anti-esporulantes
dos fungicidas, bem como sua translocacdo e persisténcia em plantas de eucalipto. Na
segunda parte procurouse, verificar a efetividade protetora, curativa e anti-
esporulante de fungicidas paraQ. eucalypti em plantas de eucalipto e estudar o efeito
das moléculas no crescimento e desenvolvimento de minicepas e miniestacas de

eucalipto.
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ARTIGO 1

Fungicidas sistémicos: efetividade protetor a, curativa e anti-espor ulante para
Cylindrocladium candelabrum, translocacao e persisténcia em plantas de

eucalipto

RESUMO

Varias espécies de Cylindrocladium podem causar doengas em mudas de
eucalipto, na propagacdo clonal. Apesar de, em algumas situacdes, fungicidas serem
imprescindiveis no controle desses patdgenos, ha escassez de estudos para avaiar a
efetividade desses produtos. Por isso, objetivouse selecionar fungicidas sistémicos
para controlar C. candelabrum, determinar o efeito protetor, cuativo e anti-
esporulante, sua translocacdo e persisténcia em plantas de eucalipto. Nos
experimentos in vitro utilizaram-se: azoxystrobin (AZO), triadimenol (TRI), boscalid
(BOS), pyraclostrobin  (PYR), carbendazim (CAR), tetraconazole (TET),
tebuconazole (TEB), epoxiconazolet+pyraclostrobin (EPO-PYR) e epoxiconazole
(EPO) nas concentragdes 0,1, 1, 5, 10, 50, 100 e 1000 pg dei.a/ml. Nos experimentos
in vivo, utilizouse um clone suscetivel aC. candelabrum (E. grandisx E. urophylla).

Excetuando-se 0 estudo da atividade trandaminar, aplicaram-se os fungicidas, em



ambas as faces do limbo foliar. Apds 24 h, as plantas foram inoculadas com
suspensdo de 10° conidios/ml. Testouse o efeito protetor dos fungicidas, em
diferentes concentracdes. AZO (0,2; 0,25; 0,4; 0,65 e 0,8 g/l), EPO (0,75; 1,125; 1,5;
1,875 e 2,25 mi/l), EPO-PYR (1,25; 1,875; 2,5; 3,125 e 3,75 ml/l), PYR (0,75; 1,125;
1,5; 1,875 e 2,25 ml/l) e TEB (0,75; 1,125; 1,5; 1,875 e 2,25 ml/l), selecionados nos
testes in vitro. Para avaliar o efeito curativo, anti-esporulante, a persisténcia e a
atividade translaminar, utilizaram-se os fungicidas. AZO (0,4 g/l), EPO (1,5 mi/l),
EPO-PYR (2,5 ml/l) e TEB (1,5 ml/l). Obteve-se efeito protetor, curativo e anti-
esporulante com EPO, EPO-PYR e TEB, que também apresentaram atividade

trandaminar e persisténcia nos tecidos foliares.

INTRODUCAO

Atuamente, a maioria das empresas eucaliptocultoras no Brasil utiliza a
clonagem por miniestaquia. Essa técnica é composta basicamente de cinco fases: (1)
producéo de brotagdes em minijardim clonal sob cobertura trandtcida fixa ou retrétil
(2) enraizamento, (3) aclimatacdo a sombra, (4) crescimento e (5) rustificagdo a céu
aberto (Alfenas et al., 2004). No minijardim, as minicepas sd0 mantidas em
canaletOes suspensos, preenchidos com areia e fertirrigagdo por gotejamento ou em
tanques de hidroponia. Na primeira fase, os fungos fitopatogénicos que ocorrem séo
Quambalaria eucalypti (Wingfield, Crous & Swart) Simpson Cylindrocladium spp.,
Puccinia psidii Winter e Oidium eucalypti Rostr., que podem causar manchas foliares
e reduzir a area fotossintética da planta. Na fase de enraizamento as miniestacas séo
mantidas durante 20-25 dias sob condic¢des de alta umidade em casa-de-enraizamento,
condicoes geramente favoraveis a Botrytis cinerea Pers. ex Fr, Cylindrocladium spp.
e Rhizoctonia spp., bem como a patdgenos de ferimentos como Pestalotiopsis sp. e
Hainesia sp. No final dessa fase, as mudas enraizadas séo separadas, e as estacas
mortas e/ou doentes sao descartadas. Esse procedimento gjuda a eliminar inéculo para
a fase seguinte. Na fase de aclimatacdo, as mudas sd0 deixadas a céu aberto, em
canteiros suspensos ou no chdo. Nessa fase, recomenda-se aumentar 0 espagamento

para minimizar a ocorréncia de patdgenos e reduzir a aplicacdo de fungicidas.



Todavia, periodos prolongados de chuva tornam o ambiente favoravel a patdgenos,
havendo a necessidade de aplicagtes de fungicidas (Alfenas et al., 2004).

Muitas espécies de Cylindrocladium, freglientemente, causam doencas em
viveiros de eucdipto no Brasil (Alfenas et al., 2004), sendo que C. candelabrum
Viégas ocorre mais comumente. Quando as condicbes estdo favordveis ao
desenvolvimento de Cylindrocladium, o uso de fungicidas torna-se necessario. Por
isso, 0 estudo do efeito de fungicidas em plantas de eucdipto é fundamental,
principalmente para evitar aplicacOes desnecessarias e para selecionar produtos mais
efetivos para o controle das enfermidades causadas por Cylindrocladium spp.

Portanto, neste trabalho, objetivouse selecionar fungicidas sistémicos mais
efetivos para o controle de doencas causadas por C. candelabrum em viveiros de
eucalipto. Determinaram-se, também, o efeito protetor, curativo e anti-esporulante

dos fungicidas, bem como sua translocacdo e persisténcia em plantas de eucalipto.

MATERIAL E METODOS

Fungicidas e concentr acgles testadasin vitro

Utilizaramse os principios ativos azoxystrobin (Amistar 500 WG),
triadimenol (Bayfidan CE), boscalid (Cantus WG), pyraclostrobin (Comet CE),
carbendazim (Derosa 500 SC), tetraconazole (Domark 100 CE), tebuconazole

(Folicur 200 CE), epoxiconazole +pyraclostrobin (Opera CE) e epoxiconazole (Opus
CE). De cada produto, as concentragdes testadas foram 0,1, 1, 5, 10, 50, 100 e 1000
pg dei.a/ml.

Inibicdo da ger minac&o de conidios
Suspensdes de conidios foram obtidas a partir de coldnias em crescimento com

esporulacdo em meio BDA (Batata, dextrose e agar), apéds 10 dias de incubacdo a
27°C e fotoperiodo de 12 h. Adicionouse cada principio ativo a suspensdo de



conidios, para se obter cada uma das concentracdes desgjadas e suspensdo final de
2x10* conidios/ml. Apds homogeneizacdo, 50 L da suspensdo foram pipetados para
lamina de vidro escavadas, que foram colocadas em cdmara Umida a 27°C sob
fotoperiodo de 12 h. Como controle, utilizou-se uma suspensdo de conidios em agua
destilada esterilizada. Apds 18 h de incubacdo, quantificouse a germinacdo dos
conidios. Consideraramse como germinados, 0s conidios cujos tubos germinativos
tinham comprimento igual ou superior & maior dimensdo do esporo. Uma l&mina foi

considerada como uma unidade experimental.

Inibic&o do crescimento micelial

Avaliouse a eficiéncia de fungicidas em inibir o crescimento micelial de C.
candelabrum. Para tanto, solugdes-estogque (10.000 pg do i.a/ml) de fungicidas foram
diluidas em agua esterilizada, para atingir a concentracdo desgjada em meio de
cultura. Adicionaramse 5 ml da suspenséo diluida dos respectivos fungicidas em 45
ml de meio de BDA fundente a 45°C. Para a testemunha, adicionaramse 5 ml de
agua destilada esterilizada. Ap6s homogeneizacdo da mistura, verteram-se os 50 ml
em quantidades aproximadamente iguais para trés placas de Petri (9 cm de diametro).
Discos de cultura em BDA, de 7 mm de didmetro, obtidos das bordas das col6nias
com cinco dias de idade, foram repicados para o centro das placas de cada tratamento.
A seguir, incubouse a 27°C sob fotoperiodo de 12 h e intensidade luminosa 10 uM
de fétons/nf/seg. Apés cinco dias, avaliouse o didmetro das colénias nos dois
sentidos ortogonais e calculou-se a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial

em relacdo atestemunha.

Eficiéncia dos fungicidas em plantas de eucalipto

Mudas clonais (E. grandis x E. urophylla) com 60 dias de idade produzidas
em tubetes, foram transplantadas para vasos contendo solo, esterco e areia (proporcéo
de 4:2:1 viv) e 1g de superfosfato simples por litro da mistura. As mudas foram

mantidas em casa-de-vegetacao por 20-30 dias e, semanamente, foram adubadas com



nutriente tipo Ouro verde®. As plantas foram inoculadas com suspensdo de 10°
conidios/ml.

Com base nos testes in vitro, azoxystrobin, pyraclostrobin, tebuconazole,
epoxiconazoletpyraclostrobin e epoxiconazole foram selecionados para os testes in
vivo. Os fungicidas foram veiculados em &gua e aplicados com atomizador manual. A
excegdo da atividade translaminar, aplicaram se, os fungicidas, em ambas as faces do

limbo foliar.
Efeito protetor

Testou-se 0 efeito protetor em diferentes concentragdes de azoxystrobin (0,2;
0,25; 0,4; 0,65 e 0,8 g/l), epoxiconazole (0,75; 1,125, 1,5, 1,875 e 2,25 mi/l);
epoxiconazoletpyraclostrobin (1,25; 1,875; 2,5; 3,125 e 3,75 ml/l), pyraclostrobin
(0,75; 1,125, 1,5, 1,875 e 2,25 ml/l) e tebuconazole (0,75; 1,125, 1,5, 1,875 e 2,25
mi/l). A concentragdo mediana foi determinada com base em concentragoes
recomendadas comercialmente para culturas agrondémicas. As demais concentracoes
foram 25 e 50% inferiores e superiores a concentracdo mediana. Apos 24 h da
pulverizagdo com os fungicidas, inoculouse C. candelabrum. As plantas inocul adas
foram mantidas em cdmara de nevoeiro com nebulizacdo intermitente (15 s de
nebulizac&o a cada 30 min) por 48 h a 25 °C e posteriormente, foram transferidas para

casa-de-vegetacdo. Apos cinco dias, quantificou-se 0 nimero de lesdes por folha

Efeito curativo

Utilizaram se os seguintes fungicidas e concentragdes: azoxystrobin (0,4 g/l),
epoxiconazole (1,5 mil/l), epoxiconazolet+pyraclostrobin (2,5 ml/l), pyraclostrobin
(1,5 mi/1) e tebuconazole (1,5 mi/l). Apoés sete dias dainoculacéo do patdégeno e cinco
da aplicacdo dos fungicidas, a partir de quatro folhas totalmente expandidas,
previamente marcadas, foram retirados cinco fragmentos/folha das bordas das lesbes
a fim de avaliar a sobrevivéncia do patdgeno. Para isso, os fragmentos foram
colocados sucessivamente em &cool a 70%, hipoclorito de sodio a 5% e duas
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lavagens sucessivas com égua destilada esterilizada, e transferidos para meio égar-
&gua, em placa de Petri. Apds cinco dias de incubagéo a 27 °C, no escuro, avaliouse
o crescimento de C. candelabrum a partir das lesdes, cal culando-se a porcentagem de

sobrevivéncia.

Efeito dos fungicidas sobre a expansao de lesbes

Para avaliar o efeito sobre a expansdo das lesbes causadas por C.
candelabrum, utilizaramse os seguintes fungicidas (concentragdes): azoxystrobin
(0,4 d/l), epoxiconazole (1,5 ml/l), epoxiconazole+pyraclostrobin (2,5 mi/l),
pyraclostrobin (1,5 ml/l) e tebuconazole (1,5 ml/l). As plantas foram inoculadas com
0 patogeno conforme descrito anteriormente e aos 0, 2, 4, 6 e 8 dias apos a
inoculagdo, pulverizaram-se os fungicidas. Apo6s dois dias, coletaram-se dois pares de
folha de cada repeticdo e quantificouse a area lesionada (cnf) com o auxilio do
programa Quant® (Vale et al., 2003).

Efeito anti-espor ulante

Para avaliar o efeito dos fungicidas ra intensidade de esporulagdo, as mudas
foram inoculadas e colocadas em camara de nevoeiro e, apés 48 h, foram transferidas
para casa-de-vegetacdo. Imediatamente, pulverizaram-se os fungicidas azoxystrobin
(0,4 dll), epoxiconazole (1,5 ml/l), epoxiconazoletpyraclostrobin (2,5 ml/l) ou
tebuconazole (1,5 ml/l). A seguir foram colocadas em camara de nevoeiro, a 25°C.
Apos trés dias, das folhas lesionadas retiraram-se discos de 3 mm de didmetro. Os
discos foram colocados em tubos de ensaio com 5 ml de agua destilada esterilizada,
gue foram agitados para liberacéo dos esporos e posteriormente foram quantificados

com hemacitbmetro.
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Atividade translaminar

Avaliouse a atividade translaminar dos seguintes fungicidas (concentracfes):
azoxystrobin (0,4 g/L), epoxiconazole (1,5 ml/l), epoxiconazole+pyraclostrobin (2,5
ml/l) e tebuconazole (1,5 ml/l). Mudas de eucalipto foram cobertas com sacos
plasticos, para evitar que gotas do fungicida atingissem folhas ndo marcadas ou outras
partes da muda, e em uma folha totalmente expandida, aplicouse cada fungicida na
superficie adaxial. Apos 12, 24, 36, 48, 60 e 72h, na superficie abaxial da folha,
inoculouse o0 patégeno. Apds 48 h em camara de nevoeiro, as plantas foram
transferidas para casa-de-vegetacao e, apOs cinco dias, avaliouse 0 numero de
lesbes/folha.

Persisténcia

Avdiouse a persisténcia dos seguintes fungicidas (concentragdes):
azoxystrobin (0,4 g/L), epoxiconazole (1,5 ml/l); epoxiconazoletpyraclostrobin (2,5
mi/l) e tebuconazole (1,5 ml/l). Para isso, pulverizou-se cada fungicida e apés 5, 10,
15, 20, 25 e 30 dias as plantas foram inoculadas e, subseqientemente, transferidas

para casa-de-vegetacdo. Apos cinco dias, avaliouse 0 nimero de lesdes foliares.

Delineamento experimental e analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado e repetidos por duas vezes ao longo do tempo. Utilizouse esquema
fatorial para: os testes in vitro 10x7 (Fungicida x Concentragéo), efeito protetor 6x5
(Fungicida x Concentracdo), atividade translaminar 5x6 (Fungicida x Tempo) e
persisténcia 5x6 (Fungicida x Tempo). Para avaliar o efeito sobre a expansdo das
lesbes, calculouse a Area Abaixo da Curva de Expansio de Lesdo (AACEL). A
excecdo do experimento de efeito curativo realizado com quatro repeticdes, nos

demais se utilizaram trés repeticoes.
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Para andlise dos testes in vitro, calcularamse os vaores de Chkyp
(Concentragéo efetiva inibitoria de 50% do crescimento micelial e da germinacéo de
conidios), por meio da transformacdo log probit, com base nos resultados da inibicdo
do crescimento micelial e da germinagdo de conidios, para cada fungicida. Calculow
se também a CMI (Concentragdo minima inibitéria) de cada fungicida A
sensibilidade foi classificada em quatro categorias de acordo com a escala de
Edgington et al. (1971) adaptada, em que: CEsp < 1 pg i.a/ml: ata sensibilidade
(AS); CEsp 1 — 10 ug i.a/ml: moderada sensibilidade (MS); CEsp 10 — 50 pg i.a/mi:
baixa sensibilidade (BS) e CEsp > 50 pg i.a/ml: insensibilidade (1S).

As analises foram processadas com auxilio do programa SAEG. Utilizouse o
teste de Lilliefors para verificar a normalidade dos dados e o teste de Cochran para
verificar a homogeneidade de variancias. Os dados foram submetidos a andlise de
varidncia (ANOVA). Para comparagdo das médias qualitativas, utilizouse o teste de
Tukey (4 =0,05). No experimento de efeito protetor, os dados foram submetidos a
analise de regressdo. O modelo de regressdo foi escolhido com base nos desvios em

relagéo aos valores observados e no coeficiente de determinagdo (R?).

RESULTADOS
Efetividadein vitro

O fungo foi atamente sensivel a epoxiconazole, pyraclostrobin,
pyracl ostrobin-epoxiconazole e tebuconazole, tanto para a germinacdo de conidios
guanto para o crescimento micelial. Tetraconazole foi moderadamente efetivo,
enquanto triadimenol e boscalid ndo inibiram a germinacdo de conidios.
Tetraconazole foi altamente eficaz, triadimenol e boscalid foram moderadamente
eficazes, enquanto azoxystrobin e carbendazim n&o inibiram o crescimento micelia
(Tabelal).
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Efeito protetor

Houve efeito significativo (p= 0,038) da interacdo fungicida-concentracéo,
guanto ao efeito protetor. Os fungicidas tiveram efeito protetor, e reduziram a
infecgdo (Figura 1B). Azoxystrobin foi eficiente nas concentragdes mais elevadas, e
reduziu a severidade em aproximadamente 75%. Houve reducdo da severidade com o
aumento na concentragdo de azoxystrobin (Figura 1A). Epoxiconazole,
epoxiconazol e+pyraclostrobin, pyraclostrobin e tebuconazole reduziram a severidade,

independentemente da concentracdo utilizada (Figura 1B).

Efeito dos fungicidas sobre a expansao das lesdes

Quando se andisou a area abaixo da curva da expansdo da lesdo (AACEL),
observouse que, a excecdo de azoxystrobin, todos os fungicidas diferiram
significativamente da testemunha. Os demais produtos testados foram similares entre
s (Figura2A).

Efeito curativo

Os fungicidas ndo inibiram o crescimento do patdgeno em todas as lesdes.
Entretanto, com a aplicagdo de tebuconazole, inibiut-se o crescimento do fungo em
mais de 20% das lesbes (Figura 2B). Os demais fungicidas ndo diferiram

estati sticamente da testemunha.

Efeito anti-esporulante

Independentemente do fungicida aplicado, nas areas lesionadas das folhas de
eucalipto, houve reducdo da esporulacdo de C. candelabrum. Para azoxystrobin, a
reducdo foi de 60%, enquanto para tebuconazole, epoxiconazole e
epoxiconazol e+pyraclostrobin houve reducéo de 96, 98 e 95%, respectivamente, em

relacdo a testemunha ndo tratada (Figura 3).
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Atividade translaminar

A atividade trandaminar variou em funcdo do tempo de aplicagdo e do
fungicida. Para epoxiconazole, epoxiconazolet+pyraclostrobin e tebuconazole, a
reducdo na infecgéo variou de 60 a 80%, enquanto que azoxystrobin foi inefetivo.
Epoxiconazole, epoxiconazole+pyraclostrobin e tebuconazole foram eficientes apds

24 h, pois ndo houve infeccdo a partir desse periodo (Figura 4A).

Persisténcia

A persisténcia variou com o fungicida e tempo testados. A excecdo de
azoxystrobin, todos os fungicidas foram eficientes em reduzir a infecgdo por C.
candelabrum. Tebuconazole foi 0 mais eficiente em conferir protecdo no intervalo de
15 dias, periodo em que nd houve infeccdo. Para epoxiconazole e
epoxiconazolet+pyraclostrobin o intervalo foi de 10 dias (Figura4B).

DISCUSSAO

A germinacdo dos conidios de C. candelabrum foi influenciada,
significativamente, pelos diferentes principios ativos testados. Esse processo envolve
grande gasto energia e ata taxa respiratéria. Sabe-se, por exemplo, que as
estrobilurinas agem sobre a respiragdo mitocondrial do fungo, ao inibir a
transferéncia de elétrons no complexo |11 da cadeia transportadora, sendo que o efeito
desse grupo de fungicidas sobre a germinacéo de conidios ja foi demonstrado para
véarios outros patdgenos (Ypema & Gold, 1999; Reuveni & Sheglov, 2002; Buck &
Williams-Woodward, 2003; Karadimos et al., 2005). Mesmo dentro do grupo das
estrobilurinas, o efeito sobre a germinagcdo de conidios e crescimento micelia variou

conforme ja relatado para Alternaria alternata, para a qual a germinacao de conidios
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foi pouco sensivel a azoxystrobin, mas altamente sensivel a trifloxystrobin (Reuveni
& Sheglov, 2002).

Quanto ao crescimento micelial, C. candelabrum foi altamente sensivel a
pyraclostrobin, mas ndo foi afetado por azoxystrobin. A baixa sensibilidade micelia a
determinadas estrobilurinas, também, ja constatada em outras espécies fungicas, pode
estar associada a inducdo da respiracdo aternativa que catalisa a transferéncia de
elétrons para o oxigénio (Ziogas et al., 1997; Olaya & Kdller, 1999; Ypema & Gold,
1999). Essa rota alternativa € utilizada por fungos que crescem em meios de agar,
especialmente agueles ricos em nutrientes (Reuveni & Sheglov, 2002). Esse fato pode
estar relacionado a baixa sensibilidade de C. candelabrum, visto que foi cultivado em
meio BDA. A rota alternativa referenciada também foi induzida quando se utilizaram
derivados de estrobilurinas (Mizutani et al., 1995; Ziogas et al., 1997).

Carbendazim n&o reduziu a germinacdo de conidios e o crescimento de C.
candelabrum. Para outros patdgenos como Colletotrichum lindemuthianum
(Marangoni & Barros, 2002) e Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae (Batista et al.,
2002) houve a ocorréncia de selecéo de isolados resistentes pela aplicacdo desse
principio ativo. Em viveiros de eucalipto, principal mente na década de 80, fungicidas
desse grupo foram usados amplamente para o controle de espécies de
Cylindrocladium e casos de resisténcia também ja foram relatados (Alfenas et al.,
1987). Nesse estudo empregou-se apenas um isolado do patdgeno e, portanto, mais
isolados sd0 necessarios para confirmar a existéncia resisténcia aos principios ativos
testados.

Boscalid, do grupo das anilidas, ndo inibiu a germinacdo de conidios de C.
candelabrum, mas inibiu moderadamente o crescimento micelial. Uma menor
sensibilidade a boscalid também ocorreu com Sclerotinia minor quanto ao
crescimento micelial (Matheron & Porchas, 2004).

Todos os fungicidas triazdis inibiram o crescimento miceliad de C.
candelabrum, cuja sensibilidade variou de alta a moderada. Alta sensibilidade quanto
a0 crescimento micelial e baixa sensibilidade quanto a germinacdo de conidios ja
foram observadas em trabalhos com triazois (Gis et al., 2000; Reuveni & Sheglov,

2002). Por exemplo, tebuconazole inibiu a germinagdo de conidios de vérios isolados
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de Botrytis cinerea a 3 ou S1g i. a/ml (Elad, 1992). A eficiéncia na inibicdo da
germinacdo de conidios de C. candelabrum esta relacionada ao modo de agdo desses
fungicidas, os quais atuam sobre a biossintese do ergosterol, componente essencial da
membrana de fungos. O composto triazol age diretamente sobre a 14a -demetilase do
citocromo P450, responsavel pela demetilacdo do carbono 14a e impede que a
enzima continue o0 processo de demetilacdo do lanosterol, um precursor do ergosterol
(Ghini & Kimati, 2000). Triazo6is também reduziram o crescimento micelial de outros
patdgenos (Paredes & Munoz, 2002; van den Berg et al., 2002).

Os fungicidas testados proporcionaram atividade protetora a C. candelabrum.
Entretanto, nas concentragdes mais baixas, a eficiéncia de azoxystrobin foi reduzida.
O produto também promoveu protecdo altamente efetiva para Cercospora beticola
em beterraba agucareira, variando de 88 a 94% nas concentracdes de 8 e 16 ng i.
a/ml (Anesiadis et d., 2003). No presente estudo, na concentragdo mais elevada
houve controle de 75% em relacdo a testemunha. Em contrapartida, para
pyraclostrobin ndo houve efeito de concentracéo do ingrediente ativo, pois em todas
as concentractes, 0s niumeros de lesdes foram reduzidos em, aproximadamente, 75%.
Esse resultado foi compativel aos testes in vitro, em que azoxystrobin foi menos
eficiente que os demais fungicidas, em inibir a germinacd de conidios e o
crescimento micelial. Atividade protetora de estrobilurinas ambém ja foi relatada
para varios outros patégenos (Ypema & Gold, 1999; Wong & Wilcox, 2001;
Anesiadis et al., 2003). As estrobilurinas agem na superficie da folha e inibem os
primeiros est&dios do processo de infeccdo, como a germinacdo de esporos,
penetracdo e estabelecimento inicial do patégeno (Anesiadis et al., 2003; Karadimos
et al., 2005). Os triazbis foram altamente efetivos, independente da concentracéo
utilizada, e exerceram atividade protetora de aproximadamente 85%. Fungicidas
desse grupo também se destacaram para o controle da ferrugem do eucalipto (Ruiz,
1988).

A excecd0 de azoxystrobin, os demais fungicidas tiveram atividade curativa
para infecges causadas por C. candelabrum. Entretanto, o controle foi mais eficaz
nos tratamentos protetores que nos curativos, o que ja foi demonstrado em outros
patossistemas (Ypema & Gold, 1999; Wong & Wilcox, 2001; Karadimos et al.,
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2005). Azoxystrobin, quando aplicado simultaneamente a inoculagdo de C.
candelabrum, proporcionou controle, 0 que demonstra o potencial do fungicida em
inibir a germinagdo de conidios. Pyraclostrobin e os demais fungicidas testados
inibiram o desenvolvimento do fungo dentro dos tecidos da folha. Fungicidas
sistémicos podem ndo erradicar completamente um fungo apos seu estabel ecimento
no interior do tecido da planta e a concentragdo do produto que entra na folha pode
restringir o desenvolvimento do fungo, mas ndo erradicé- 1o (Wong & Wilcox, 2001).

Atividade trandaminar de estrobilurinas foi observada em outros
patossistemas (Leinhos et al., 1997; Karadimos et al., 2005). Contudo, nesse estudo,
azoxystrobin ndo foi eficiente, contrariamente ao observado para Plasmopara viticola
em videira (Wong & Wilcox, 2001). A atividade translaminar dos fungicidas
tebuconazole, epoxiconazole e epoxiconazol e+pyracl ostrobin, apos 24 h da aplicacéo,
foi eficiente. Apds 12 h, ocorreu inibicdo parcial na infecgdo indicando a necessidade
de pelo menos 24 h para os fungicidas atingirem a superficie abaxial na concentracéo
ideal parareduzir em 100% ainfecgéo por C. candelabrum.

Aplicagdes de fungicidas sobre éreas lesionadas em folhas de eucalipto
resultaram em reducdo da esporulacdo de C. candelabrum. Em outros trabalhos,
azoxystrobin foi mais eficiente na atividade anti-esporulante (Leinhos et al., 1997,
Anesiadis et al., 2003). Os triazois também reduziram eficientemente a producéo de
esporos, sendo que, tebuconazole, epoxiconazole e epoxiconazoletpyraclostrobin
reduziram a esporulagdo em 96, 98 e 95%, respectivamente. O estabelecimento de
uma doenca envolve vérias fases, dentre elas a dispersdo do patdgeno. Quando em
contato com a superficie do hospedeiro, 0os esporos podem germinar, penetrar,
colonizar e produzir uma nova safra de esporos, com potencial para infectar novas
plantas (Agrios, 1997). Portanto, a reducdo da quantidade de esporos por fungicidas
contribui para a reducéo do inéculo sob condicles favoraveis ap patdgeno.

Dentre os fungicidas testados quanto a persisténcia, azoxystrobin ndo conferiu
protecdo a C. candelabrum na concentracdo testada. Contudo, em estudos com
Puccinia psidii em plantas de eucalipto, o efeito protetor deste fungicida, a 0,29/l
permaneceu até 21 dias apds a pulverizacdo (Zauza et al., 2003).
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Estudos de eficiéncia de fungicidas podem auxiliar nas indicacbes dos
intervalos de aplicacdo e concentracBes necessarias. que sdo fundamentais para o
manegjo de doencas, pois muitos fungicidas podem ter efeitos fitotoxicos, aém de
possibilitar a selecdo de isolados resistentes (Alfenas et al., 1987; Leroux, 2003).

Dos fungicidas testados, epoxiconazole, epoxiconazoletpyraclostrobin e
tebuconazole tiveram efetividade protetora, curativa e anti-esporulante. Esses
produtos podem, também, penetrar translaminarmente e persistir por longo periodo
dentro do tecido da planta, o que indica maior intervalo de aplicacdo em condicdes de

viveiro.
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TABELA 1 - Concentracdo efetiva inibitoria de 50% do crescimento micelia e da
germinacdo de conidios (CEsp), Concentracdo minima inibitéria (CMI) e

sensibilidade de Cylindrocladium candelabrum a fungicidas

Germinacao de conidios Crescimento micelial
Fungicida (mg i.a/ml) (mg i.a/ml)
CEso Sensibilidade* CM | CEso Sensibilidade* CM|
Azoxystrobin 5,40 MS >1000 437,55 IS >1000
Boscalid 42,22 IS >1000 7,44 MS >1000
Carbendazim *x *x *x 54,38 IS >1000
Epoxiconazole <0,1 AS 12,04 0,13 AS 47,98
Epoxiconazolet+pyraclostrobin 0,55 AS 60,36 0,17 AS 134,44
Pyraclostrobin 0,21 AS 15,94 0,34 AS 843,87
Tebuconazole 0,30 AS 56,97 0,29 AS 26,30
Tetraconazole 1,08 MS 42,42 0,47 AS >1000
Triadimenol 51,89 IS >1000 1,40 MS 285,33

*AS — Alta Sensibilidade, MS — Moderada Sensibilidade, BS — Baixa Sensibilidade, IS — Insensivel.
**valores ndo calculados devido a semelhanca da porcentagem de inibicdo para as diferentes

concentracoes.
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FIG. 1 — Porcentagem de infecco média causada por Cylindrocladium candelabrum,
apos pulverizacdo com diferentes fungicidas em folhas de eucalipto. A) Infeccéo
média apds pulverizagdo com azoxystrobin. A regressdo foi significativa (p =
0,0085). B) Infeccdo média apds pulverizacdo de AZO — Azoxystrobin, EPO —
Epoxiconazole, EPO-PY R — Epoxiconazole+pyraclostrobin, PYR — Pyraclostrobin e

TEB — Tebuconazole. As regressdes ndo foram significativas.
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FIG. 2—A) Area abaixo da curva de expansio da lesio causada por Cylindrocladium
candelabrum, CV: 25,10%. B) Crescimento médio de C. candelabrum em meio de
cultura apés isolamento indireto, CV: 18,32%. AZO — Azoxystrobin, EPO —
Epoxiconazole, EPO-PYR — Epoxiconazole+pyraclostrobin, PYR — Pyraclostrobin,
TEB — Tebuconazole e TEST — Testemunha. Colunas seguidas pela mesma letra ndo

diferem entre g, estatisticamente, pelo teste de Tukey (a=0,05).
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FIG. 3 — Numero médio de conidios (n) produzidos em lesdes causadas por C.
candelabrum, CV: 28,08%. AZO — Azoxystrobin, EPO — Epoxiconazole, EPO-PYR
— Epoxiconazoletpyraclostrobin, PYR — Pyraclostrobin, TEB — Tebuconazole e
TEST — Testemunha. Colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem entre g,

estatisticamente, pelo teste de Tukey (a=0,05).
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FIG. 4— A) Inibicdo média de infecgdo causada por Cylindrocladium candelabrum
na superficie abaxia de folhas de eucalipto apds aplicacéo na superficie adaxial dos
diferentes fungicidas: B) Inibicdo média de infeccdo @usada por Cylindrocladium
candelabrum em diferentes periodos, sendo AZO - Azoxystrobin, EPO —
Epoxiconazole, EPO-PYR — Epoxiconazoletpyraclostrobin e TEB — Tebuconazole
calculados em relacdo atestemunha.
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ARTIGO 2

Fungicidas sistémicos para o controle de Quambalaria eucalypti e seus efeitos na
producdo de miniestacas de eucalipto para enraizamento

RESUMO

A mancha foliar do eucalipto causada por Quambalaria eucalypti, constitui
atualmente, uma das principais doencas em minijardins clonais com fertirrigagdo por
gotgjamento em leito de areia ou inundagéo temporaria em tanques hidropdnicos.
Tendo em vista a inexisténcia de estudos sobre a efetividade de fungicidas para o
controle do patdgeno, avaliounse o efeito protetor, curativo e anti-esporulante de
fungicidas sistémicos e sua influéncia na producéo de miniestacas para enraizamento.
Dentre 0s nove principios ativos testados, azoxystrobin, epoxiconazole,
epoxiconazolet+pyraclostrobin, pyraclostrobin e tebuconazole destacaranmse como 0s
mais efetivos. Além disso, epoxiconazole, epoxiconazolet+pyraclostrobin e
tebuconazole apresentaram efeito protetor, curativo e anti-esporulante para Q.
eucalypti. Em minijardim, a excegdo de epoxiconazolet+pyraclostrobin, nenhum dos

fungicidas testados influenciou a producéo de miniestacas para enraizamento.
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1. Introducéo

Quambalaria eucalypti (Wingfield, Crous & Swart) foi descrito inicialmente
na Africado Sul, em 1993 (Wingfield et al., 1993). No Brasil, o patégeno foi relatado
pela primeira vez em 2003, na regido de Guaiba, RS. Atuamente encontra-se
distribuido nas principais regides eucaliptocultoras causando manchas foliares e
anelamento de hastes em minicepas e mudas clonais de eucalipto (Alfenas et al.,
2004).

Quambalaria eucalypti caracteriza-se pela esporulagéo branca pulverulenta
sobre as lesdes, 0 que facilita a dispersdo do patdgeno pelo vento e pelas ferramentas
de poda que sdo utilizadas nas coletas das brotacbes em minicepas. A infeccdo se da
na haste principal de mudas e de porcdes apicais de brotacdes de minicepas e folhas
(Alfenas et al., 2004). No minijardim, em gera, ha condi¢des favoréveis ao
desenvolvimento do patégeno, como altas temperaturas, aém dos ferimentos que
ocorrem durante as podas e/ou retirada frequente de brotagOes para enraizamento.
Pouco se conhece sobre a epidemiologia da doenca (Andrade, 2004). Além disso,
inexistem estudos envolvendo fungicidas para o controle da doenca.

O controle quimico € utilizado nas fases da propagacdo clona do eucalipto
somente em carater emergencial (Ruiz, 1988; Alfenas et a., 2004). Todavia, sabe-se
que determinadas moléculas possuem propriedades que interferem no crescimento da
planta (Gao et al., 1988). Sendo assim, o conhecimento sobre a atividade fungicida e
propriedade reguladora de crescimento é de interesse para producdo de mudas de
eucalipto, pois o controle de doencas ndo deve interferir de forma negativa na
capacidade produtiva dos minijardins e sobre o crescimento das mudas.

Diante dessas consideragbes, o0 presente trabalho objetivou avaiar a
efetividade protetora, curativa e anti-esporulante de fungicidas para Q. eucalypti em
plantas de eucalipto, bem como, estudar o efeito dessas moléculas sobre a capacidade

produtiva de minicepas e sobre o crescimento de mudas de eucalipto.
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2. Material e M étodos

2.1. Efetividade in vitro dos fungicidas

Utilizaramse o0s principios ativos azoxystrobin (Amistar 500 WG),
triadimenol (Bayfidan CE), boscalid (Cantus WG), pyraclostrobin (Comet CE),
carbendazim (Derosal 500 SC), tetraconazole (Domark 100 CE), tebuconazole
(Folicur 200 CE), epoxiconazole +pyraclostrobin (Opera CE) e epoxiconazole (Opus
CE). De cada produto, as concentragdes testadas foram 0,1, 1, 5, 10, 50, 100 e 1000
pg dei.a/ml.

2.1.1. Inibicdo da germinacao de conidios

Suspensdes de coridios foram obtidas a partir de colénias em crescimento
com esporulacdo em meio BDA (Batata, dextrose e &gar), apds 10 dias de incubacdo
a 27 °C e fotoperiodo de 12 h. Adicionouse cada principio ativo a suspenséo de
conidios, para se obter cada uma das concentracOes desegjadas e suspensdo final de
2x10* conidios/ml. Apds homogeneizacso, 50 uL da suspensdo foram pipetados para
lamina de vidro escavadas, que foram colocadas em cémara Umida a 27°C sob
fotoperiodo de 12 h. Como controle, utilizouse uma suspensdo de conidios em &gua
destilada esterilizada. Ap6s 18 h de incubagdo, quantificouse a germinacdo dos
conidios. Consideraram-se como germinados, os conidios cujos tubos germinativos

tinham comprimento igual ou superior a maior dimensdo do esporo.

2.1.2. Inibicéo do crescimento micelial

Avaliouse a eficiéncia de fungicidas em inibir o crescimento micelial de Q.
eucalypti. Para tanto, soluces-estoque (10.000 pg do i.a/ml) de fungicidas foram
diluidas em &gua esterilizada, para atingir a concentragdo desejada em meio de
cultura. Adicionaramse 5 ml da suspenséo diluida dos respectivos fungicidas em 45
ml de meio de BDA fundente a 45 °C. Para a testemunha, adicionaramse 5 ml de
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agua destilada esterilizada. Apds homogeneizacdo da mistura, verteram-se os 50 ml
em quantidades aproximadamente iguais para trés placas de Petri (9 cm de diametro).
Discos de cultura em BDA, de 7 mm de didmetro, obtidos das bordas das col6nias
com 10 dias de idade, foram repicados para 0 centro das placas de cada tratamento. A
seguir, incubouse a 27°C sob fotoperiodo de 12 h e intensidade luminosa 10 uM de
fotons/mf/seg. Apés cinco dias, avaliouse o didmetro das coldnias nos dois sentidos
ortogonais e calculouse a porcentagem de inibicdo do crescimento micelial em
relacéo atestemunha.

2.2. Eficiéncia dos fungicidas em plantas de eucalipto

Mudas clonais (E. grandis x E. urophylla) com 60 dias de idade produzidas
em tubetes, foram transplantadas para vasos contendo solo, esterco e areia (proporcéo
de 4:2:1 viv) e 1g de superfosfato simples por litro da mistura. As mudas foram
mantidas em casa-de-vegetacao por 20-30 dias e, semanamente, foram adubadas com
nutriente tipo Ouro verde®. As plantas foram inoculadas com suspensio de 10°
conidios/ml.

Suspensdes de conidios foram obtidas a partir de coldnias em crescimento
com esporulagdo Q. eucalypti em meio BDA (Batata, dextrose e &gar) apos cinco dias
de incubagdo a 27°C e fotoperiodo de 12 h.

Os fungicidas sistémicos com as respectivas concentragdes, selecionados com
base nos testes in vitro foram: azoxystrobin (0,4 g/l), pyraclostrobin (1,5 mi/l),
tebuconazole (1,5 ml/l), epoxiconazolet+pyraclostrobin (2,5 mi/l) e epoxiconazole
(1,5 mi/N). Os fungicidas foram veiculados em &gua e aplicados por meio de
atomizador manual, em ambas as faces do limbo foliar de plantas de eucadlipto as
quais foram deixadas por 24 h. As avaliagoes foram realizadas pela quantificacéo do

nimero de lesdes por folha
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2.2.1. Efeito protetor

Testouse 0 efeito protetor em diferentes concentracfes de azoxystrobin (0,2;
0,25; 0,4; 0,65 e 0,8 g/l), epoxiconazole (0,75; 1,125, 1,5, 1,875 e 2,25 ml/l);
epoxiconazoletpyraclostrobin (1,25; 1,875; 2,5; 3,125 e 3,75 ml/l), pyraclostrobin
(0,75; 1,125, 1,5, 1,875 e 2,25 ml/l) e tebuconazole (0,75; 1,125, 1,5, 1,875 e 2,25
mi/l). A concentragdo mediana foi determinada com base em concentragoes
recomendadas comercialmente para culturas agrondmicas. As demais concentracdes
s80 25 e 50% inferiores e superiores a concentragdo mediana. Para 1Sso,
pulverizaram-se os fungicidas nas plantas, as quais, apos 24 h, foram inoculadas com
Q. eucalypti e colocadas em camara de crescimento a 28 °C e fotoperiodo de 12 h.

apos 10 dias avaliou-se 0 numero de lesbes por folha.

2.2.2. Efeito curativo

Utilizaram-se os seguintes fungicidas e corcentragdes. azoxystrobin (0,4 g/l),
epoxiconazole (1,5 ml/l), epoxiconazolet+pyraclostrobin (2,5 mi/l) e tebuconazole
(1,5 mi/l). Ap6s 10 dias da inoculacdo do patdgeno e cinco da aplicacdo dos
fungicidas, a partir de quatro folhas totalmente expandidas, previamente marcadas,
foram retirados cinco fragmentos/folha das bordas das lesdes a fim de avaiar a
sobrevivéncia do patégeno. Paraisso, os fragmentos foram colocados sucessivamente
em acool a 70%, hipoclorito de sodio a 5% e duas lavagens sucessivas com agua
destilada esterilizada, e transferidos para meio agar-agua, em placa de Petri. Apos 5
dias, foi feita a avaliagdo baseada no crescimento de Q. eucalypti a partir das lesdes
em cada placa de Petri e cal culou-se a porcentagem de crescimento médio a partir das

lesdes.

2.2.3. Efeito anti-esporulante

Para avaliar o efeito anti-esporulante dos fungicidas, as mudas foram

inoculadas com o patdgeno e apos 10 dias em camara de crescimento a 28 °C. As
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plantas foram transferidas para casa-de-vegetacdo. Apos cinco dias, plantas contendo
lesbes sem esporulacdo foram pulverizadas com os diferentes fungicidas e
transferidas para cdmara de crescimento a 28 °C. Apos seis dias, retiraram-se discos
de 3 mm de didmetro das folhas lesionadas com auxilio de um perfurador. Os discos
foram transferidos para tubos de ensaio contendo 5 ml de agua destilada esterilizada.
Apés agitacdo para a liberacdo dos esporos das lesdes, determinou-se o nimero de

esporos/ml com auxilio de hemacitémetro.

2.2.4. Efeito sobre a producao de esporos

Avaliouse o efeito dos fungicidas sobre a produgdo de esporos ao longo do
tempo. Para isso, as mudas foram inoculadas conforme descrito anteriormente e apds
10 dias em camara de crescimento, realizou-se a pulverizagdo dos fungicidas. Apos
24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h da pulverizacdo, foram retirados discos de 3mm de
didmetro das folhas lesionadas com auxilio de um perfurador. Os discos foram
colocados em tubos de ensaio contendo 5ml de agua destilada esterilizada e agitados
para aliberacéo dos esporos das lesdes. A quantificacdo do nimero de esporos/ml foi

realizada com auxilio de hemacitometro.

2.3. Efeito de fungicidas sobre a capacidade produtiva de minicepas e sobre o

crescimento de mudas de eucalipto

Os experimentos foram realizados em minijardim clona em leito de areia,
empregando-se trés clones hibridos de eucaipto (E. grandis x E. urophylla).
Utilizaram: se os seguintes fungicidas e concentractes. pyraclostrobin — 1,5 e 3,0 mi/I,
azoxystrobin — 0,2 e 0,4 ml/l, epoxiconazolet+pyraclostrobin — 2,5 e 50 ml/l,
epoxiconazole — 1,5 e 3,0 ml/l, tebuconazole — 2,0 e 4,0 ml/l, triadimenol — 2,0 € 4,0
ml/|l e tetraconazole — 1,0 e 2,0 ml/l. Os fungicidas foram aplicados com pulverizador
manual com bico getor tipo cone. A solucéo de fungicidas foi preparada e aplicada
duas vezes num intervalo de sete dias. ApOs sete dias da Ultima aplicacdo, as

miniestacas foram coletadas, quantificadas por tratamento.
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Das miniestacas coletadas, 25% foram estagueadas em substrato de
enraizamento congtituido de mistura de composto de casca de eucalipto, casca de
arroz carbonizada, vermiculita (50:25:25), enriquecida com 3 Kg de Osmocote
(19:06:10)/nT e 3 Kg de Super Fostato Simples/nt e colocadas em casa-de-
enraizamento. Apos 25 dias, quantificorse 0 nimero de miniestacas enraizadas e,
posteriormente cal culouse 0 enraizamento médio.

Para avaliar a producdo de biomassa do sistema radicular, as raizes foram
lavadas em &gua de torneira até que todo o substrato fosse inteiramente removido. As
raizes foram acondicionadas em saco de papel e levadas a estufa para secagem
(70°C/48h). Apds a secagem, determinou-se a biomassa radicular seca (mg) em

balanca de preciséo.

2.4. Delineamento experimental e anélises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado e repetidos por duas vezes ao longo do tempo. Utilizouse esgquema
fatorial para: os testes in vitro 10x7 (Fungicida x Concentracéo), efeito protetor 5x5
(Fungicida x Concentragéo), efeito sobre a producéo de esporos 4x7 (Fungicida x
Tempo). Nos experimentos de atividade anti-esporulante utilizaram-se 5 tratamentos
e para verificar e efeito de fungicidas sobre a capacidade produtiva de minicepas e
sobre 0 crescimento de mudas de eucalipto utilizouse esquema fatorial 9x2
(Fungicida x Concentragdo). Em todos o0s experimentos utilizaramse quatro
repeticdes por tratamento e uma testemunha pulverizada com agua.

Para andlise dos testes in vitro, calcularamse os vaores de ECsg
(Concentracéo efetiva inibitoria de 50% do crescimento micelial e da germinacéo de
conidios), por meio da transformacdo logprobit (Finney, 1971), com base nos
resultados da inibicdo do crescimento micelial e da germinacéo de conidios, para cada
fungicida. Calculorse também a CMI (Concentracdo minima inibitéria) de cada
fungicida. A sensibilidade foi classificada em quatro categorias de acordo com a
escala de Edgington et al. (1971) adaptada, em que: EC5p < 1 pg i.a/ml: ata
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sensibilidade (AS); ECso 1 — 10 pg i.a/ml: moderada sensibilidade (MS); ECso 10 —
50 pgi.a/ml: baixa sensibilidade (BS) e ECsp > 50 pg i.a/ml: insensibilidade (15).

As analises foram processadas com auxilio do programa SAEG. Utilizouse o
teste de Lilliefors para verificar a normalidade dos dados e o teste de Cochran para
verificar a homogeneidade de variancias. Os dados foram submetidos & andlise de
variancia (ANOVA). Para comparacdo das meédias, utilizou-se o teste de Tukey (&
=0,05).

3. Resultados

3.1. Efetividade in vitro de fungicidas

A efetividade dos fungicidas variou com o patdgeno e o principio ativo
utilizado. Quanto ao crescimento micelia Q. eucalypti foi atamente sensivel a
epoxiconazole, pyraclostrobin, epoxiconazole+pyraclostrobin, tetraconazole e
triadimenol. Quanto a germinacdo de conidios, os mais efetivos foram azoxystrobin,
pyraclostrobin, epoxiconazole+pyraclostrobin, epoxiconazole. Para tebuconazole ndo
foi possivel calcular a ECsp, pois o crescimento micelial do fungo foi inibido em
100% em todas as concentragdes testadas. Entretanto, quanto a germinacdo de
conidios Q. eucalypti teve moderada sensibilidade. Triadimenol também foi pouco
efetivo quanto a germinagdo de conidios. Boscalid foi pouco efetivo, tanto para o
crescimento micelial quanto para a germinacdo de conidios (Tabela 1). Para
carbendazim, n&o foi observada inibi¢do do crescimento micelia e da germinagdo de

conidios nas concentragdes testadas.



3.2. Eficiéncia dos fungicidas em plantas de eucalipto

3.2.1. Efeito protetor

O efeito protetor variou com o principio ativo utilizado. Contudo, ndo houve
interac@o de concentracdo, fungicida e época. Todos os fungicidas inibiram a infeccdo
de Q. eucalypti. Epoxiconazolet+pyraclostrobin, epoxiconazole, pyraclostrobin e
tebuconazole protegeram eficientemente as mudas de eucalipto nas concentractes
utilizadas e reduziram a infeccdo em aproximadamente 85%, independente da
concentracdo testada. Azoxystrobin inibiu ainfeccdo em aproximadamente 40% (Fig.
1). Pyraclostrobin, apesar de inibir ainfecgdo, provocou queima nas bordas das folhas

pulverizadas ndo foi testado quanto aos efeitos curativo e anti-esporulante.

3.2.2. Efeito curativo

O efeito curativo variou de acordo com o principio ativo empregado. O
fungicida mais efetivo foi epoxiconazole+pyraclostrobin, 0 que resultou em 90% de
erradicacdo. Os fungicidas epoxiconazole e tebuconazole erradicaram 0 patdbgeno em
30 e 20% das lesdes, respectivamente. Azoxystrobin ndo diferiu da testemunha (Fig.
2). Para epoxiconazole e tebuconazole, observou-se esporulagdo no centro das lesdes
apos 96 h da aplicacéo dos fungicidas. Para epoxiconazolet+pyraclostrobin, ndo houve

crescimento do fungo apds realizado o isolamento indireto.
3.2.3. Efeito anti-esporulante

A aplicagdo dos fungicidas sobre as lesbes sem esporos evidenciou que
epoxiconazole, epoxiconazole+pyraclostrobin e tebuconazole foram os mais efetivos,

guanto ao efeito anti-esporulante de Q. eucalypti. Azoxystrobin apresentou efeito

intermediério em relagdo aos demais fungicidas testados (Fig. 3).
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3.2.4. Efeito sobre a producéo de esporos

A producdo de esporos foi afetada por todos os fungicidas testados.
Epoxiconazole+pyraclostrobin resultou em 100% de reducéo a partir de 72h da
aplicacdo. Em contrapartida, a maior inibicdo da producdo de esporos para
azoxystrobin ocorreu somente a partir de 120 h, e posteriormente houve um
incremento no nimero de esporos. Os fungicidas epoxiconazole e tebuconazole

apresentaram 100% de eficiéncia a partir de 96 e 144 h, respectivamente (Fig. 4).

3.3. Efeito de fungicidas sobre a capacidade produtiva de minicepas e sobre o

crescimento de mudas de eucalipto

O efeito dos fungicidas variou de acordo com o clone e variavel analisada.
N&o houve interagdo significativa fungicida x dose para nenhum dos clones testados.
A excegdo de epoxiconazole+pyraclostrobin, nenhum dos fungicidas afetou a
producdo de miniestacas, o enraizamento médio e a producéo de biomassa radicular
(Figs. 5, 6 e 7). Dois dos clones testados ndo diferiram estati sticamente da testemunha
para as trés variaveis analisadas. O nimero médio de miniestacas produzidas foi
reduzido apés a aplicacdo de epoxiconazolet+pyraclostrobin. Os demais fungicidas
nao diferiram estatisticamente da testemunha (Fig. 5A-5C).
Epoxiconazole+pyraclostrobin ~ também  influenciou,  significativamente, o
enraizamento de miniestacas de eucalipto do clone 1. Os demais fungicidas néo
diferiram da testemunha para variavel (Fig. 6A-6C). O clone 1 também foi
influenciado negativamente quanto a producdo de biomassa radicular. Os demais

fungicidas ndo influenciaram nessa variavel (Fig. 7A-7C).

4. Discussao

Nesse estudo, Q. eucalypti teve baixa sensibilidade a azoxystrobin, como

também observado em outros estudos. Essa baixa sensibilidade micelial foi atribuida
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a ativacéo da respiracéo aternativa (Olaya et a., 1998; Ypema e Gold, 1999). O
modo de ac&o de estrobilurinas € bastante conhecido, na qual blogueiam o transporte
de elétrons do citocromo b para o c1, sendo inibidores especificos do complexo I11 da
cadeia de respiragdo mitocondria (Y pema e Gold, 1999).

A aividade protetora varou com o fungicida testado e isso pode estar
relacionado com a persisténcia do principio ativo nos tecidos da planta, uma vez que,
Q. eucalypti, antes de infectar, coloniza amplamente a superficie foliar por um
periodo minimo de 10 dias (Andrade, 2004). Sendo assm, acreditase que
epoxiconazolet+pyraclostrobin,  epoxiconazole, pyraclostrobin e tebuconazole
persistem no interior dos tecidos por pelo menos 10 dias. Também foi observada
atividade protetora de triazdis para Puccinia psidii, outro importante patégeno de
eucalipto (Ruiz, 1988).

Epoxiconazole+pyraclostrobin apresentou alta atividade curativa e impediu o
crescimento do fungo a partir dos tecidos lesionados. Embora, a acdo fosse mais
eficaz nos tratamentos protetores que nos curativos, como visto também por
Karadimos et al. (2005), epoxiconazole e tebuconazole também inibiram o
crescimento do fungo em parte das lesdes. Triazéis também foram eficientes no
controle de Cercospora beticola em beterraba agucareira em condi¢cdes de campo
(Khan e Smith, 2005). Azoxystrobin teve eficiéncia moderada no controle de C.
beticola e Erysiphe betae (Anesiadis et a., 2003) e Plasmopara viticola (Wong e
Wilcox, 2001). Nesse estudo, somente com 0 fungicida
epoxiconazolet+pyraclostrobin ocorreu inibigdo do crescimento em 90% das lesdes.
Esse resultado esta relacionado ao alto potencia curativo desse principio ativo. Em
outros trabalhos, varios principios ativos ndo mataram o fungo ja estabelecido no
interior dos tecidos do hospedeiro (Wong e Wilcox, 2001; Anesiadis et al., 2003;
Karadimos et al., 2005), o que pode estar relacionado a concentracdo que atinge,
efetivamente, o interior do tecido. A baixa concentracéo impede a expansdo da lesdo,
sem contudo, erradicar o fungo estabelecido.

Na avaiagdo do efeito  anti-esporulante, a  excecdo de
epoxiconazolet+pyraclostrobin, todos os demais fungicidas ndo impediram que Q.

eucalypti tornasse a esporular. Azoxystrobin foi 0 menos efetivo, embora tenha
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ocorrido decréscimo significativo na producéo de esporos em relacdo a testemunha.
Em outros trabalhos, azoxystrobin também foi eficiente em reduzir a producdo de
esporos de diferentes patdgenos (Leinhos et al., 1997; Anesiadis et a., 2003). O
efeito anti-esporulante € extremamente importante para o controle de doencas em
minijardim de eucalipto, sobretudo porque, nesse loca, as minicepas S&0
constantemente manejadas, o que favorece a disseminagao por ferramentas de podas e
pelos operérios.

A eficécia de azoxystrobin na reducdo da esporulacdo manteve-se ao longo do
tempo até 144 h. O que sugere um intervalo de aplicacdo de seis dias (Fig. 4).
Adicionalmente, epoxiconazoletpyraclostrobin reduziu em 100% a esporulacéo a
partir de 72 h, sem haver aumento posterior na producdo de esporos. Em vista desse
resultado, pode-se racionalizar as pulverizagbes dos principios ativos em condicoes
de viveiros, com o estabelecimento de um periodo de caréncia para a coleta de
brotagdes de 72 h para este principio ativo.

O efeito dos triazdis e estrobilurinas como reguladores do crescimento de
plantas, dém da atividade fungicida, foi estudado para vérias culturas como trigo
(Grossman e Retzlaff, 1997; Ypema e Gold, 1999), milho (Buchenauer e Rohner,
1985), fumo, gramineas (Kane e Smiley, 1983), feijdo (Davis et al., 1985) e macieira
(Fletcher e Nath, 1984). Nesse estudo, epoxiconazolet+pyraclostrobin reduziu o
lancamento de (miniestacas) brotos de eucalipto. Triazdis também reduziram o
lancamento de brotos e o crescimento de outras plantas (Kane e Smiley, 1983).
Embora em outros estudos, com triazois e estrobilurinas, tenham sido observados
efeitos benéficos sobre a producdo e crescimento de plantas (Y pema e Gold, 1999;
Baby et d., 2004).

Epoxiconazole+pyraclostrobin reduziu o enraizamento de miniestacas para
um dos clones testados. Triazdis usados como retardantes do crescimento de plantas,
agem de forma antag6nica a atividade ou biossintese de giberelinas que norma mente
inibem o enraizamento (Hartmann et al., 1997). Como verificado nesse estudo,
epoxiconazolet+pyraclostrobin influenciou negativamente o enraizamento e a
producdo de biomassa radicular para um dos clones testados. Segundo aguns

estudos, os triazois induzem amplas mudangas na morfologia e anatomia de plantas,
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as guais estéo relacionadas com o balanco hormonal (Gao et a., 1988; Baby et d.,
2004). Dentre os efeitos dos triazdis e estrobilurinas descritos na literatura, ja foram
constatados: decréscimo de massa da parte aérea, tamanho da folha e tamanho da
célula epidermal e incremento da espessura do mesofilo, cera epicuticular e tamanho
de cloroplasto, bem como, o estreitamento de estdmato, incremento ou reducéo de
biomassa radicular ou da parte aérea, incremento na producdo de gréos, dentre outros
(Fletcher, 1986, Gao et al., 1988; Y pema e Gold, 1999; Baby et a., 2004).

Os fungicidas podem influenciar nas propriedades reguladoras de crescimento
de plantas em diferentes graus, dependendo do genétipo da planta. Além disso,
muitos reguladores de crescimento de plantas podem estar envolvidos nesse processo.
Por isso, a aplicagdo de fungicidas, em viveiros, deve ser otimizada a fim de evitar
fitotoxicidade e efeitos deletérios sobre a capacidade produtiva de minicepas e sobre
0 crescimento de mudas. Assim, conclui-se que, 0s produtos epoxiconazole e
tebuconazole foram os mais efetivos, pois apresentaram atividade protetora, curativa

e anti-esporulante e ndo foram fitotoxicos a minicepas e mudas de eucalipto.
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Tabelal
Concentracéo inibitoria de 50% do crescimento micelial e da germinacéo de conidios
(ECsp), Concentracdo minima inibitéria (CMI) e sensibilidade in vitro de

Quambalaria eucalypti a fungicidas

Germinacao de conidios Crescimento micelial
Fungicida (mg i.a/ml) (mg i.a/ml)
ECso Sensibilidade* CM | ECso Sensibilidade* CMI
Azoxystrobin 0,12 AS 785,29 28,7 BS >1000
Boscalid 574,83 IS >1000 4,38 MS >1000
Carbendazim *k *k > o o o
Epoxiconazole 0,23 AS 90,7 <0,1 AS 0,15
Epoxiconazolet+pyraclostrobin- <0,1 AS 9,51 <0,1 AS 0,13
Pyraclostrobin
0,32 AS 72,24 <0,1 AS 24,4
Tebuconazole 8,02 MS >1000 o o **
Tetraconazole 13,45 BS >1000 0,13 AS 1,77
Triadimenol 738,62 IS >1000 <0,1 AS 2,05

*AS — Alta Sensibilidade, MS — Moderada Sensibilidade, BS — Baixa Sensibilidade, 1S — Insensivel.

**yalores ndo cal culados.
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Fig. 1. Inibicdo média da infeccdo de Quambalaria eucalypti em folhas de eucalipto
apos pulverizagdo com diferentes fungicidas. AZO - azoxystrobin, EPO -
epoxiconazole, EPO-PY R — epoxiconazoletpyraclostrobin, PYR — pyraclostrobin e
TEB - tebuconazole. CV: 17,02%. Colunas sob a mesma letra ndo diferem entre s,
estati sticamente pelo teste de Tukey (4=0,05).
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Fig. 2. Crescimento médio de Quambalaria eucalypti em meio de cultura apos
isolamento indireto. AZO — azoxystrobin, EPO — epoxiconazole, EPO-PYR —
epoxiconazoletpyraclostrobin, PYR — pyraclostrobin, TEB — tebuconazole e TEST —
testemunha. Colunas sob a mesma letra ndo diferem entre si, estatisticamente, pelo
teste de Tukey (a=0,05), CV: 3,90%.
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Fig. 3. Niumero médio de conidios de Quambalaria eucalypti ap6s aplicacdo de
fungicidas sobre lesbes foliares. AZO — azoxystrobin, EPO — epoxiconazole, EPO-
PY R — epoxiconazoletpyraclostrobin, PYR — pyraclostrobin, TEB — tebuconazole e
TEST - testemunha. Colunas sob a mesma letra ndo diferem entre 9,
estati sticamente, pelo teste de Tukey (4=0,05), CV: 18,50%.
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Fig. 4. Numero médio de conidios (n) de Quambalaria eucalypti produzidos ao longo
do tempo apos aplicagdo dos fungicidas AZO — azoxystrobin, EPO — epoxiconazole,
EPO-PY R — epoxiconazol e+pyraclostrobin e TEB — tebuconazole.
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Fig. 5. Efeito de fungicidas sobre a producdo média de miniestacas de eucalipto. A)
Clone 1. CV (%): 9,69, B) Clone 2. CV (%): 14,50 e C) Clone 3. CV (%): 4,58. AZO
— Azoxystrobin, PYR — Pyraclostrobin, TET — Tetraconazole, TEB — Tebuconazole,
TRI — Triadimenol, EPO-PYR - Epoxiconazoletpyraclostrobin, EPO —
epoxiconazole e TEST — Testemunha. Os dados foram transformados em Log (X).
Colunas sob a mesma letra ndo diferem entre si, estatisticamente, pelo teste de Tukey
(a=0,05).
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Fig. 6. Efeito de fungicidas sobre o enraizamento médio de miniestacas de eucalipto.
A) Clone 1. CV (%): 10,01 B) Clone 2. CV (%): 17,99 e C) Clone 3. CV (%): 10,31.
AZO - Azoxystrobin, PYR — Pyraclostrobin, TET — Tetraconazole, TEB —
Tebuconazole, TRI — Triadimenol, EPO-PY R — Epoxiconazolet+pyraclostrobin, EPO
— epoxiconazole e TEST — Testemunha. Os dados foram transformados em raiz
guadrada. Colunas sob a mesma letra ndo diferem entre si, estatisticamente, pelo teste
de Tukey (a=0,05).
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Fig. 7. Efeito de fungicidas sobre a producdo de biomassa de mudas de eucalipto. A)
Clone 1L CV (%): 27,40, B) Clone 2. CV (%): 31,76 e C) Clone 3. CV (%): 15,64.
AZO — Azoxystrobin, PYR — Pyraclostrobin, TET — Tetraconazole, TEB —
Tebuconazole, TRI — Triadimenol, EPO-PY R — Epoxiconazolet+pyraclostrobin, EPO

— Epoxiconazole e TEST — Testemunha. Os dados foram transformados em raiz

guadrada. Colunas sob a mesma letra ndo diferem entre si, estatisticamente, pelo teste
de Tukey (a=0,05).
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CONCLUSOES GERAIS

Na primeira parte desse trabalho conclui-se que dentre os fungicidas testados,
epoxiconazole, epoxiconazolet+pyraclostrobin e tebuconazole destacaramse quanto
ao efeito protetor, curativo e anti-esporulante para Cylindrocladium candelabrum.
Além disso, tiveram atividade trandlaminar e persisténcia nos tecidos da planta.
Tebuconazole protegeu plantas de eucalipto contra C. candelabrum em 100% em até
15 dias e epoxiconazole e epoxiconazolet+pyraclostrobin em até 10 dias da aplicacéo
dos produtos, o que indica maior intervalo de aplicagdo em condigdes de viveiro.

Na segunda parte, conclui-se que os produtos epoxiconazole e tebuconazole
tiveram atividade protetora, curativa e anti-esporulante a Q. eucalypti, ndo

influenciaram na capacidade produtiva de minicepas, ho enraizamento e na producéo
de biomassaradicular.
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