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Resumo: Este protocolo descreve procedimentos metodoldgicos e
analiticos padronizados para ensaios de campo destinados a
avaliagdo da eficacia de fungicidas no controle de doencas foliares
do milho, que frequentemente limitam a produtividade em
sistemas de cultivo intensivos, especialmente na safrinha. Os
ensaios sdo conduzidos por instituicGes publicas e privadas em
regides representativas dos biomas Mata Atlantica e Cerrado, sob
infeccdo natural, com hibridos suscetiveis e delineamento em
blocos casualizados. As aplicagdes de fungicidas ocorrem em
estadios fenoldgicos criticos, e a severidade das principais
manchas foliares e ferrugens é avaliada periodicamente com
escalas diagramaticas. A severidade é sumarizada por AACPD, a
produtividade é estimada nas parcelas Uteis e as analises incluem
abordagens tradicionais e metanaliticas. O protocolo visa garantir
comparabilidade entre ensaios e subsidiar decisGes técnicas sobre
manejo quimico do milho.
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Introdugao

O potencial produtivo das lavouras de milho é
fortemente afetado pela ocorréncia de doencas
foliares (manchas e ferrugens), especialmente em
hibridos suscetiveis (Munkvold e White, 2016).
Devido ao aumento dos cultivos consecutivos,
notadamente de segunda safra ou safra de inverno
(safrinha), epidemias de doencas foliares se
tornaram  frequentes e com  distribuicao
generalizada em lavouras no Brasil, o que limita a
produtividade do milho (Custédio et al., 2024).
Embora a resisténcia genética seja o método de
controle mais efetivo das doengas do milho (Mueller
et al., 2013; Wise et al., 2016), e niveis aceitaveis de
resisténcia as principais doencas foliares possam ser
encontrados em hibridos comerciais, raramente um
hibrido apresentara resisténcia a multiplas doencas.

Nos principais estados produtores de milho,
como Parana, Mato Grosso do Sul, Goias e Mato
Grosso, o controle quimico é um dos mais
importantes métodos empregados para proteger os
hibridos das doencas foliares nos estadios
vegetativos e reprodutivos. Portanto, é de
fundamental importancia determinar a eficacia dos
fungicidas recomendados por meio de pesquisas em
campo, cujos protocolos devem estar padronizados
(Custddio et al., 2020; Custddio et al., 2024).

Esta publicacdo tem por objetivo descrever os
critérios e procedimentos metodolégicos e analiticos
recomendados na padronizacdo dos ensaios de
campo conduzidos por profissionais pesquisadores
integrantes da rede cooperativa de avaliacao de
fungicidas para controle de doencas foliares do
milho.

Metodologia do Protocolo

As instituicdbes de pesquisa, publicas ou
privadas, conduzem os ensaios de campo
distribuidos no bioma Mata Atlantica e Cerrado,
abrangendo as principais macrorregides subtropical
e tropical, em importantes 4areas produtoras de

milho. Para isso, empresas de fungicidas
disponibilizam as amostras dos tratamentos. Os
ensaios, sejam de misturas prontas (Ensaio I) ou de
monitoramento de principios ativos isolados (Ensaio
Il), sdo conduzidos de forma independente e
simultanea, em areas representativas com ocorréncia
de doencas foliares. O protocolo contendo o
posicionamento dos fungicidas a serem testados, os
ajustes metodoldgicos para a realizagdo dos ensaios,
as visitas técnicas em campo, a sumarizagdo
conjunta dos resultados e a forma de comunicacao
das informacdes serdo definidos em reunides
previamente agendadas com  todos  os
representantes das Instituicdes parceiras.

Caracteristicas e manejo dos experimentos

Os experimentos s3o conduzidos sem
inoculagdo artificial em locais com ocorréncia
natural de doengas foliares. Os ensaios sdo
realizados de janeiro a agosto, com a semeadura
entre janeiro e fevereiro, preferencialmente sobre
palhada de milho, a fim de aumentar o inéculo de
patégenos associados as doencas foliares. Deve ser
utilizado um hibrido simples de milho com
representatividade comercial na regido, de ciclo
precoce ou superprecoce, geneticamente modificado
para resisténcia a insetos e herbicidas e suscetivel as
doencas foliares alvos. Sempre que possivel, o
hibrido escolhido deve apresentar adequados niveis
de tolerancia e resisténcia as outras doencas
nao-alvo, sobretudo ao complexo de enfezamentos e
viroses. A unidade experimental (parcela) sera
composta por, no minimo, quatro a seis linhas,
dependendo do espacamento adotado. Esse pode
variar conforme o padrao utilizado na regidao e/ou
area experimental e, principalmente, de acordo com
a doenca alvo. Por exemplo, para os ensaios
conduzidos para mancha branca e mancha de
cercéspora, utilizar preferencialmente o}
espacamento de 0,80 a 0,90 metros entre linhas para
favorecer a ocorréncia dessas doencas. Por outro
lado, os ensaios conduzidos para mancha de
bipolaris, mancha de turcicum, mancha de
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macroéspora e ferrugens, o espagamento preferencial
serd mais reduzido, de 0,45 a 0,60 metros entre
linhas. Assim, a quantidade minima de linhas serd
seis para espacamentos reduzidos e quatro para
espagamentos maiores, utilizando sempre as duas
linhas centrais como Uteis para as avaliacdes e as
laterais como bordadura. A populagdo inicial de
plantas serd definida conforme a recomendacao
regional para o hibrido e o ambiente de producao,
considerando especialmente a época de semeadura.
E sugerido aumentar a quantidade de sementes em
10 a 20%, em relacdo a recomendada, com posterior
adequacdo do estande, desbastando as plantas
excedentes, para obtencao de estande uniforme. Ndo
sera feita correcao da produtividade pela populagao
de plantas, portanto, é muito importante manter o
mesmo estande de plantas em todas as linhas.

Nos ensaios, os tratamentos experimentais
incluirdo produtos comerciais registrados para a
cultura, produtos comerciais e produtos nao
comerciais em fase de registro especial tempordario |l
(RETIN). A dose utilizada serd a indicada pelo
fabricante. Os ensaios serdo compostos por
fungicidas formados por moléculas simples, misturas
duplas e misturas triplas, sem ou com associacao de
fungicidas multissitios. Além disso, serdo incluidos
tratamentos padrao, consistindo em um controle
positivo, com fungicidas sitio-especifico e multissitio
registrados para a cultura, e um controle negativo,
sem aplicacdo de fungicidas (Custédio et al., 2019ab;
Custddio et al., 2024).

Os tratamentos devem ser aplicados nas linhas
centrais das parcelas evitando assim deriva de
fungicidas no momento das aplicagdes. Sempre que
possivel, deverd ser mantida uma distancia minima
de 0,80 metros entre as extremidades de cada
parcela dentro do bloco. Para estimar a
produtividade, serdo colhidas as espigas de todas as
plantas das duas linhas centrais da &rea (til da
parcela. Para efeito de bordadura, ao redor dos
ensaios a fim de reduzir problemas de acamamento
de plantas das parcelas experimentais ocasionados

por fortes ventos, recomenda-se a semeadura de
uma larga faixa de milho suscetivel a doenca alvo.

Os tratos culturais do campo experimental serao
realizados conforme recomendagdes técnicas
regionais especificas para a cultura do milho
segunda safra de sequeiro. Adubac¢des nitrogenadas
em semeadura e cobertura devem ser realizadas
utilizando dose total superior a 125 kg/ha de
Nitrogénio (N). As sementes devem ser tratadas para
protecdao de patdgenos radiculares e insetos. Para o
controle de percevejos (barriga verde e castanho), os
inseticidas no tratamento de sementes devem ter
neonicotinoides em sua composi¢do, e na parte
aérea tiametoxam mais lambdacialotrina. Para o
controle de lagartas (cartucho, e outras) em parte
aérea, quando necessario, os inseticidas utilizados
devem ser a base de espinosade, lufenuron,
clorantraniliprole, nuvaluron e metomil.

Em todos os ensaios, devem ser realizadas,
sempre que possivel, ao menos quatro aplica¢oes de
inseticidas para o controle da cigarrinha do milho
(Dalbulus  maidis), inseto-vetor de fitopatégenos
associados ao complexo de enfezamentos e viroses.
As aplicacBes de inseticidas devem ser programadas
do estadio vegetativo do milho (Abendroth et al.,
2011) com duas folhas (V2) até oito folhas (V8),
conformeilustrado na Figura 1.

Existem produtos comerciais registrados no
Ministério da Agricultura (AGROFIT/MAPA) dos
ingredientes ativos acima relacionados que
apresentam boa eficiéncia de controle. No entanto,
um conjunto de amostras de inseticidas registrados
para o controle da cigarrinha (e percevejo ou lagarta)
também poderdo ser disponibilizadas pelas
empresas parceiras do projeto.

Delineamento experimental e aplicacao dos
tratamentos

O delineamento experimental serd em blocos
casualizados, com quatro repeti¢cdes. Nos Ensaios | e
Il deste protocolo de pesquisa, a fim de proteger todo
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o estadio fenoldgico do milho e permitir adequada
avaliacdo dos tratamentos, serdo realizadas,
excepcionalmente, trés (3) pulverizacGes sequenciais
dos produtos, aplicadas em periodos criticos de
desenvolvimento das epidemias de doencas foliares.

Os intervalos entre as pulverizacdes devem ser
respeitados, variando de, no minimo, 14 dias e, no
maximo, 28 dias, por corresponderem ao periodo de
maior efetividade dos fungicidas. As pulverizagdes
dos produtos serdo realizadas durante os estadios
vegetativo e reprodutivo do milho (Abendroth et al.,
2011; Custédio et al., 2019ab; Custodio et al., 2024). A
primeira aplicagdo serd realizada no estaddio
vegetativo de seis a oito folhas (V6-V8), podendo ser
antecipada caso o tratamento testemunha sem
fungicida atinja 1% de severidade na parcela.

A segunda pulverizagdo ocorrera no estadio

Bifentrina +
Carbossulfano

Acefato Etiprole Acefato

V2-v3 V4-V5

Fig. 1. Esquema de manejo quimico para controle de pragas no
milho, com quatro aplicagdes sequenciais de inseticidas ao
longo do desenvolvimento vegetativo. As pulverizagdes sdo
distribuidas entre os estagios V2-V8: (1%) acefato em V2-V3; (27)
etiprole em V4-V5; (3%) acefato em V6-V7; e (4%) bifentrina +
carbossulfano em V8, com possibilidade de repeticdo do acefato.

vegetativo pré-pendoamento, entre 10 e 11 folhas
(V10-V11), aproximadamente 14 a 28 dias apds a
primeira aplicacdo. Por fim, a terceira pulverizagao
sera realizada no  estadio reprodutivo
pés-pendoamento, correspondente ao estadgio de
‘grao bolha’ (R2, apds a emissao completa do pendao
e a polinizacdo), também entre 14 e 28 dias ap6s a

segunda aplicagdo (Figura 2).

Os fungicidas serdo aplicados com pulverizador
pressurizado (30 L pol® ou PSI,) com auxilio de
tanque de didxido de carbono, de maneira manual
(costal) ou mecanizado (tratorizado). Visando
proporcionar melhor cobertura de aplicacdao dos
fungicidas em toda area foliar das plantas de milho
nos diferentes estadios fenolégicos, o volume de
calda com vazao constante serd de no minimo 180 L
ha™. Para isso, serd recomendado utilizar uma barra
lateral em aluminio, contendo pontas de
pulverizacdo espagadas em 0,5 metros, utilizando
ponta tipo XR que produz gota fina.

VEGETATIVO

22 aplicagao

REPRODUTIVO ——

12 aplicagao 32 aplicagao

VALRAN

Fig. 2. Esquema dos estddios fenoldgicos e dos momentos
previstos para as aplicagdes dos tratamentos fungicidas no
milho. As pulverizagdes serdo realizadas nos seguintes estddios:
(1%) V6-V8, com possibilidade de antecipagdo caso a testemunha
atinja 1% de severidade na parcela; (2% V10-V1l
(pré-pendoamento), cerca de 14-28 dias ap6és a primeira
aplicacdo; e (3) R2 (grdo bolha, pds-pendoamento),
aproximadamente 14-28 dias ap6s a segunda aplicagao.

Variaveis avaliadas
Doencgas foliares do milho

Em cada localidade, cinco avaliagdes individuais
das doencas foliares do milho deverdo ser
realizadas. As manchas foliares alvo das avalia¢oes
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sdo: mancha de bipolaris (Bipolaris spp.); mancha de
turcicum ou helmintosporiose comum (Exserohilum
turcicum); mancha branca ou mancha de
Phaeosphaeria (Phaeosphaeria maydis ou Pantoea
ananatis); mancha de cercdspora ou cercosporiose
(Cercospora zeina, C. zeae-maydis e C. sorghi var.
maydis) e mancha de macréspora ou mancha foliar
de diplédia (Stenocarpella macrospora e S. maydis).
As ferrugens que podem ocorrer sdo: polissora
(Puccinia polysora), comum (Puccinia sorghi) e
tropical (Physopella zeae).

A avaliacdo da severidade inicial, antes da primeira
aplicacdo dos fungicidas, serd no estadio vegetativo
de seis a oito folhas (V6/V8). As avaliacOes
subsequentes ocorrerdao em intervalos regulares de
aproximadamente 15 dias apds essa primeira
avaliagdo, permitindo o acompanhamento do
progresso da doenca ao longo do ciclo. Dessa forma,
as cinco avaliagOes corresponderdao ao momento
inicial em V6/V8 e aos periodos de cerca de 15, 30, 45
e 60 dias apds esse estadio. A severidade final sera
registrada no estddio reprodutivo de ‘grdo dente’
(R5), entre 14 e 21 dias apds a terceira e (ltima
aplicagao dos fungicidas.

As parcelas experimentais serao avaliadas em
campo pela estimativa visual das doencas, de
maneira ndo destrutiva, com o auxilio de escalas
diagramaticas. Os critérios uniformizados neste
protocolo de pesquisa devem ser seguidos, sempre
que possivel, para melhorar a precisdo, acuracia e
reprodutibilidade das estimativas da severidade das
doencas foliares. Para isso, em cada parcela
experimental deverdo ser escolhidas de forma
aleatéria dez (10) plantas de milho provenientes das
duas (2) linhas centrais evitando selecionar plantas
das extremidades das linhas.

Levando em considera¢do que cada uma das
manchas foliares, e também ferrugens, tem seu
proprio padrdao espacial de sintomas na planta e
folhas, e baseado no crescimento e desenvolvimento
do milho (Abendroth et al, 2011), no estadio
vegetativo, antes da visualizacdo da espiga principal

(primaria), a folha que possuir a maior severidade
devera ser a folha avaliada.

No estddio reprodutivo, ou seja, apds
visualizagdo da espiga principal, recomenda-se o
procedimento adotado por Munkvold (1997). Desta
forma, deve-se observar a folha da espiga (Fe), as
folhas do terco inferior da planta, que compreendem
até a terceira folha abaixo da espiga (Fe-3) e o terco
superior da planta, até a terceira folha acima da
espiga (Fet+3) (Munkvold, 1997). Assim, em cada uma
das 10 plantas por parcela devera ser observada qual
das sete (7) folhas entre Fe-3, Fe e Fe+3 possui maior
severidade da respectiva doenca e, especificamente
nesta folha, devera ser feita a avaliacao da doenca.

Quando houver mais de uma doenca foliar a ser
avaliada na mesma lavoura, ndo é necessario utilizar
a mesma folha da planta de milho para todas elas.
Cada doenca apresenta um padrao préprio de
distribuicao espacial no dossel, o que significa que a
severidade maxima pode ocorrer em folhas
diferentes, inclusive na mesma data. Da mesma
forma, a mesma folha nao precisa ser avaliada em
todas as cinco datas de observagao. Ao longo do
ciclo, o nivel foliar que melhor expressa a severidade
de uma doenca pode mudar devido a progressao
vertical dos sintomas, a dindamica da infec¢do ou ao
processo natural de senescéncia das folhas basais.
Por essa razao, recomenda-se que, em cada
avaliacdo, a equipe identifique a folha que apresenta
a maior severidade para a doenga em questdo entre
as sete folhas citadas da planta. Essa pratica
aumenta a sensibilidade da medicdo e garante que a
severidade registrada represente, de forma
consistente, a fase atual da epidemia. Para
orientagdes adicionais sobre  procedimentos
padronizados de avaliacdo de doencas foliares em
milho, consulte o website da RFT - Rede
Fitossanidade Tropical
(http://www.fitossanidadetropical.org.br).

E importante destacar que para o grupo das
manchas foliares, a folha inteira devera ser avaliada
para estimar a severidade com auxilio de escalas
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diagramaticas (consultar escalas diagramaticas em:
https://www.fitossanidadetropical.org.br/ferramenta
s/escalas-diagramaticas). Por outro lado, adotando
o procedimento seguido por Koch et al. (2021), para o
grupo das ferrugens, sempre que possivel, devera ser
selecionado um fragmento de 30 centimetros da
folnha que possui a maior severidade e,
especificamente nesta parte da folha, devera ser feita
a estimativa visual direta, com auxilio das escalas
diagramaticas. A severidade final das doencas
foliares em cada parcela experimental serd obtida
pela média das 10 estimativas individuais de
severidade. Assim, em todos os ensaios da rede
cooperativa, a severidade das lesOes foliares serd
apresentada separada em dois grupos: manchas
foliares e ferrugem. (Munkvold e White, 2016;
Custddio et al., 2019ab; Custddio et al., 2024).

Os valores individuais de severidade das
doencas foliares nas cinco avaliagdes serdo utilizados
para obter um valor numérico para representar a
severidade total da doenca (Shaner e Finney, 1977), a
area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD).

n—1

AACPD =) [

i=1

Y; + Y,

5 1] (Tis1 — T2)
onde AACPD corresponde a area abaixo da curva de
progresso da doenca; Yi a proporc¢ao da doenca na

i-ésima observacao; T aotempo em dias nai-nésima
observac¢do; e n ao nimero total de observagdes.

A eficacia dos fungicidas serd calculada pela
porcentagem de controle, utilizando os valores da
AACPD de cada tratamento experimental em relagao
ao tratamento testemunha sem fungicida foliar,
multiplicado por 100. Os valores da severidade final
também serdo apresentados para fins de facilitar a
interpretacdo dos resultados em relacdo a pressao
das doengas.

Produtividade do milho

Apds o grao atingir o ponto de ‘maturidade
fisiolégica’ (R6), todas as plantas das duas linhas
centrais de cada parcela serdo colhidas para
avaliacdo da produtividade (kg/ha). Para efetuar o
calculo de produtividade, a umidade dos graos em
todos o0s ensaios cooperativos deverd ser
padronizada em 13%.

Andlise estatistica
Andlise conjunta tradicional

Para as analises de cada ensaio, os dados
originais de doenca e produtividade serdo
inicialmente  submetidos a verificagdo dos
pressupostos da analise de variancia (ANOVA),
incluindo homocedasticidade e normalidade dos
residuos. Havendo necessidade, transformacdes
serdo usadas para que as premissas sejam atendidas.
As médias dos tratamentos com significancia na
ANOVA, serdao comparadas pelo teste de Tukey (P <
0,05).

Para a andlise conjunta tradicional dos ensaios
cooperativos, serd inicialmente examinada a
homogeneidade das variancias residuais das analises
individuais. Conforme o critério classico apresentado
por Pimentel-Gomes (2009), a razao entre a maior e a
menor variancia residual (QMres) deve ser inferior a
sete para que 0s ensaios possam ser agrupados.
Atendido esse pressuposto, as varidveis serao
analisadas conjuntamente dentro de cada grupo
definido.

Modelo metanalitico para miiltiplos tratamentos

Alternativamente a abordagem tradicional,
também serd considerado o uso de um modelo
metanalitico de rede para mdultiplos tratamentos
(Piepho; Williams; Madden, 2012; Madden; Piepho;
Paul, 2016). O modelo serd ajustado diretamente as
médias dos tratamentos, com transformacao log(x)
para os valores de severidade e AACPD, enquanto
que os valores de produtividade serdao mantidos sem
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transformacdo. A variabilidade intra-estudo
(variancia amostral) serd estimada a partir do
quadrado médio do residuo (QMR) obtido das
ANOVAs individuais.

As estimativas médias das respostas serdo
ponderadas pela variancia inversa de cada ensaio.
Modelos de méaxima verossimilhanca restrita serao
ajustados com a fung¢dao rma.mv do pacote metafor
do ambiente estatistico R (Viechtbauer, 2010). As
médias marginais estimadas para cada tratamento
serao obtidas com a funcdo emmeans, e as
comparagdes mdltiplas serdo conduzidas pela
funcdo cld do pacote multcomp, utilizando o teste de
Tukey (P =< 0,05) para identificar diferencas
significativas entre as médias dos tratamentos.

Além disso, analises de correlagdo de Pearson
serao realizadas entre a produtividade e a severidade
de cada doenca.

Resultados esperados

Os resultados obtidos com este protocolo de
pesquisa serdo importantes para auxiliar os
programas de pulverizacdes de fungicidas que
prescindem de informacdes mais precisas em
diferentes regides produtoras de milho tipo ‘grao’

Além dos resultados anuais e treinamento
profissional ao longo dos anos, a coleta de
informacoes sobre ‘doencas’ e ‘produtividade’ ao
longo de uma década, possibilitard a realizacdo de
inferéncias estatisticas mais consistentes,
contribuindo para um melhor entendimento
epidemiolégico e auxiliando na geracdo de
informagdes em patologia de milho tropical e na
transferéncia de conhecimento consolidado aos
extensionistas.

E esperado com o desenvolvimento deste
protocolo i) aperfeicoar o posicionamento
estratégico de fungicidas foliares, nos estadios
vegetativo e reprodutivo do milho para reduzir os
danos ocasionados por miltiplas doencas, e ii)

disponibilizar novas opg¢des de moléculas de
fungicidas sitio-especifico ou multissitio com
diferentes modos de acdo ou novas combinagdes de
formulagdes para controlar multiplas doencas.

No campo, algumas questdes sempre sao
importantes aos profissionais da assisténcia técnica
e extensdo rural. Quatro perguntas foram formuladas
para os Ensaios | e Il: Para quais doencas foliares
devo pulverizar? Quais fungicidas devo utilizar? Qual
é o limiar de dano econ6mico? Qual € a rentabilidade
do uso de fungicidas em milho safrinha? Os ensaios
conduzidos através da utilizacdao deste protocolo de
pesquisa poderdao dar respostas mais precisas a
essas perguntas.
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