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Compatibilidade e eficiéncia de estrobilurina em misturas com
agroquimicos na inibicao de Phyllosticta citricarpa

Autor: Jasmine de Freitas
Orientador: Dr. Geraldo José Silva Junior
Coorientador: Dr. Fabricio Eustaquio Lanza

Resumo

Entre todos os problemas fitossanitarios que afetam os citros, a pinta preta € considerada um
dos mais importantes devido aos danos que a doenca pode causar. A fase de protecao dos frutos
contra a pinta preta coincide com o periodo de controle das principais pragas e doencas dos
citros, exigindo a adogdo do manejo conjunto de mais de um alvo. Esse manejo conjunto
geralmente é realizado com mistura de agroquimicos em tanque de pulverizacdo. Durante a
mistura no tanque podem surgir trés efeitos advindos da interacdo desses produtos, sendo eles:
o efeito aditivo, o efeito sinérgico ou o efeito antagbnico, que conferem, respectivamente,
eficiéncia superior, semelhante ou inferior ao da aplicagéo dos produtos isoladamente. Por isso,
existem aspectos importantes que devem ser mensurados antes da utilizacdo de misturas de
agroquimicos em tanque, dentre eles, a compatibilidade entre os produtos, a eficiéncia de
controle do alvo, o custo-beneficio das aplicacdes e 0s possiveis riscos ao meio ambiente. Deste
modo, os objetivos do presente trabalho foram: i) avaliar a compatibilidade fisico-quimica de
misturas de piraclostrobina (estrobilurina, principal grupo quimico de fungicidas no controle da
pinta preta) com agroquimicos comumente utilizados em pomares de citros (abamectina,
bifentrina, oxicloreto de cobre, enxofre, imidacloprido, 6leo mineral, sulfatos de zinco e
manganés, ureia e zeta-cipermetrina); ii) avaliar a eficiéncia bioldgica das misturas na inibicéo
de Phyllosticta citricarpa (agente causal da pinta preta) em laboratério; iii) avaliar o efeito
fitotoxico de misturas de piraclostrobina com outros agroquimicos em campo. Um
levantamento foi realizado pelo Fundecitrus em diferentes empresas e produtores de citros e
foram selecionadas 21 misturas que continham a piraclostrobina. A compatibilidade fisico-
quimica dos produtos nessas misturas foi avaliada seguindo a norma NBR 13 875 com os testes
estatico (calda em repouso) e dindmico (calda em agitacdo). A eficiéncia de inibicdo de P.
citricarpa foi avaliada por meio dos ensaios de crescimento micelial e microtitulacdo a base de
resazurina. As misturas avaliadas nesse estudo apresentaram pelo menos um tipo de
incompatibilidade fisico-quimica descrita pela NBR 13 875. Em nove das 21 caldas testadas
foram observados cristais e/ou grumos. No ensaio de crescimento micelial, a concentracéo
efetiva da piraclostrobina usada individualmente para inibigdo de 50% (CEsp) do crescimento
micelial de P. citricarpa foi similar ao estimado para outras 19 misturas, com valores inferiores
ou iguais a 0,005 mg/L. As outras duas misturas apresentaram CEsg de 0,007 a 0,014 mg/L. No
ensaio com resazurina, a piraclostrobina reduziu a taxa de respiracdo do patdgeno mesmo em
mistura com a maioria dos agroquimicos; porém se mostrou um método com baixa
repetitividade. As oito misturas aplicadas no campo ndo apresentaram fitotoxidade quando
comparadas com a testemunha ndo pulverizada. Trabalhos futuros poderiam avaliar a eficiéncia
das misturas com incompatibilidades fisico-quimica e leves incrementos nos valores de CEsg
no controle da pinta preta em campo. Esse estudo fornece informacdes relevantes sobre misturas
de diferentes agroquimicos com estrobilurina, que poderdo auxiliar o citricultor na tomada de
decisdo sobre quais produtos utilizar em tanque de pulverizacdo durante o periodo de controle
de pinta preta em pomares comerciais de citros.

Palavras-chave: piraclostrobina, misturas de agroquimicos, compatibilidade fisico-quimica,
eficiéncia biologica.
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Compatibility and efficiency of strobilurin in mixtures with agrochemicals
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Abstract

Among all the phytosanitary problems that affect citrus orchards, citrus black spot (CBS) has
been considered one of the most important due to its damages and losses. The period of fruit
protection against CBS coincides with the control period of the main citrus pests and diseases,
which requires the adoption of joint management of more than one biological target. This
management is usually performed with agrochemicals in tank mixtures. Three different effects
may occur from the products interaction during the mixing process in the spray tank: the
additive, the synergistic or the antagonistic effect, which may result, respectively, in higher,
similar or lower efficiency than the isolated use of these products in a spray. There are important
factors that must be considered before the use of pesticides in tank mixtures, such as,
compatibility, efficiency of control, cost benefit of applications and possible risks to the
environment. Therefore, this study aimed to: (i) assess the physical-chemical compatibility of
the pyraclostrobin (strobilurin, the main chemical group of fungicide for CBS control) in
mixture with agrochemicals commonly applied in citrus orchards (abamectin, bifenthrin, copper
oxychloride, sulfur, imidacloprid, mineral oil, zinc and manganese sulfates, urea and zeta-
cypermethrin); (ii) assess the biological efficiency of selected mixtures in the inhibition of
Phyllosticta citricarpa (causal agent of CBS) in laboratory, and (iii) to assess the phytotoxic
effect of mixtures containing pyraclostrobin on sweet orange trees in commercial orchard. A
survey was conducted by Fundecitrus team in commercial citrus property and 21 mixtures
containing pyraclostrobin were selected. The physical-chemical compatibility of these mixtures
was assessed following the Brazilian protocol NBR 13 875 that includes a static test (mixture
left to stand) and dynamic test (mixture left shaking). The efficiency of P. citricarpa inhibition
was assessed by mycelial growth and resazurin-based microtiter assays. The mixtures assessed
in this study showed at least one kind of physical-chemical incompatibility described by the
NBR 13 875. Nine of the 21 mixtures had crystals and/or lumps. In the mycelial growth assay,
the effective concentration of pyraclostrobin to inhibit 50% (ECso) of the P. citricarpa grown
was similar to values estimated for other 19 mixtures, with averages below or equal 0.005 mg/L.
The two other mixtures presented ECso values of 0.007 to 0.014 mg/L. In the microtiter assay,
pyraclostrobin reduced the rate of pathogen respiration even when used in mixtures with most
agrochemicals; however, this method has lower repeatability. The eight mixtures tested in
commercial orchard did not cause phytotoxicity on fruit compared with non-sprayed trees.
Further investigations may assess the efficiency of mixtures that presented physical-chemical
incompatibilities or slight increases in the CEsp values for CBS control in the field conditions.
This study provides a better understanding of strobilurin tank mixtures, which may help citrus
growers to select agrochemicals for use in tank mixture during the CBS control period in
commercial citrus orchards.

Keywords: pyraclostrobin, agrochemical mixtures, physicochemichal compatibility, biological
efficiency.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é lider mundial na producdo da laranja doce e destaca-se como principal
produtor e exportador de suco de laranja, com 64% da producdo mundial e 76% das
exportacbes mundiais deste produto, respectivamente (FNP Consultoria & Comércio, 2020).
A citricultura brasileira esta presente em varios estados, porém o cinturdo citricola do estado
de Séo Paulo e Triangulo Mineiro representa 95% da producdo nacional (PES, 2020). A area
total com pomares de laranja nesse cinturdo foi de 407 mil ha na safra 2020/2021, com 174
milhdes de arvores produtivas, que produziram cerca de 287 milhGes de caixas de 40,8 kg
(PES, 2020).

Embora grandes quantidades de suco de laranja sejam produzidas e exportadas, o setor
citricola brasileiro perde parte da sua producdo ainda no pomar. Essas perdas sdo causadas
pela ampla gama de pragas e doencas que atacam 0s citros, as quais afetam negativamente a
quantidade e qualidade dos frutos produzidos (Bergamin Filho et al., 2018). O cinturdo
citricola possui algumas caracteristicas que tornam os pomares um ambiente muito favoravel
a ocorréncia de surtos de pragas e epidemias de doencas. Tais caracteristicas sdo: as condi¢bes
climaticas favoraveis a sobrevivéncia dos patdgenos de plantas e/ou seus vetores e ao aumento
da duracdo dos estadios fenoldgicos mais suscetiveis da planta hospedeira, a continuidade
espacial entre os pomares proximos plantados em extensas areas, a continuidade temporal da
cultura perene e a continuidade genética das poucas variedades plantadas (Bassanezi et al.,
2003; Bassanezi et al., 2012; Andrade et al., 2014).

As principais doencas que causam danos no parque citricola paulista sdo o
huanglongbing (HLB, greening), causado pelas bactérias Candidatus Liberibacter asiaticus e
Candidatus Liberibacter americanus, que sdo transmitidas por Diaphorina citri (Kuwayama),
a pinta preta dos citros, causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa, o cancro citrico causado
pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, a podriddo floral, causada por espécies de
Colletotrichum, a leprose, causada pelo virus Citrus leprosis virus C transmitido por acaros,
além das pragas: Gymnandrosoma aurantianum (Lima), mariposa conhecida como Bicho-
furdo e as moscas Ceratitis capitata (Wiedemann) e Anastrepha fraterculus (Wiedemann),
conhecidas como moscas-das-frutas. Essas pragas e doengas estdo associadas com queda de
frutos e reducdo na producdo das plantas. Na safra 2020/2021, a queda de frutos total foi
estimada em 17,6%, sendo que 12,5% (50 milhdes de caixas) foram associados com doencas
e pragas (PES, 2020).



O manejo das doencas mais importantes para a citricultura paulista é baseado na
implantagdo de diferentes medidas de controle, sendo elas: o controle genético, biolodgico,
quimico, fisico e cultural. O manejo integrado, que prega o uso conjunto de diferentes medidas
de controle, é a melhor ferramenta para 0 manejo de doencas e pragas dos citros, tendo
vantagem por ser muito eficiente, de menor custo e menos agressivo a0 meio ambiente, pois
contempla os principais métodos de controle (Laranjeira et al., 2005). Entre os métodos
citados, o controle quimico com aplicaces de agroquimicos é o mais utilizado para manejar
essas doencas, sendo em muitos casos a Unica estratégia eficiente e economicamente viavel
para garantir as altas produtividades e qualidade de producdo (Amorim et al., 2011).

As pragas e doencas geralmente acometem as plantas de citros em um mesmo
momento no campo, exigindo a ado¢do de medidas de controle conjunto para mais de um
problema fitossanitario, tais como o uso de misturas de produtos em tanque. A mistura em
tanque € definida como a adi¢do de mais de um produto, quer seja agrotdéxico ou nao, no
tanque do equipamento pulverizador (Gazziero, 2015). Tal pratica é uma ferramenta que
apresenta vantagens em relacdo a aplicacdo de apenas um produto em tanque, tanto nos
aspectos técnicos e operacionais, como também pela economia proporcionada (Azevedo,
2015). Adicionalmente, outros fatores justificam o uso de misturas em tanque, como: reducao
de pulverizagdes em uma mesma area, menos compactacdo do solo, maior eficiéncia de
trabalho, menor tempo de exposicdo do aplicador a agrotoxicos, menor numero de maquinas
e economia de agua, tempo, combustivel e mao de obra (Leite & Uemura, 2014).

Durante a mistura em um tanque de pulverizacdo podem surgir trés efeitos advindos
da interacdo desses produtos, sendo eles: o efeito aditivo, o efeito sinérgico ou o efeito
antagonico, que conferem, respectivamente, eficiéncia superior, semelhante ou inferior ao da
aplicagdo dos produtos isoladamente (Ramos & Aradjo, 2006). Por isso, existem aspectos
importantes que devem ser mensurados antes da utilizagdo de misturas de agroquimicos em
tanque, dentre eles, o custo-beneficio das aplicacdes e 0s possiveis riscos aos seres humanos
e ao meio ambiente (Azevedo, 2015).

Em paises com agricultura altamente tecnificada, como Australia e Canada, que ja
possuem instrugdes e normas técnicas regulamentadas sobre misturas em tanque, o uso de
calda com mais de um agroquimico € comum, pois tal pratica pode reduzir o custo das
aplicacOes e ampliar a acdo do tratamento de certos produtos (Azevedo, 2015). No Brasil, a
mistura em tanque ndo era regulamentada pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), sendo sua recomendacdo em receituario agronémico uma pratica
proibida até 2018 (AENDA, 2011; MAPA, 2018). Devido a demanda de uso de misturas pelos



agricultores, o MAPA publicou a Instrugdo Normativa n°40 (IN 40) de 2018, que passou a
regulamentar o uso de misturas de agroquimicos em tanque de pulverizagdo. A IN 40
estabelece que a recomendacéo de misturas em tanque deva ser feita a partir de informacdes
técnicas previamente publicadas; porém, a literatura carece de informacGes sobre o uso e 0s
procedimentos para misturas de agroquimicos em tanque de pulverizag&o.

No Brasil, é de conhecimento publico que existe 0 uso de mistura em tanque pelos
produtores, mesmo sem haver o devido acompanhamento técnico (Azevedo, 2015), o que
levou a ocorréncia de problemas, como a incompatibilidade entre os produtos. Os problemas
mais comuns sdo: o entupimento de bicos do pulverizador, a sedimentacdo de produtos, a
formacéo de grumos e de espuma e a perda de eficiéncia no controle do alvo (Gazziero, 2015).
Frequentemente os agroquimicos em mistura reagem entre si, podendo resultar na formacéo
de compostos de menor eficacia e persisténcia bioldgica e produtos fitotdxicos, que causam
injdrias na cultura. Consequentemente, tais problemas sdo muito indesejaveis e prejudiciais a
qualidade de aplicagdo (Azevedo, 2015). A reacdo entre 0s agroquimicos em mistura ocorre
inicialmente através de interacdes fisicas (governadas pelas caracteristicas fisico-quimicas da
calda) que, consequentemente, leva a ocorréncia das interacbes quimicas. Além disso,
geralmente a interacdo fisica esta associada aos ingredientes inertes contidos na formulacéo
dos produtos, ja a interacdo quimica esta associada aos ingredientes ativos (Petter et al., 2013).

Entre todos os problemas fitossanitarios que afetam citros, a pinta preta é considerada
um dos mais importantes devido aos danos que a doenca pode causar (Silva Junior et al.,
2016b). A doenca pode prejudicar a comercializacdo do fruto in natura devido a danos
estéticos dos frutos sintomaticos e causar a queda prematura dos frutos (Kotzé, 1981). Entre
as safras 2017/2018 e 2019/2020, a pinta preta foi associada com a queda prematura média de
2,1% dos frutos no parque citricola paulista, o que representou uma perda total estimada para
as trés safras de 23 milhdes de caixas de laranja e um montante em torno de R$ 450 milhdes
(PES, 2020). Em pomares afetados pela doenga e onde medidas de manejo ndo sdo adotadas
de maneira correta, podem ocorrer perdas de até 80% da producdo (Silva Junior et al.,
2016a,b). Os sintomas da pinta preta estao restritos ao flavedo e néo interferem na qualidade
do suco. Portanto, como mais de 70% da producdo de frutos do parque citricola paulista é
destinada a producéo de suco, o controle da doenca em Séo Paulo é focado principalmente na
reducdo da queda prematura de frutos e consequentemente na manutencdo de altas
produtividades (Silva Junior et al., 2016a; Lanza et al., 2018).

A pinta preta foi relatada no Brasil em 1980, no estado do Rio de Janeiro (Robbs et al.,

1980) e em 1992, a doenca foi encontrada em pomares do estado de S&o Paulo (Goes &



Feichtenberger, 1993). A pinta preta pode afetar laranjas doces, limdes verdadeiros, tangerinas
e alguns hibridos de citros, com excecdo a lima-acida “Tahiti” (Citrus latifolia) (Aguilar-
Vildoso et al., 2002).

O fungo agente causal da pinta preta é capaz de produzir dois tipos de indculos, sendo
eles esporos sexuados (ascOsporos) e esporos assexuados (conidios). O asclsporo €
responsavel pelo ciclo priméario da doenca, ou seja, pela introducdo do patégeno em &rea ainda
livre da doenca (Sposito et al., 2011). Os conidios sédo produzidos em varios ciclos (ciclos
secundarios) durante a mesma safra (Sivanesan, 1984). Esses esporos sdo produzidos em
picnidios nas lesdes presentes em frutos, em ramos secos e em folhas. Os conidios séo
disseminados através da agua, a curtas distancias, por escorrimento para outras partes da
planta abaixo da fonte de indculo. Nas condi¢6es climaticas do Brasil tanto ascdsporos quanto
conidios sdo importantes para o ciclo da doenca (Spdsito et al., 2011).

Diferentes métodos de manejo podem ser empregados nos pomares de citros para o
manejo da pinta preta, sendo os controles quimico e cultural os mais utilizados (Scaloppi et
al., 2012; Bassanezi et al., 2016). A principal estratégia de controle quimico da pinta preta é
por meio de pulverizaces com fungicidas do grupo das estrobilurinas (azoxistrobina,
piraclostrobina e trifloxistrobina) e ctpricos (hidroxido de cobre, oxicloreto de cobre e 6xido
cuproso), realizadas em intervalos que variam de 35 a 42 dias e intervalos de 21 a 28 dias,
respectivamente (Fundo de Defesa da Citricultura, 2016; Silva Junior et al., 2016a).

De maneira geral, as pulverizacGes para protecdo dos frutos contra pinta preta se
iniciam na fase de queda das pétalas (agosto/setembro a novembro/dezembro) e se estendem
até o final do periodo chuvoso (fevereiro/marco a abril/maio) (Silva Junior, 2016a).
Normalmente, a fase de protecdo dos frutos contra pinta preta coincide com o periodo de
controle de outras pragas e doencas dos citros, tornando necessario, em muitos casos, a
utilizacdo da estrobilurina associada a inseticidas e acaricidas em uma mesma calda, ou seja,
em mistura. Entretanto, ndo se conhece os efeitos decorrentes da associacdo desses produtos
em tanque na eficacia de controle dos fungos pela estrobilurina.

Deste modo, os objetivos do presente trabalho foram: i) avaliar a compatibilidade
fisico-quimica das misturas levantadas em laboratorio; ii) avaliar a eficiéncia bioldgica das
misturas selecionadas contendo piraclostrobina para a inibicdo de P. citricarpa em

laboratdrio; iii) avaliar o efeito fitotoxico das misturas selecionadas em campo.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Selecéo dos produtos formulados

Os produtos avaliados no presente estudo foram selecionados com base em dois
critérios: i) por meio da lista de Produtos para Protecdo da Citricultura, também conhecida
como ProteCitrus (Fundo de Defesa da Citricultura, 2020), onde estdo incluidos todos os
produtos registrados para a cultura que estdo em conformidade com os principais mercados
importadores de suco/fruta, e; ii) com base em um levantamento de produtos mais utilizados
em mistura com estrobilurina realizado pelo Fundecitrus nas principais propriedades do
cinturdo citricola brasileiro.

O levantamento foi realizado por meio de um questionario, no qual os citricultores
responderam se realizavam ou ndo misturas em tanque na sua propriedade, quais 0s
procedimentos e produtos formulados utilizados para tal prética, 0 nimero de produtos
adicionados em uma mesma mistura em tanque de pulverizagdo e os principais problemas
observados nas pulverizagdes. A aplicacdo do questionario e a organizacdo dos dados obtidos
por regido e por tamanho de propriedade foi realizado pela equipe de engenheiros agronomos
do Fundecitrus. Com os dados do levantamento foram selecionados os produtos formulados
mais usados em misturas com o fungicida piraclostrobina (Comet, Basf) nos pomares de
citros, sendo dois inseticidas: Provado (Bayer CropScience) e Mustang (FMC); dois
inseticidas/acaricidas: Batent (UPL) e Talstar (FMC); um acaricida: Microthiol (UPL); um
fungicida: Recop (Albaugh); um adjuvante: Argenfrut (Agrovant) e trés fertilizantes: uréia,

sulfato de zinco e sulfato de manganés (todos da Cronos Agricola) (Tabela 1).



Tabela 1. Nome comercial ou tipo de fertilizante, composicao fertilizante e de ingrediente
ativo, tipo de produto, formulagdo e dose méaxima de bula dos agrogquimicos
disponiveis para uso em pomares de citros no estado de S&o Paulo.

Agrogquimico®  Composicao Tipo Formulagdo Dose/2000L
Ureia N 45% Fertilizante - 12 kg
Sulfato de Zn Zn 30% Fertilizante - 8 kg
Sulfato de Mn Mn 30% Fertilizante - 7 kg
Microthiol Enxofre 800 g/kg Acaricida WG 10 kg
Recop Oxicloreto de Cu 840 g/kg  Fungicida WP 5 kg
Provado Imidacloprido 200 g/L Inseticida SC 1L
Batent Abamectina 18 g/L Inseticida/Acaricida EC 600 mL
Comet Piraclostrobina 250 g/L Fungicida EC 300 mL
Mustang Zeta-cipermetrina 350 g/L.  Inseticida EC 200 mL
Talstar Bifentrina 100 g/L Inseticida/Acaricida EC 400 mL
Argenfrut Oleo mineral 845,75 g/L Fungicida/Inseticida EC 20L

ISulfato de zinco, de manganés e ureia (Cronos Agricola); Microthiol (UPL); Recop (Albaugh); Provado (Bayer);
Batent (UPL); Comet (BASF); Talstar (FMC); Mustang (FMC) e Argenfrut (Agrovant). WG - granulados
dispersiveis, WP - pds molhaveis, SC - suspensdes concentradas e CE - concentrados emulsionaveis.

2.2 Compatibilidade fisico-quimica das misturas de agroquimicos

As avaliacBes foram realizadas segundo normas estabelecidas pela Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) seguindo a Norma Brasileira (NBR) 13875 de 2014,
que regulamenta o estudo de compatibilidade fisico-quimica de agrotdxicos e afins. Essa
norma estabelece os testes a serem realizados, assim como a ordem de adi¢&o dos produtos na
calda e como as mesmas devem ser avaliadas quanto a homogeneidade/heterogeneidade.

A NBR 13875 determina que a avaliagdo da compatibilidade fisico-quimica de
agrotoxicos e afins deve ser feita por meio de dois testes: estatico e dinamico. O teste estatico
é realizado para avaliar quais mudancas fisico-quimicas podem ocorrer em caldas que
permanecem em repouso. O teste dindmico € realizado para avaliar quais mudancas fisico-
quimicas podem ocorrer em caldas que permanecem em agitacdo constante. As caldas sao
preparadas para ambos os testes seguindo a ordem de adic¢do dos produtos de acordo com a
formulacédo. Inicialmente séo adicionados os sais, em seguida os produtos de formulagao
sOlida: os granulados dispersiveis (WG, sigla em inglés) seguidos de pds molhaveis (WP).



Posteriormente, sdo adicionados os produtos de formulag&o liquida: suspensdes concentradas
(SC), concentrados soltveis (SL) e concentrados emulsionaveis (EC).

A avaliacdo da calda foi realizada por meio da observagdo visual da presenca ou
auséncia de creme, cristal, espuma, floculo, grumo, sedimentacdo, separacdo de fases e
separacdo de 6leo. Os cristais possuem a caracteristica de poder separar a luz através do
fendmeno de dispersdo. A presenca de cristal foi avaliada através da iluminacéo horizontal de
toda a superficie da calda com um feixe de luz, utilizando um laser comum, que quando
dispersado nos indica a presenca de cristais. A presenca de grumo foi avaliada pela observacao
visual da calda e da passagem da calda em peneira, onde os grumos séo retidos (ABNT, 2014).

Para realizar as avaliacdes de compatibilidade fisico-quimica foi utilizada 4gua padréo
com dureza total de 20 mg/kg em equivalente de CaC0O5 e pH 7,0; preparada conforme a NBR
13074 de 2016 (ABNT, 2016). Previamente a realizagdo dos ensaios com as misturas, todos
os produtos foram avaliados individualmente gquanto as suas caracteristicas de dispersao
(homogeneizacdo) na calda. Tanto para os ensaios de produtos individuais como para o de
misturas foi utilizada a dose méxima dos produtos recomendada para a cultura dos citros
(ProteCitrus), seguindo a ABNT 13875. Os produtos de formulacao sélida foram pesados em
balanca analitica de precisdo (Denver, EUA) e os de formulac¢éo liquida foram pipetados com
micropipetas (Kasvi, Brasil) no momento do preparo da calda.

As caldas foram preparadas em duas provetas de 250 mL (Uniglas, Brasil), sendo uma
para o teste estatico e outra para o dindmico. Em cada proveta foi adicionado 150 ml de 4gua
padrdo e em seguida os produtos, respeitando a ordem de adicdo por formulagédo (Tabela 2).
Ap0s a adicdo dos produtos, a proveta foi invertida 10 vezes para obter boa homogeneizacéo.
O volume de cada proveta foi completado com &gua padrédo até o volume de 250 ml. O pH
inicial da calda foi medido logo ap6s o preparo em medidor de pH (Gehaka modelo P1800,
Brasil). A calda a ser avaliada no teste dinamico foi transferida para um béquer de 400 mL
(Uniglas, Brasil), para que pudesse ser submetida a agitacdo constante por duas horas em
agitador mecanico (Fisatom modelo 710, Brasil). A calda do teste estatico foi mantida na
proveta e em repouso por duas horas.

Para esse estudo foram selecionadas 21 misturas da estrobilurina (piraclostrobina) com
um até seis agroquimicos (Tabela 2). Os testes de compatibilidade fisico-quimica dessas
misturas foram realizados duas vezes, sendo a primeira repeticdo conduzida no Centro de
Engenharia e Automagcéo do Instituto Agronémico de Campinas — IAC, localizado em Jundiai,
SP e a segunda repeticdo conduzida no Fundo de Defesa da Citricultura - Fundecitrus,
localizado em Araraquara, SP.



Tabela 2. Misturas de piraclostrobina com diferentes agroquimicos, organizadas por ordem
de adicdo na calda, avaliadas em laboratorio para a compatibilidade fisico-quimica
e para inibicdo de Phyllosticta citricarpa, agente causal da pinta preta dos citros.

Misturas Agroquimicost

P+O Pira Oleo

[+P+0O Imid Pira Oleo

C+P+0 OxCu Pira Oleo

E+P+0 Enxo Pira Oleo

E+B+P Enxo Bife Pira

C+1+P+0 OxCu Imid Pira Oleo

E+C+P+O Enxo OxCu Pira Oleo

E+1+P+0O Enxo Imid Pira Oleo

E+Z+P+0O Enxo Zeta Pira Oleo

E+A+Z+P+0 Enxo Abam Zeta Pira Oleo
E+A+B+P+O Enxo Abam Bife Pira Oleo
E+1+A+P+0 Enxo Imid Abam Pira Oleo
E+C+A+Z+P+0O Enxo OxCu Abam Zeta Pira Oleo
E+C+A+B+P+O  Enxo OxCu Abam Bife Pira Oleo
E+C+I+A+P+O  Enxo OxCu Imid Abam Pira Oleo
U+E+I+A+P+0O Urei Enxo Imid Abam Pira Oleo
U+E+A+Z+P+0 Urei Enxo Abam Zeta Pira Oleo
U+E+A+B+P+0O  Urei Enxo Abam Bife Pira Oleo
ZM+C+I+A+P+O  ZnMn  OxCu Imid Abam Pira Oleo
ZM+C+A+Z+P+0O ZnMn OxCu Abam Zeta Pira Oleo
ZM+C+A+B+P+O ZnMn OxCu Abam Bife Pira Oleo

1ZnMn: sulfatos de zinco e manganés; Urei: uréia; Enxo: enxofre (Microthiol WG); OxCu: oxicloreto de cobre
(Recop WP); Imid: imidacloprido (Provado SC); Abam: abamectina (Batent EC); Pira: piraclostrobina (Comet
EC); Bife: bifentrina (Talstar EC); Zeta: zeta-cipermetrina (Mustang EC) e Oleo: 6leo mineral (Argenfrut EC).

A calda do teste estatico foi avaliada quanto a homogeneidade/heterogeneidade logo
ap0s permanecer em repouso. Apos essa avaliacdo, a proveta foi invertida 10 vezes, colocada
novamente em repouso, para que apos 10 minutos uma segunda avaliacdo fosse realizada.
Para o teste dindmico, depois de permanecer duas horas em agitagdo constante, a calda foi
mantida em repouso por 10 minutos para entdo avaliar a homogeneidade/heterogeneidade.

Ap0s esse processo, as caldas tiveram o pH final mensurado, para que fosse possivel avaliar



a mudanca entre os valores de pH inicial e final. Por fim, as caldas foram passadas em peneira
com 149 mm de abertura da malha (Bertel, Brasil), onde avaliou-se a presenca de grumos.

2.3 Eficiéncia bioldgica das misturas sobre Phyllosticta citricarpa em laboratorio

Os ensaios de eficiéncia de inibicdo de P. citricarpa pelo fungicida piraclostrobina
individualmente ou em mistura com outros agroquimicos foram conduzidos no laboratoério do
Fundecitrus, localizado em Araraquara, SP. As 21 misturas contendo piraclostrobina e que
apresentaram pelo menos um problema de homogeneidade/heterogeneidade foram avaliadas
por meio do teste de crescimento micelial e da microtitulacdo a base de resazurina. O isolado
LRS 42/12 de P. citricarpa do Fundo de Defesa da Citricultura, comprovadamente patogénico
em ensaios anteriores, foi utilizado nos ensaios de laboratério. Esse isolado foi obtido através
do isolamento indireto de les6es em frutos de laranja doce coletados de pomar comercial do
municipio de Ibaté/SP, cultivado em meio de cultura sélido batata-dextrose-agar (BDA) e

armazenado em papel de filtro congelado.

2.3.1 Ensaio de crescimento micelial

O ensaio de crescimento micelial foi conduzido com 21 caldas de misturas de
agroguimicos previamente preparadas em ensaio dinamico seguindo a ordem de adicdo dos
produtos por formulacdo, segundo a NBR 13 875. Todas as caldas foram preparadas em tubos
Falcon de 50 mL (Corning, EUA), nos quais a piraclostrobina (produto comercial Comet)
pura ou em mistura com outros agroquimicos foi adicionada de forma a obter cinco diferentes
concentragdes finais (0; 7,5; 18,7; 37,5 e 75 mg de ingrediente ativo/L). O experimento em
laboratorio foi repetido duas vezes em triplicata, ou seja, em cada repeti¢cdo foram preparas
trés placas para cada concentracao de cada mistura. A concentragdo de 37,5 mg/L representou
a utilizada em aplica¢Ges no campo. Os demais agroguimicos foram adicionados a calda nas
concentragdes descritas na Tabela 1 em kg ou L/2000L. Em seguida, os tubos foram
transferidos para mesa de agitacdo (Tecnal modelo TE-421, Brasil), onde ficaram sob agitacdo
constante a 140 rpm por duas horas. Apos o periodo de agitacéo, as caldas foram adicionadas
individualmente em 45 mL de meio BDA fundente para obter concentracgdes finais de 0; 0,005;
0,05; 0,5 e 5 mg/L de piraclostrobina (Figura 1). Essas concentragfes inibem o crescimento
micelial de P. citricarpa em aproximadamente 0%, 25%, 50%, 75% e 100%.
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Calda

> D 5 5 D

0 mg/L 7,5 mg/L 18,7 mg/L 37,5 mg/L 75 mg/L

0 mg/L 0,005 mg/L 0,05 mg/L 0,5 mg/L 5,0 mg/L
Meio acrescido da calda

Figura 1. Modelo de dilui¢do das caldas em meio BDA utilizado no teste de crescimento micelial para
avaliacdo da eficiéncia bioldgica do fungicida piraclostrobina individualmente ou em mistura
com agroquimicos no controle de Phyllosticta citricarpa, agente causal da pinta preta dos
citros.

O meio BDA contendo apenas piraclostrobina foi utilizado como controle. O meio
BDA foi vertido em placas de poliestireno de 90 mm de diametro (Kasvi modelo K30-9015,
Brasil), usando aproximadamente 15 mL de meio por placa. Discos de micélio de 5 mm de
didmetro foram retirados de uma placa com cultura de P. citricarpa de 21 dias de idade e
adicionados no centro de uma placa com meio BDA acrescido de piraclostrobina isoladamente
ou em mistura. A placa foi mantida a 25°C no escuro. Transcorridos 7 e 14 dias, o diametro
da coldnia em cada placa foi mensurado em duas direcdes perpendiculares, obtendo-se o
didmetro médio da colénia (DMC). A inibigéo do crescimento da coldnia (ICC) foi calculada

para cada calda, pela eq. (1)

ICC = (DMCst — DMCt/ DMCsf) X 100 1)

onde: DMCs é 0 diametro médio das coldnias em BDA sem produtos; DMCs é o

diametro médio da col6nia obtido em cada calda.
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A concentracdo efetiva para inibicdo de 50% do crescimento micelial de P. citricarpa
(CE=xo) foi estimada para as diferentes caldas contendo misturas de piraclostrobina com os
diferentes agroquimicos e comparadas com a CEso obtida para a piraclostrobina adicionada
isoladamente ao meio BDA. Cada calda em uma determinada concentracdo foi avaliada em

trés placas, sendo cada placa considerada uma repeticéo.

2.3.2 Ensaio de microtitulacdo a base de resazurina

O ensaio de microtitulacdo foi realizado com a resazurina, que € um corante estavel,
ndo téxico e solivel em &gua a base de tetrazélio, que vem sendo muito utilizado em testes de
sensibilidade quimica de fungos e bactérias a agroquimicos e antibioticos. Esse corante
redutor apresenta coloracdo azul na sua forma oxidada (nédo fluorescente) e coloracéo rosa na
sua forma reduzida (fluorescente). Essa reducdo da resazurina se da em resposta ao
metabolismo celular do microrganismo, correspondendo diretamente a sua taxa de respiracéo
(Vegaetal., 2012).

Esse ensaio foi conduzido com as 21 caldas de misturas de agroquimicos previamente
preparadas como descrito no item 2.3.1. Nesse ensaio foi utilizada agua destilada esterilizada,
pois a 4gua padréo dos testes de compatibilidade fisico-quimica interferiu na mudanca de cor
da resazurina durante a microtitulacdo. Todas as caldas foram preparadas em tubos Falcon de
50 mL (Corning, EUA), onde a piraclostrobina (produto comercial Comet) isolada ou em
mistura com outros agroquimicos foi adicionada nos tubos para obtencdo de oito diferentes
concentragdes finais (0; 7,5; 18,75; 37,5; 56,25; 75; 93,75 e 112,5 mg de piraclostrobina/L).
Os demais agroquimicos foram adicionados a calda em apenas uma concentracdo de cada
produto em kg ou L/2000L (Tabela 1). Em seguida, os tubos foram transferidos para mesa de
agitacdo, como descrito no item 2.3.1. Apos o periodo de agitagdo, as caldas foram diluidas
para atingir as concentracOes, respectivamente, de 0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 e 32 mg de
piraclostrobina/L.

Suspensao do fungo P. citricarpa extraido de colbnia crescida por 21 dias foi
preparada na concentragdo de 10° conidios/mL. Solugdo de resazurina (Sigma-Aldrich, EUA)
foi preparada no escuro na concentracdo de 400 UM a partir de uma solugéo estoque 40 mM
previamente preparada e armazenada no escuro para evitar a reducdo do composto para

resorufina na presenca de luz.
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O ensaio foi realizado em placas de cultivo de 96 pocos, sendo 12 colunas e oito linhas
(Kasvi modelo K12-096, Brasil). As oito concentragOes de cada mistura foram montadas em
duplicata por placa, sendo cada concentracdo adicionada em quatro pocos, e cada mistura em
quatro colunas. Na placa, as quatro primeiras colunas receberam apenas piraclostrobina, e as
outras oito colunas receberam duas misturas, sendo quatro colunas para cada. Das quatro
colunas de cada tratamento, duas receberam suspenséo de P. citricarpa e outras duas apenas
agua (sem o patogeno). Ao final, cada linha (A a H) da placa recebeu uma concentracao de
piraclostrobina pura ou em mistura (Figura 2). O ensaio foi realizado em delineamento

inteiramente casualizado com trés repeticdes, sendo cada placa considerada uma repeticao.

Piraclostrobina Mistura A Mistura B
Sem Com Sem Com Sem Com
fungo | fungo fungo | fungo fungo |fungo
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Figura 2. Modelo de placa de cultivo com 96 pogos utilizada para o teste de microtitulacdo com
resazurina para avaliacdo da eficiéncia biolégica do fungicida piraclostrobina
individualmente ou em mistura com agroquimicos no controle de Phyllosticta citricarpa,
agente causal da pinta preta dos citros.

Na montagem da placa, cada poc¢o recebeu 100 pl de uma concentracdo de solucao
contendo piraclostrobina pura ou em mistura, 80 pl de suspensdo de conidios de P. citricarpa
ou &gua destilada esterilizada e 20 pl da solugéo de resazurina 400 M. Cada poco apresentou
um volume final de 200 ul, com concentragdes finais de 0; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 e 16 mg/L de
piraclostrobina e 40 UM de resazurina (Vega et al., 2012; Chitolina, 2019). As placas foram
fechadas com a tampa e incubadas a 25°C por 24 horas no escuro.
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As placas foram avaliadas no Instituto de Quimica de Araraquara por meio de um leitor
de microplacas Epoch (Biotek, EUA), nos comprimentos de onda de 570 e 600 nm. A
porcentagem relativa de reducdo da resazurina foi expressa pela relacdo entre a porcentagem
de reducdo da resazurina na presenca dos agroquimicos e a porcentagem de reducdo na

auséncia dos produtos multiplicado por 100, pela equacéo (2).

(e0x)A241—(e0x)A1 A4,
100 2
(erED)A1A" A —(eRED)A2A A1 2)

onde: eéOX = coeficiente de extingdo molar da forma oxidada da resazurina (azul;
80,586 e 117,216, respectivamente, para 570 e 600 nm); *RED = coeficiente de extin¢gdo molar
da forma reduzida da resazurina (rosa; 155,677 e 14,652, respectivamente, para 570 e 600
nm); A = absorbancia dos pocos teste; A’ = absorbancia dos pogos de controle negativos; A1 =
570 nm e A2 = 600 nm.

2.4 Avaliacao de fitotoxidade das misturas em campo

O experimento em campo foi conduzido durante a safra 2020/2021, em pomar
comercial localizado no municipio de Borborema - SP. O experimento foi conduzido em
talhdo de laranjeiras ‘Valéncia’ de trés anos de idade, onde foram testadas oito misturas
selecionadas a partir dos resultados obtidos em laboratério (P+O; I+P+0O; C+P+0; E+P+O;
C+I+P+0; E+C+P+0; ZM+C+1+A+P+0O e ZM+C+A+B+P+0). Para o preparo da calda as
doses testadas no campo ndo foram as maximas recomendadas para a cultura, mas sim as
méaximas usadas no setor citricola para o controle de pragas e doengas. Com isso, 0s produtos
de formulagdo sdélida: sulfatos de zinco e manganés, Microthiol e Recop foram testados,
respectivamente, nas doses de 8, 7, 10 e 3,6 kg/2000L. Ja os produtos de formulagéo liquida:
Provado, Batent, Comet, Talstar e Argenfrut foram testados, respectivamente, nas doses de
0,5; 0,6; 0,3; 0,4 e 5 L/2000L. Plantas ndo pulverizadas serviram como controle.

O delineamento experimental foi casualizado em blocos, com quatro repeti¢6es. Cada
parcela foi formada por trés plantas em uma linha de plantio, sendo a parcela util representada
pela planta central e a borda representada pelas plantas adjacentes. Para cada tratamento,
foram pulverizados dez ramos (sendo 5 ramos de cada lado da planta). As misturas foram
aplicadas nos ramos com pulverizador manual (Guarany, modelo Leve Névoa 500 mL). O
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experimento foi conduzido duas vezes, em novembro/2020 e em janeiro/2021, quando 0s
frutos apresentavam, em média 50 e 55 mm de didmetro, respectivamente.

Uma estacdo meteorologica iMetos 3.3 (Metos, Brasil) foi instalada a 400 metros da
area experimental, para registro dos dados de temperatura, umidade relativa do ar, radiagcdo
solar, pluviometria e velocidade do vento durante o periodo de condugdo do experimento. A
avaliacdo de fitotoxidade foi realizada sete dias apds a pulverizagdo com utilizacdo de escala
de notas de Goes et al. (2004), onde a nota O representa a auséncia de sintomas; nota 1:
sintomas leves (pontuacdes leves e diminutas, pouco perceptiveis); nota 2: sintomas
moderados (pontuacdes pequenas e visiveis e localizadas, as vezes em confluéncia) e nota 3:

sintomas severos (pontuacgdes escuras, bem visiveis, ocupando espagos variaveis).

2.5 Andlise estatistica

Todas as analises foram realizadas utilizando o programa estatistico R (R Core Team,
2020). O conjunto de dados obtido nas avaliacBes do teste de crescimento micelial em
laboratério foi analisado por um modelo ndo linear, onde os valores de CEso para cada
tratamento foram estimadas através da funcdo Log-logistico com trés pardmetros. Dessa
forma, foi possivel analisar quais misturas contendo piraclostrobina apresentaram valores
estimados de CEso que se sobrepunham aos valores estimados para a estrobilurina pura.

O conjunto de dados obtidos nas avaliacbes do teste de microtitulacdo a base de
resazuina em laboratdrio, atendendo todas as pressuposicdes da andlise de variancia, foram
submetidos a analise de comparacdo de médias em pares pelo teste t a 5% de probabilidade,
onde os dados de cada mistura contendo piraclostrobina foram comparados com os dados da
piraclostrobina utilizada isoladamente dentro de cada concentracao.

O conjunto de dados obtidos nas avaliagdes de pH das caldas dos testes de eficiéncia
bioldgica em laboratorio, atendendo a todas as pressuposicdes de analise de variancia, também
foram submetidos a analise de comparacdo de medias em pares pelo teste t a 5% de
probabilidade, onde os dados de pH inicial e final foram comparados para cada mistura.
Analise de regressdo linear [y = a + b * x)] foi realizada para os dados de CEso (y) obtidos
nas avaliacfes dos testes de eficiéncia biologica em laboratério e pH (x) de cada mistura
testada.

O conjunto de dados obtidos nas avaliacGes do experimento de fitotoxidade em campo
foram submetidos a analise de variancia e os percentuais médios de frutos para cada nivel de

sintomas de fitotoxidade foram comparados pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS

3.1 Compatibilidade fisico-quimica das misturas de agroquimicos

As 21 misturas apresentaram pelo menos uma das incompatibilidades fisico-quimicas
(floculacdo, sedimentacdo, separacdo de fases, formacdo de grumos, separacdo de Oleo,
formacéo de cristais, creme, espuma e grumo retido na peneira) nos testes estatico (calda em
repouso por duas horas) e dinamico (calda em agitacdo por duas horas). A floculacdo foi
observada nas caldas de seis misturas, onde duas (E+C+A+Z+P+O e U+E+A+B+P+0)
apresentaram floculo apenas no teste esttico; trés (E+Z+P+O, E+I+A+P+O e
U+E+I+A+P+0) apresentaram floculo apenas no teste dindmico e a mistura U+E+A+Z+P+0O
apresentou floculo em ambos os testes (Tabela 3). A sedimentacao foi observada nas caldas
de 18 misturas: E+P+0O apenas no teste estatico, E+B+P no teste dindmico e 16 misturas com
sedimentacdo em ambos o0s testes. A separacdo de fases foi observada nas caldas de 18
misturas: cinco no teste estatico; a mistura E+1+P+O no teste dindmico e 12 misturas em
ambos os testes. A presenca de grumos foi observada nas caldas de sete misturas (E+B+P,
E+I+P+O, E+Z+P+0, E+A+Z+P+0O, E+A+B+P+0O, E+C+I+A+P+0O e U+E+I+A+P+0)
apenas no teste dinamico. A separacdo de Oleo foi observada nas caldas de 18 misturas:
E+A+B+P+0 apenas no teste estatico, 1+P+0O e E+I+P+0O apenas no teste dindmico e 15
misturas em ambos os testes. A presenca de cristais foi observada apenas na calda da mistura
E+C+1+A+P+0, no teste estatico do primeiro ensaio. A presenca de creme foi observada nas
caldas de 13 misturas: quatro no teste dindmico e nove em ambos o0s testes. A presenca de
espuma foi observada nas caldas de 19 misturas: E+I1+P+0, E+C+A+Z+P+0, E+C+I+A+P+0
e U+E+I+A+P+0 apresentaram espuma apenas no teste estatico e 15 apresentaram espuma
em ambos o0s testes. A presenca de grumos retidos na peneira foi observada nas caldas de
quatro misturas (E+B+P, E+Z+P+0O, E+A+B+P+0O e U+E+I+A+P+0) apenas no teste

dindmico (Tabela 3).
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Tabela 3. Valor de pH e incompatibilidade fisico-quimica de 21 misturas de agroquimicos nos testes estatico e dinamico seguindo a NBR 13 875.

Misturas® pH Incompatibilidades?

inicial  final Floculagdo Sedimentacdo S. fase Grumo  S. 6leo Cristal’ Creme Espuma Peneira

Es Di Es Di Es Di Es Di Es Di Es Di Es Di Es Di Es Di Es Di

P+O 68 69 64 - - - - e T . S . R
[+P+O 61 74 6,6 - - - - e . .
C+P+0O 80 7,8 8,0 - - + + + - - -+ o+ - -+ o+ o+ o+ - -
E+P+0O 69 72 7,6 - - + - + 0+ - -+ o+ - -+ o+ o+ o+ - -
E+B+P 73 74 77 - - - + + 0+ -+ o+ o+ - -+ o+ o+ o+ -4
C+I+P+0O 82 7,0 6,6 - - + + + - - -+ o+ - -+ o+ o+ o+ - -
E+C+P+0O 80 78 74 - - + + - - - -+ o+ - -+ o+ - - - -
E+I+P+O 69 37 76 - - + + -+ -+ -+ - - - -+ - -
E+Z+P+0O 71 71 74 - + + + + - -+ o+ o+ - - -4
E+A+Z+P+0O 81 6,8 83 - - + + + 0+ -+ o+ o+ - - -+ o+ o+ -
E+A+B+P+0 6,8 6,2 6,6 - - + + + - -+ o+ - - - -+ o+ -4
E+I+A+P+O 71 7379 - + - - + - - - - - - -+ o+ o+ o+ - -
E+C+A+Z+P+0O 82 79 78 + - + + + 0+ - -+ o+ - - -+ o+ - -
E+C+A+B+P+0 81 79 7.1 - - + + + 0+ - -+ o+ - -+ o+ o+ o+ -
E+C+I+A+P+0 78 77 76 - - + + + 0+ -+ o+ o+ o+ -+ o+ o+ - -
U+E+I+A+P+0O 66 6,8 7,0 - + + + + 0+ -+ o+ o+ - - - -+ - -4
U+E+A+Z+P+0 6,7 65 6,8 + + + + + o+ - -+ o+ - - -+ o+ o+ - -
U+E+A+B+P+0 6,7 6,8 6,7 + - + + + 0+ - -+ o+ - - -+ o+ -
ZM+C+I+A+P+O 6,0 65 64 - - + + + o+ - -+ + - - - - 4+ 4+ - -
ZM+C+A+Z+P+O 59 64 6,7 - - + + + + - - + + - - - - 4+ 4+ - -
ZM+C+A+B+P+O 58 58 64 - - + + + + - - - - - - - -+ -

ICaldas contendo abamectina (A), bifentrina (B), oxicloreto de cobre (C), enxofre (E), imidacloprido (1), 6leo mineral (O), piraclostrobina (P), uréia (U), zeta-cipermetrina (Z)
e sulfatos de Zn e Mn (ZM). 2(-): auséncia de incompatibilidade; (+): presenca de incompatibilidade. (Es): teste estatico, (Di): teste dindmico. “Cristais apenas no primeiro ensaio
com a mistura E+C+1+A+P+0O.
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3.2 Eficiéncia biologica das misturas sobre Phyllosticta citricarpa em laboratério

3.2.1 Ensaio de crescimento micelial

Entre as 21 misturas contendo piraclostrobina testadas, 19 delas (P+O, I+P+O,
C+P+0O, E+P+0O, E+B+P, C+I+P+0O, E+I+P+0, E+Z+P+0O, E+A+Z+P+0, E+A+B+P+0O,
E+I+A+P+0, E+C+A+Z+P+0O, E+C+A+B+P+0, E+C+I+A+P+0, U+E+I+A+P+O,
U+E+A+Z+P+0, U+E+A+B+P+0, ZM+C+A+Z+P+0O, ZM+C+A+B+P+Q) apresentaram
CEso inferiores ou iguais a 0,005 mg/L (menor concentracdo avaliada) e significativamente
iguais a CEsg estimada para a piraclostrobina usada isoladamente. Apenas duas misturas
apresentaram valores de CEso significativamente superiores ao valor de CEsp estimada para a
piraclostrobina pura: 0,007 (E+C+P+0) e 0,014 mg/L (ZM+C+1+A+P+0O) (Figuras 3, 4 e 5).
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Figura 3. Inibigdo (%) do crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa em meio com diferentes
concentracdes de piraclostrobina pura (0,005; 0,05; 0,5 e 5 mg/L) ou em misturas com 0s
agroquimicos abamectina (A), bifentrina (B), oxicloreto de cobre (C), enxofre (E),
imidacloprido (1), 6leo mineral (O), uréia (U), zeta-cipermetrina (Z) e sulfatos de Zn e Mn
(ZM). A equacdo e a linha continua representam o modelo de regressdo linear ajustado aos
dados para estimar a concentragéo efetiva para inibicdo de 50% do crescimento micelial
(CEso) expressa em mg/L.
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Figura 4. Inibicdo (%) do crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa em meio com diferentes
concentracdes de piraclostrobina pura (0,005; 0,05; 0,5 e 5 mg/L) ou em misturas com 0s
agroquimicos abamectina (A), bifentrina (B), oxicloreto de cobre (C), enxofre (E),
imidacloprido (1), 6leo mineral (O), uréia (U), zeta-cipermetrina (Z) e sulfatos de Zn e Mn
(ZM). A equacdo e a linha continua representam o modelo de regressdo linear ajustado aos
dados para estimar a concentragdo efetiva para inibicdo de 50% do crescimento micelial
(CEso) expressa em mg/L.
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Figura 5. Inibicdo (%) do crescimento micelial de Phyllosticta citricarpa em meio com diferentes
concentracdes de piraclostrobina pura (0,005; 0,05; 0,5 e 5 mg/L) ou em misturas com 0s
agroquimicos abamectina (A), bifentrina (B), oxicloreto de cobre (C), enxofre (E),
imidacloprido (1), 6leo mineral (O), uréia (U), zeta-cipermetrina (Z) e sulfatos de Zn e Mn
(ZM). A equacdo e a linha continua representam o modelo de regressao linear ajustado aos
dados para estimar a concentragdo efetiva para inibicdo de 50% do crescimento micelial
(CEso) expressa em mg/L.
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3.2.2 Ensaio de microtitulagdo a base de resazurina

O ensaio de microtitulacdo apresentou resultados muito varidveis e baixa
repetitividade ao longo do tempo para a coloracdo dos po¢os onde foram adicionados apenas
a piraclostrobina (usada como controle) nas diferentes doses (Figura 6). O gradiente de
coloragdo azul para rosa esperado a medida que a dose de estrobilurina foi reduzida néo foi
observado em todos os controles avaliados para as diferentes misturas ao longo do tempo. Por
outro lado, mesmo com as variagdes inerentes ao método, € possivel observar que, 0s pogos
contendo a estrobilurina em mistura com os diferentes agroquimicos ndo apresentaram
coloracdo mais rosa (maiores taxas respiratorias) que aquela observada nos pocos contendo
apenas a estrobilurina na mesma concentracdo. Algumas misturas como C+P+0, C+I+P+0,
U+E+I+A+P+0O, U+E+A+Z+P+0O, ZM+C+A+Z+P+0 e ZM+C+A+B+P+0O apresentaram
pocos com coloracdo azul bem marcante diferente das cores mais rosas observadas em seus
respectivos controles apenas com piraclostrobina, indicando que o patdgeno respirou menos

guando em contato com a piraclostrobina em mistura com esses agrogquimicos (Figura 6).
Piraclostrobina
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Figura 6. Coloracéo dos pogos de placas usadas no ensaio de microtitulacdo a base de resazurina com
diferentes concentrac@es (0; 0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 e 16 mg/L) de piraclostrobina pura ou em
misturas com 0s agroquimicos abamectina (A), bifentrina (B), oxicloreto de cobre (C),
enxofre (E), imidacloprido (1), 6leo mineral (O), uréia (U), zeta-cipermetrina (Z) e sulfatos
de Zn e Mn (ZM).
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A mistura de piraclostrobina + dleo apresentou valores de reducéo da RZ (incremento
da respiracdo) significativamente superiores aos obtidos para a piraclostrobina pura nas
concentracdes de 0,5 e 16 mg/L e reducdes inferiores em 4 e 8 mg/L (Figura 7). A mesma
tendéncia foi observada para essa mistura acrescida de imidacloprido, com reducdo da RZ
inferior em relagéo a piraclostrobina pura em 8 mg/L e superior na concentracdo de 16 mg/L.
A mistura de cobre + piraclostrobina + 6leo, apresentou valores de reducao da resazurina
significativamente inferiores aos valores do fungicida puro em todas as concentracdes,
demonstrando que a adi¢do do fungicida a base de cobre e do éleo mineral a calda da
piraclostrobina contribuiu para reduzir a respiracdo do patdgeno. Os valores de reducdo de
resazurina da mistura E+P+O foram significativamente inferiores aos valores do fungicida
puro nas concentragdes de 0,25; 0,5; 1 e 2 mg/L, 0 que demonstra menor taxa respiratoria do
patdégeno. A mistura E+B+P apresentou valores de reducdo da resazurina significativamente
similares aos valores da piraclostrobina pura em todas as concentracGes testadas. A mistura
C+I+P+0O apresentou valores de reducdo da resazurina significativamente inferiores aos
obtidos para o fungicida puro em todas as concentra¢fes, provavelmente devido ao efeito do
cobre sobre o desenvolvimento do patégeno. A mistura E+C+P+O apresentou valores de
reducdo da resazurina significativamente superiores aos obtidos para o fungicida puro nas

concentragdes de 0,25 e 16 mg/L e inferiores nas concentragdes de 4 e 8 mg/L (Figura 7).
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Figura 7. Redugdo da resazurina (%) por Phyllosticta citricarpa em meio com diferentes
concentracdes de piraclostrobina pura (0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 e 16 mg/L) ou em misturas com
0s agroquimicos abamectina (A), bifentrina (B), oxicloreto de cobre (C), enxofre (E),
imidacloprido (I), 6leo mineral (O), uréia (U), zeta-cipermetrina (Z) e sulfatos de Zn e Mn
(ZM). *Medias significativamente diferentes (Teste t, p=0.05).



24

A mistura E+I+P+O ndo apresentou valores de reducdo da resazurina
significativamente diferentes dos valores da piraclostrobina pura em nenhuma concentragao
(Figura 8). A mistura E+Z+P+0O apresentou resultado similar ao do fungicida puro, exceto na
concentracdo de 0,5 mg/L que a mistura teve menor reducdo. A mistura E+A+Z+P+0O
apresentou valores de redugdo da resazurina significativamente menores que os obtidos para
o fungicida puro nas concentragfes de 0,25 e 0,5 mg/L. As misturas E+A+B+P+O e
E+C+A+B+P+0 apresentaram valores de reducdo da resazurina significativamente inferiores
aos valores da piraclostrobina pura nas concentracfes de 0,25; 0,5; 1 e 2 mg/L. A mistura
E+I1+A+P+0 apresentou valor de redugéo da resazurina significativamente diferente do valor
obtido para o fungicida puro apenas na concentracao de 8 mg/L de piraclostrobina. Ja a mistura
E+C+A+Z+P+0O apresentou valores de reducdo da resazurina significativamente inferiores
aos valores da piraclostrobina pura em todas as concentrac@es, exceto 16 mg/L (Figura 8).

A mistura E+C+I+A+P+0O apresentou valores de reducdo da resazurina
significativamente inferiores aos obtidos para o fungicida puro nas concentracdes de 0,25; 0,5;
1; 4 e 8 mg/L (Figura 9). A mistura U+E+I+A+P+0O apresentou valores de reducdo da
resazurina significativamente inferiores aos valores da piraclostrobina pura nas concentragdes
de 0,25 e 1 mg/L. Para a mistura U+E+A+Z+P+0 obtive-se valor de reducdo da resazurina
significativamente inferior ao valor obtido para o fungicida puro apenas na concentracao de 1
mg/L. J& a mistura U+E+A+B+P+0O ndo apresentou valores de reducdo da resazurina
significativamente diferentes dos obtidos para a piraclostrobina pura em nenhuma das
concentracdes em estudo. Para a mistura ZM+C+I+A+P+0O obteve-se valores de reduc¢édo da
resazurina significativamente inferiores aos valores do obtidos para o fungicida puro nas
concentragdes de 0,25; 0,5 e 1 mg/L. Ja as misturas ZM+C+A+Z+P+0 e ZM+C+A+B+P+0O
apresentaram valores de reducdo da resazurina significativamente inferiores aos valores

obtidos para a piraclostrobina pura em todas as concentragdes em estudo (Figura 9).
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Figura 8. Reducdo da resazurina (%) por Phyllosticta citricarpa em meio com diferentes
concentracdes de piraclostrobina pura (0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 e 16 mg/L) ou em misturas com
0s agroquimicos abamectina (A), bifentrina (B), oxicloreto de cobre (C), enxofre (E),
imidacloprido (1), 6leo mineral (O), uréia (U), zeta-cipermetrina (Z) e sulfatos de Zn e Mn
(ZM). *Médias significativamente diferentes (Teste t, p=0.05).
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Figura 9. Reducdo da resazurina (%) por Phyllosticta citricarpa em meio com diferentes
concentracdes de piraclostrobina pura (0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8 e 16 mg/L) ou em misturas com
0s agroquimicos abamectina (A), bifentrina (B), oxicloreto de cobre (C), enxofre (E),
imidacloprido (I), 6leo mineral (O), uréia (U), zeta-cipermetrina (Z) e sulfatos de Zn e Mn
(ZM). *Médias significativamente diferentes (Teste t, p=0.05).
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3.2.3 Andlise do pH das caldas dos ensaios de eficiéncia bioldgica

Entre as 21 misturas em estudo, cinco misturas (P+O, U+E+A+Z+P+0O,
U+E+A+B+P+0, ZM+C+A+Z+P+O e ZM+C+A+B+P+Q) apresentaram aumento
significativo no valor de pH final (ap6s 2 horas em agitacdo) quando comparado com o valor
de pH inicial no preparo da calda. Outras trés misturas que continham enxofre, abamectina e
6leo (E+I+A+P+0O, E+C+A+B+P+O e E+C+I+A+P+0) apresentaram diminuicdo
significativa no valor de pH final quando comparado com o valor do pH inicial. As demais 13
misturas ndo apresentaram mudancas significativas entre seus valores de pH inicial e final
(Tabela 4). A regresséo linear entre os dados de pH e CEsp das 21 misturas testadas néo foi

significativa (p = 0,7029) e apresentou coeficiente de terminagdo muito baixo (R?= 0,008).

Tabela 4. Valor de pH de 21 misturas de agroquimicos contendo o fungicida piraclostrobina para o0s
ensaios de eficiéncia biolbgica.

Misturas L Misturas L Misturas L

inicial final inicial final inicial final
P+O 6,03 7,27 E+I+P+O 6,49 655 E+C+I+A+P+0O 8,28 7.,67*
I+P+0O 6,76 6,00 E+Z+P+O 6,41 6,46 U+E+I+A+P+0O 6,50 6,66

C+P+0O 8,89 8,79 E+A+Z+P+0O 6,23 6,35 U+E+A+Z+P+0O 6,45 6,65*
E+P+0O 6,73 6,37 E+A+B+P+0O 6,50 6,50 U+E+A+B+P+O 6,69 7,08*
E+B+P 6,71 6,61 E+I+A+P+0O 7,06 6,78 ZM+C+I+A+P+O 5,67 5,90
C+I+P+O 8,61 8,62 E+C+A+Z+P+O 8,33 8,00 ZM+C+A+Z+P+0O 5,68 5,87*
E+C+P+O 7,29 7,07 E+C+A+B+P+O 8,18 7,88* ZM+C+A+B+P+0O 5,37 5,85*
Caldas contendo abamectina (A), bifentrina (B), oxicloreto de cobre (C), enxofre (E), imidacloprido (1), éleo

mineral (O), piraclostrobina (P), uréia (U), zeta-cipermetrina (Z) e sulfatos de Zn e Mn (ZM). *Médias de valores
de pH significativamente diferentes (Teste t, p=0,05).

3.3 Avaliacéo da fitotoxidade das misturas em campo

No experimento para avaliacdo da fitotoxidade em campo foi observado que as
misturas ndo apresentaram incremento de fitotoxidade nos frutos quando comparadas com a
aplicacdo da calda contendo apenas piraclostrobina (p<0,05). As plantas ndo tratadas, assim
como as pulverizadas com as diferentes misturas, apresentaram percentuais significativamente
similares de frutos com auséncia de sintomas de fitotoxidade, que variou de 83 a 87%.
Portanto, todas as plantas, independentemente se receberam ou ndo aplicacdo de misturas
apresentam percentuais baixos de frutos com sintomas leves (6 a 15%) e sintomas moderados
(1 a 5%). Sintomas severos praticamente ndo foram observados em frutos que receberam

aplicacdo dos agroquimicos em mistura (0 a 0,8%).
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Durante a primeira repeticdo do experimento, a estacdo meteoroldgica registrou
temperaturas entre 29 e 34 °C, radiacdo solar de 714 a 1084 W/m? e velocidade do vento de
1,6 a 2,7 m/s. A umidade relativa média do dia variou de 32 a 49% e ndo houve precipitacdo
no dia das aplica¢fes das misturas. Durante os sete dias seguintes até a avaliacdo dos frutos,
a temperatura variou de 20 a 35 °C, radiac&o solar atingiu 1159 W/m? e a velocidade méaxima
do vento foi de 5,5 m/s. A umidade relativa média diaria variou de 25 a 89% e durante 3 dias
houve precipitacdo de até 6,4 mm.

A segunda repeticdo do experimento de avaliacdo da fitotoxidade das misturas foi
realizada com temperaturas que variaram de 24 a 32°C, com valores de radiacédo solar de 215
a 956 W/m?e vento com velocidades que variaram de 0,8 a 2,1 m/s. A umidade relativa média
do dia variou de 51 a 80% e ndo houve precipitacdo pluviométrica durante as aplicacGes.
Durante os sete dias seguintes, até o dia de avaliacdo dos frutos, a estacdo meteoroldgica
registrou temperaturas que variaram de 20 a 36°C, com valores de radiacdo solar de até 1147
W/m? e vento com velocidades que chegaram a 2,5 m/s. A umidade relativa média dos sete

dias variou de 31 a 97% e durante 4 dias houve precipitacao de até 19 mm.
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4. DISCUSSAO

Esse é um trabalho pioneiro na avaliacdo do efeito da piraclostrobina em mistura com
diferentes agroquimicos (inseticidas, acaricidas, fungicidas, bactericidas, adjuvantes e
fertilizantes foliares) utilizados em pomares de citros no Brasil. As diferentes misturas de
agroquimicos avaliadas nesse estudo apresentaram pelo menos um tipo de incompatibilidade
fisico-quimica descrita pela norma NBR 13 875. Isso pode ser explicado pelo fato de o 6leo
mineral estar presente em todas as misturas testadas, ja que a instabilidade fisica de caldas
pode estar relacionada a caracteristica dos 6leos de separar-se dos solventes contidos nas
formulacBes comerciais dos agroquimicos em mistura, sendo esse efeito minimizado através
do uso de agentes dispersantes e agitagdo continua da calda desde o seu preparo até o momento
da aplicacdo (Gadanha Janior et al., 2007). Porém, a maioria dessas incompatibilidades nao
afetou significativamente a eficiéncia bioldgica das caldas na inibicdo de P. citricarpa em
laboratério.

De acordo com Ramos & Araudjo (2006), as misturas que apresentam cristal, grumo
e/ou grumo retido na peneira podem ser consideradas como criticas para uso em tanques de
pulverizacdo, uma vez que esses cristais e grumos sao incompatibilidades irreversiveis e
causam danos aos equipamentos. Para que tais problemas irreversiveis de incompatibilidade
ndo ocorram é possivel previamente a pulverizacdo avaliar a qualidade fisica e quimica da
agua utilizada para tal fim, mensurando seu valor de pH, dureza e quantidade de sedimentos
em suspensao, que podem interferir muito na qualidade de aplicacdo da calda, assim como na
ocorréncia de incompatibilidades entre os agroquimicos em mistura (Ramos & Araujo, 2006).
Essas incompatibilidades podem ser evitadas em alguns casos com a substituicdo de um ou
mais produtos da mistura por outra formulacdo comercial que contenha o mesmo ingrediente
ativo. Além disso, também é possivel realizar o preparo da calda seguindo uma ordem de
adigéo dos produtos diferente da realizada anteriormente. As demais incompatibilidades sdo
geralmente observadas na calda em repouso, de forma que essas caldas possam ser
pulverizadas se mantidas em agitacéo continua.

Algumas misturas apresentaram incompatibilidades no teste dinamico que ndo foram
observadas no teste estatico, ou seja, incompatibilidades foram encontradas em calda
preparada sob agitacdo continua e ndo em calda sob repouso. Normalmente algumas das
incompatibilidades fisicas, como a separacéo de 0leo, separacdo de fases e sedimentacéo, séo

favorecidas pela ndo agitacdo da calda e, consequentemente, minimizadas quando a calda é
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mantida em agitacdo continua. Isso ocorre, pois, essas separagdes fisicas presentes na calda
em repouso, quando em agitacdo se espalham homogeneamente por toda a solugdo, nao
ficando mais aparentes. Porém, para outras incompatibilidades a agitacdo pode ser um fator
que facilite o encontro das moléculas em mistura, auxiliando na formacdo dessas
incompatibilidades. Além disso, segundo a NBR 13 875, as caldas preparadas no teste
dindmico, apds serem mantidas sob agitacdo continua também devem ser colocadas em
repouso por 10 minutos antes de serem avaliadas, podendo ainda assim apresentar
incompatibilidades favorecidas pela ndo agitacdo da calda.

Esse estudo foi conduzido com duas diferentes metodologias de avaliacdo da eficiéncia
das misturas sobre P. citricarpa: crescimento micelial e microtitulacéo a base de resazurina.
No ensaio de crescimento micelial, as CEso da maioria das misturas foram inferiores, iguais
ou muito proximas a 0,005 mg/L (menor concentracdo avaliada), nos indicando que a
eficiéncia da piraclostrobina na inibigdo de P. citricarpa nédo foi alterada pela adi¢do dos
produtos. Os maiores valores de CEsp foram observados para as misturas E+C+P+O e
ZM+C+1+A+P+0 que apresentaram valores de CEso de 0,007 e 0,014 mg/L, respectivamente,
onde as duas misturas tinham em comum o cobre e o0 6leo. Vale ressaltar que, seis misturas
contendo cobre e 6leo apresentaram CEso inferiores a 0,005 mg/L, o que demonstra que a
adicdo desses dois produtos a calda com piraclostrobina ndo necessariamente reduzird a
eficiéncia bioldgica do fungicida.

Embora nesse estudo todas as CEsg tenham sido consideradas relativamente baixas e
similares aquelas reportadas por Hincapie et al. (2014), que variaram de 0,002 a 0,003, a
eficiéncia bioldgica das caldas que apresentaram CEso para inibir o crescimento de P.
citricarpa in vitro superiores a 0,005 mg/L deve ser avaliada em pomares comerciais no
controle da pinta preta. Adicionalmente, essas caldas com leve aumento da CEso poderiam ser
avaliadas com os mesmos ingredientes ativos, porém com outros produtos comerciais
disponiveis no mercado, incluindo as outras estrobilurinas (azoxistrobina e trifloxistrobina)
formuladas em grénulos dispersiveis em agua, a fim de verificar se h4 variagdo entre as
diferentes formulagGes comerciais. Contudo, diante do grande numero de formulagdes
existentes para cada ingrediente ativo utilizado no presente estudo, essa pratica resultaria em
um grande nimero combinag6es de produtos formulados em avaliagcdo onerosa.

O crescimento micelial foi adotado nesse estudo por se tratar de um método muito
utilizado em testes de sensibilidade de fungos aos fungicidas (Lopes et al., 2015). Embora a
avaliacdo do efeito de fungicidas inibidores de quinona externa (Qol) sobre patdgenos seja

realizada principalmente com o método da germinacdo de esporos, alguns trabalhos tém
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utilizado o crescimento micelial e/ou unidade formadora de col6nias como metodologias para
avaliar esse grupo de fungicidas (Hincapie et al., 2014). Nesse estudo, ensaios preliminares
com germinacédo de esporos foram conduzidos, porém nao foi possivel visualizar os esporos
germinando sob microscépio devido a deposicdo de alguns agroquimicos sobre 0s esporos,
principalmente enxofre e oxicloreto de cobre. A metodologia da contagem de unidade
formadora de coldnias tambeém foi avaliada previamente, mas devido a grande variagdo no
numero de col6nias e baixa repetitividade esse teste teve seu uso inviabilizado para tal fim.,
Portanto, o método do crescimento micelial se mostrou um dos mais viaveis para a avaliagcdo
das misturas e tem a vantagem de ser mais simples e exigir menos recursos. Por outro lado,
ele é mais demorado que os demais testes, uma vez que o patdgeno P. citricarpa apresenta
crescimento lento em meios de cultivo e as avaliagGes de crescimento das coldnias geralmente
sdo feitas apos 14 dias (Hincapie et al., 2014).

Nos ensaios com microtitulacdo a base de resazurina, quanto maior é a reducéo desse
indicador (da cor azul para rosa), maior € a taxa de respiracao e a atividade metabolica de P.
citricarpa e menos eficiente tende a ser a calda fungicida para controlar o fungo (Vega et al.,
2012). Na literatura ndo ha relatos de uso deste teste para avaliacdo de misturas, mas sim para
avaliacdo da sensibilidade quimica de fungos e bactérias a agroquimicos e antibidticos
utilizados isoladamente (Vega et al., 2012; Chitolina, 2019). Nesse estudo, embora o teste
tenha se mostrado valido para avaliacdo da eficiéncia da piraclostrobina em diferentes
misturas, houve grande variacdo nas leituras e necessidade de muitas repeti¢coes dos ensaios.
A maioria das caldas de piraclostrobina preparadas em mistura apresentaram reducdo da
resazurina inferior aquela obtida com calda contendo apenas a estrobilurina individualmente,
nos indicando o efeito aditivo dessas misturas na inibicdo de P. citricarpa. Nas doses mais
baixas de piraclostrobina o efeito adicional dos produtos foi mais pronunciado na inibig¢do da
respiracdo do fungo, uma vez que a resazurina é reduzida (respiracdo incrementada) em maior
quantidade (coloracdo mais rosa) na calda apenas com piraclostrobina pura em comparacao
com caldas de misturas contendo os demais agroquimicos, principalmente o oxicloreto de
cobre que também tem atividade fungicida (Silva Junior et al., 2016a).

De maneira geral, as misturas apresentaram valores de reducdo da resazurina
(incremento da respiragdo) de apenas 50%, enquanto a piraclostrobina pura apresentou
reducdes de aproximadamente 100% nas menores concentragdes até em torno dos 60% nas
maiores concentragdes testadas. Para algumas misturas foi observado um pico de reducdo nas
concentragdes intermitentes, mesmo ndo tendo sido observado diferengas na coloragdo das

placas referentes a essas misturas. Adicionalmente, as misturas sem a adicdo da
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piraclostrobina apresentaram valores de reducdo da resazurina (aumento da respiracao)
inferiores aqueles observados para o fungo em meio de cultivo sem agroquimicos, o que
reforca o efeito direto de alguns agroquimicos na inibicdo do fungo e possivel efeito aditivo
da calda contendo esses agroquimicos em mistura com a piraclostrobina.

O teste de microtitulacdo a base de resazurina permitiu observar tendéncias apesar da
alta variabilidade das misturas e tem a vantagem de ser muito rapido, o que possibilita a
avaliacdo das misturas em poucas horas. Entretanto, € um método que apresenta resultados
muito variaveis por ser muito sensivel e exigir precisdo durante a execu¢do de todas as etapas
da montagem até a avaliacdo das placas. Assim, devido a elevada sensibilidade e variacdo do
método se faz necessaria a montagem de muitas repeticGes, o que torna esse método de dificil
reprodutibilidade. Além disso, 0 método também requer mais recursos tanto para a compra
dos reagentes quanto para a aquisicdo do equipamento leitor de microplacas.

Na avaliagdo da compatibilidade fisico-quimica das misturas é recomendavel a
utilizacdo da agua padrao, pois ela apresenta uma menor dureza total da &gua, o que caracteriza
dureza muito branda. Assim, essa caracteristica da agua se torna um fator que nao interfere na
reacdo entre 0s agroquimicos testados em mistura, permitindo a avaliacdo e descoberta de
incompatibilidades em laboratério causadas apenas pela interagdo entre eles (Ramos &
Araljo, 2006). E importante mencionar que, pequenas variagbes nos ensaios podem gerar
resultados um pouco divergentes e 0 aumento do nimero de repeti¢ces de ensaios se mostram
importantes, principalmente nos casos em que incompatibilidades sdo observadas. Nesse
estudo, variacGes consideraveis foram observadas para a mistura de enxofre, cobre,
imidacloprido, abamectina, estrobilurina e 6leo. No primeiro ensaio foi observada a presenca
de cristais e grumos, mas no segundo ensaio ndo. Portanto, ndo foram incompatibilidades
presentes em todos 0s ensaios conduzidos. I1sso pode ter ocorrido devido a pequenas alteragdes
nas diferentes fases ao longo do procedimento, ndo reprodutibilidade por variagdo entre
avaliadores, bem como a dificuldade de visualizacdo desses cristais, que dentre as avaliacfes
realizadas nesse teste, é a mais dificil.

A é4gua padréo apresentou também o inconveniente de aumentar as contaminagées por
bactérias e outros fungos no teste de crescimento micelial, impossibilitando a avaliacdo do
crescimento do patogeno P. citricarpa. A pesagem dos produtos e o preparo da agua padrao
sdo geralmente realizados em um ambiente ndo estéril, 0 que aumenta a probabilidade de
contaminacgdo. Apds o preparo desta dgua, ha possibilidade de submeter a mesma ao processo
de filtragem em Milipore, porém, devido a grande quantidade de agua utilizada nos ensaios, a

filtragem pode ndo se tornar uma etapa viavel por requerer a troca do filtro apos a filtragem
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de volumes relativamente reduzidos. No teste de microtitulagdo, a 4gua padrdo interferiu no
processo de mudancga de cor da resazurina, observada logo que o reagente foi adicionado a
agua, o que impossibilitou a utilizacdo da mesma nesse tipo de ensaio de avaliacdo de caldas
de agroquimicos em mistura. Dessa forma, a agua padrdo foi utilizada no teste de
incompatibilidade fisico-quimica, enquanto a agua destilada autoclavada foi usada para o
preparo das caldas nos testes de eficiéncia bioldgica. Mesmo ndo utilizando a agua padréo,
ambos os testes se mostram suficientes para avaliar a eficiéncia bioldgica de misturas de
agroguimicos com resultados similares.

Na avaliacdo do pH das caldas dos ensaios de eficiéncia bioldgica, a maioria das
misturas ndo apresentaram mudangas significativas entre os valores de pH inicial e final da
calda. De maneira geral, as misturas que apresentaram tais mudancas continham
piraclostrobina em mistura com abamectina e 6leo. Muitos compostos quimicos, quando em
contato com a &gua, podem sofrer degradacédo por hidrolise, onde a velocidade de degradacdo
é influenciada pelo valor de pH da solugdo (Kissmann, 1998; Cunha et al., 2017). Assim,
valores elevados de pH foram observados para a maioria das misturas, 0 que as caracterizam
como caldas mais alcalinas. Entretanto, a piraclostrobina em solu¢édo na temperatura de 25°C
se apresenta estavel a ocorréncia de hidrdlise nos valores de pH 5,0 a 9,0 (Lewis et al., 2016).
Contudo, ndo foi observado interferéncia do valor de pH das caldas na eficiéncia de inibicéo
de P. citricarpa pelas misturas contendo piraclostrobina. A regresséo linear entre os dados de
pH e CEso das misturas apresentou coeficiente de terminagio muito baixo (R?= 0,008) e néo
foi significativa (p = 0,7029), demonstrando que esse ligeiro aumento da CEso observado para
algumas caldas ndo foi causado por mudancas de pH. Adicionalmente, é necessario que essas
caldas sejam testadas em pomares comerciais de forma a avaliar a possivel interferéncia do
valor de pH na manutencdo da eficiéncia biologica do fungicida aplicado em mistura.

Na avaliacdo da fitotoxidade, os tratamentos levados a campo né&o diferiram
significativamente da calda com a piraclostrobina pura, indicando baixo potencial fitotoxico
das misturas avaliadas. E importante ressaltar que, as misturas de campo foram preparadas
com doses maximas usadas no setor citricola para o controle de pragas e doencas, conferindo
doses mais altas que as normalmente utilizadas em pomar comercial. A fitotoxidade tende a
aumentar com o diametro dos frutos e a partir de 40 mm pode haver um incremento da
suscetibilidade a efeitos fitotoxicos, principalmente de caldas contendo fungicidas cupricos
(Goes et al., 2004). Nesse estudo, os frutos avaliados apresentavam ~ 50 mm de didmetro e
essa fase pode ser considerada como suscetivel a fitotoxidade por caldas. E importante

ressaltar que foram observados frutos com sintomas leves de fitotoxidade nas plantas
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testemunha, o que pode ser explicado pelo fato de o experimento ter sido conduzido em &rea
que, na mesma safra, ja havia recebido pulverizacbes para controle de outras pragas ou
vetores. Entretanto, apds as pulverizagdes das misturas testadas ndo foi observado incremento
nos sintomas de fitotoxidade em frutos tratados com as diferentes misturas em relacdo aos
frutos que ndo foram pulverizados no mesmo momento. Os resultados de fitotoxidade obtidos
em campo demonstram que as caldas ndo apresentaram danos cosméticos relevantes aos frutos
até 7 dias apds a aplicacdo das mesmas, porém € importante que mais caldas sejam testadas
em campo para verificar a ocorréncia de outros efeitos adversos de longo prazo.

O trabalho aqui proposto demostrou que, dentre os diferentes métodos de avaliacdo da
eficiéncia bioldgica de misturas de agroquimicos em laboratério, o crescimento micelial
parece ser o de melhor custo-beneficio. Esse método podera ser usado para a elaboracao de
um protocolo referéncia para avaliacdo de caldas que possam apresentar indicios de
incompatibilidade ou perda de eficiéncia bioldgica para fungicidas. O método de crescimento
micelial, apesar de mais demorado, se mostrou mais eficaz na avaliacdo da eficiéncia biol6gica
de misturas de agroquimicos em laboratorio. A microtitulacdo a base de resazurina pode ser
usada como um método qualitativo para identificacdo de perda de eficiéncia bioldgica com
base nas cores de pogos da placa das misturas em relacdo ao fungicida usado individualmente.
Os resultados obtidos in vitro sdo muito relevantes e possibilitaram sanar varias ddvidas
relacionadas a misturas de caldas com fungicidas, porém é importante validar esses resultados
com a avaliacdo da eficiéncia bioldgica das caldas em pomares comerciais antes da
recomendacdo de uso das mesmas em larga escala. Contudo, mais trabalhos envolvendo
compatibilidade fisico-quimica entre agroquimicos em mistura, assim como os seus efeitos
sobre a eficiéncia bioldgica dos produtos formulados, sdo necessarios para que possamos
aprimorar 0 uso de misturas em tanque, de forma a realizar aplicagbes cada vez mais
sustentaveis ambientalmente e economicamente e também mais eficiente no controle de

pragas e doengas.
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5. CONCLUSAO

Todas as 21 misturas testadas apresentaram algum tipo de incompatibilidade descrita
na norma NBR 13 875 e apenas nove delas foram consideradas criticas para uso em tanque de

pulverizacdo por apresentarem cristais e/ou grumos.

A piraclostrobina em mistura com todos os agroquimicos testados foi eficiente em

inibir o crescimento de P. citricarpa em concentragdes muito baixas (CEso < 0,014 mg/L).

As oito misturas avaliadas em campo ndo apresentaram incremento de fitotoxidade em

frutos de laranjeiras doce.
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