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RESUMO

A cultura do café tem grande importancia econémica e social para o Estado do
Espirito Santo. Anualmente, se produz mais de 10 milh6es de sacas sendo
que, aproximadamente 70% sdo da variedade Conilon (Coffea canephora).
Vérios fatores interferem na producéo e na qualidade dos graos, com destaque
para as pragas. O objetivo do estudo foi avaliar, em café Conilon, a eficiéncia
de uma nova mistura de inseticidas, Chlorantraniliprole e Thiamethoxan (Chlo +
Thia) no controle da Broca-do-café, e comparar os resultados com aqueles
obtidos com Endosulfan. Da mesma forma, comparar os resultados dessa
mistura com o Imidacloprid no controle do Bicho-mineiro, além de verificar a
interferéncia das substancias na microbiota do solo, nos processos bioquimicos
e fisiologicos da planta. A area de estudo para controle do Bicho-mineiro foi
uma lavoura adulta de café Conilon localizada no Municipio de Anchieta, ES,
onde a mistura dos inseticidas e Imidacloprid foi aplicada no solo via drench,
para avaliar o ataque da praga e a interferéncia na microbiota do solo. O ensaio
para avaliar o controle da Broca-do-café, foi desenvolvido em lavoura de doze
anos de idade no Municipio de Alfredo Chaves, ES. A mistura Chlo + Thia e o
Endosulfan foram aplicados via foliar e a avaliacdo realizada nos frutos, apés
15 e 30 dias da segunda aplicacdo, e dos gréos apés a colheita. O estudo das
caracteristicas fisiolégicas e enzimaticas foi realizado em Marechal Floriano,
ES, com mudas de café Conilon da variedade Vitoria, Clone 02, transplantadas
em vasos de 5,0 L e conduzidas em estufa em condicbes adequadas de
umidade e nutricdo. Ap6s 196 dias, foram aplicados inseticidas Chlo + Thia e
Endosulfan nas folhas e Chlo + Thia e Imidacloprid no solo. A taxa
fotossintética liquida (A), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E),
rendimento quantico do PSII (F.,/F;,) e a concentracdo de centros de reacao
ativos (RC/CS,), foram avaliados durante o periodo experimental. As atividades
das enzimas Superéxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Fosfatase acida
(ACP) foram determinadas 96 horas ap0s aplicacéo dos inseticidas na folha e,
18 dias ap0s aplicacdo no solo. Os resultados demonstraram que a aplicagdo
dos inseticidas via drench nao apresentaram diferencas na infestacdo do
Bicho-mineiro em relagéo ao controle, além da nao-interferéncia na microbiota

do solo. Em relacdo a Broca-do-café, a nova mistura (Chlo + Thia) apresentou



eficiéncia semelhante ao Endosulfan (padréo), nas concentracdes mais
elevadas de 0,75 e 1,0 L/ha, o que sugere sua utilizacdo na prética para o
controle da praga. Quanto aos parametros fisiologicos, os valores de A, gs,
FJ/Fm € RC/CS, foram reduzidos ao contrario de E, que sofreu elevacdo apos
48 horas, quando expostas as maiores concentracdes dos inseticidas. O
Imidacloprid, por sua vez, apos 18 dias da aplicacdo reduziu A e E, enquanto
gue a mistura exerceu efeito inibitdrio somente em E. Em relacdo as enzimas, a
SOD apresentou inibicdo significativa quando expostas as concentracdes
elevadas dos inseticidas, aplicados tanto na folha como no solo. Doses
reduzidas dos inseticidas, aplicados na folha (0,25 L/ha de Chlo + Thia) e no
solo (0,75 L/ha de Chlo + Thia e 1,0 kg/ha de Imidacloprid), elevaram a
atividade da CAT, ao contrario das concentracbes mais elevadas, o que
resultou na reducdo de sua acao protetora nas plantas. A resposta da ACP foi
a reducdo da atividade enzimatica na presenca dos inseticidas em todas as
concentragdes, aplicados tanto na folha como no solo. Estes resultados
permitem concluir que a nova mistura de inseticidas Chlo + Thia, apresentou
menor toxicidade em relacdo ao Endosulfan quando comparado as atividades
enziméaticas. O perfil fisiologico das plantas mostrou alteracdes negativas na
eficiéncia fotoguimica e na acdo estomética, quando expostas as elevadas
concentracfes dos inseticidas. A analise na microbiota do solo, por sua vez,

demonstrou que os fungos foram menos sensiveis do que as bactérias.

Palavras-chave: Café  Conilon, Chlorantraniliprole, Broca-do-café,

Fotossintese, Enzimas, Microbiota



ABSTRACT

The growing of coffee has a great deal of social and economic importance to
the state of Espirito Santo. Over 10 million sacks of coffee are produced
annually, with 70% of that number being of the Conilon (Coffea canephora)
variety. Several factors interfere in the production and the quality of the grains,
one of those being the plagues. This study aims to analyze, in Conilon coffee,
the efficiency of a new mix of insecticides, Chlorantraniliprole e Thiamethoxam
(Chlo + Thia) in the control of coffee berry borer (Hypotenemus hampei) and to
compare the results to those obtained with Endossulfan. Altogether, it's sought
to compare the results of this mix with the Imidacloprid in the control of coffee
leaf-miner (Leucoptera coffeella), besides verifying the interference of
substances in the soil's microbiot as well as in the biochemical and
physiological processes of the plant. The area chosen to study the control of
coffee leaf-miner was a grown Conilon coffee culture situated at Anchieta, ES,
where the mix of insecticides and Imidacloprid was applied on the soil via
drench, to evaluate the plague’s attack and the interference of the microbiot on
the same soil. The rehearsal to observe the control of coffee berry borer the
was developed in a twelve-year-old coffee culture in Alfredo Chaves, ES. The
blend of Chlo + Thia and the Endosulfan were applied on the plant’s leaf and
the evaluation had on the fruits, after 15 and 30 days since the second
exposure, and the grains after the reaping. The study of the physiological and
enzymatic caracteristics was drawn at Marechal Floriano, ES, with the Vitoria
variety of Conilon coffee seedlings, Clone 02, transplanted in 5,0 L recipients
and conduced in greenhouses with proper humidity and nutrition. After 196
days, Chlo + Thia and Endosulfan insecticides were applied on the leafs and
Chlo + Thia and Imidacloprid on the soil. The net CO, assimilation rate (A),
stomatal conductance (gs), transpiration (E), maximum quantum efficiency of
the photosystem Il (F,/Fy) and concentration of active reaction center (RC/CSy),
were evaluated during the experimental period. The activity of the enzymes
Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) and acid Fosfatase (ACP) were
determined 96 hours since the insecticide’s exposure on the leafs and, 18 days

after the soil exposure. The results proved that the exposure of the insecticides



via drench didn’t show any differences towards the coffee leaf-miner infestation
when it comes to control, besides the non-interference of the microbiot on the
soil. Regarding the coffee berry borer, the new mix (Chlo + Thia) had similar
positive effect to the Endosulfan (standard) at higher concentrations of 0,75 and
1,0 L/ha, which corroborates the practical usage of the mix in plague control. As
for the physiological parameters, the A, gs, FJ/F, e RC/CS, values were
reduced as opposed to the E value, which suffered elevation after 48 hours,
when exposed to higher concentrations of the insecticides. The Imidacloprid,
after 18 days of exposure, reduced A and E, at the time that the mix had
inhibitory effect on E, specifically. Concerning the enzymes, SOD shown
significant inhibition when exposed to higher concentrations of the insecticides,
applied on the leafs, as well as the soil. Reduced dosage of the insecticides,
applied in the leaf (0,25 L/ha of Chlo + Thia) and soil (0,75 L/ha of Chlo + Thia
and 1,0 kg/ha of Imidacloprid), elevated the CAT activity, as opposed to higher
concentrations, which resulted in the reduction of its protective role in plants.
The ACP response was the reduction of the enzymatic activity in the presence
of insecticides in all concentrations, applied in the leafs and soil. These results
make possible to conclude that the new mix of insecticides Chlo + Thia shown
less toxicity than Endossulfan when compared to enzymatic activities. The
physiological profile of the plants demonstrated negative alterations on the
photochemical efficiency and stomatal action when exposed to higher
concentrations of the insecticed. At last, the analysis microbiot of the soil
shown that the fungi were less sensible than the bacterias.

Key-words: Conilon Coffe, Chlorantraniliprole, coffee berry borer,
Photosynthesis, Enzymes, Microbiot
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café, sendo essa
commodity de extrema importancia para o agronegdcio brasileiro. Segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento (Conab), a estimativa da safra
brasileira em 2010, sera de 46 a 49 milhdes de sacas. O Estado do Espirito
Santo ocupa o segundo lugar em producdo e a variedade Conilon capixaba,
respondera por 8,5 a 9,0 milhdes de sacas (Conab, 2010).

Em toda a cadeia produtiva, a producdo de café de forma sustentavel € de
suma importdncia, com adocdo de boas praticas de manejo e com
responsabilidade ambiental e social. Com essas acdes € possivel obter um
café de qualidade e que forneca seguranca alimentar aos consumidores, além
de gerar emprego diretamente a mais de 400 mil pessoas em todo 0 processo
produtivo no estado do Espirito Santo (DE MUNER et al., 2009).

A variedade Conilon, da espécie Coffea canephora, é a mais importante pelo
volume de producdo e valor industrial. Essa espécie é muito utilizada na
industria de cafés sollveis, por conter maior quantidade de soélidos sollveis e é
usado na mistura com o café ardbica para dar mais corpo e diminuir a acidez
(FERRAO, 2004; BELING, 2005).

A producéo do café é regulada por diversos fatores como o clima (temperatura,
precipitacdo, umidade etc.), tratos culturais (calagem, adubacao, controle de
ervas daninhas, podas, etc.), variedades, tipos de solos, irrigacdo, controle de

pragas e doencas, entre outros (MATIELLO et al., 2005).

Diversos fatores interferem na reducdo da produtividade das lavouras do
cafeeiro e qualidade dos grdos. Nesse aspecto, as pragas tém relevancia,
destacando-se a Broca-do-café Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867)
(Coleoptera:Scolytidae) e o Bicho-mineiro Leucoptera coffeella (Guérin-
Menéville, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae) (SOUZA & REIS, 1997; REIS &
SOUZA, 1998; MATIELLO et al., 2005).



Para o controle dessas pragas, muitos sao os produtos registrados. O principio
ativo mais utilizado e eficiente para o controle da broca-do-café e que também
controla o bicho-mineiro € o Endosulfan, de uso proibido para determinadas
certificadoras, sendo da classe toxicoldgica I, extremamente tOxico aos animais
e ao ambiente (Compéndio dos Defensivos Agricolas, 2005). A substituicdo
deste principio ativo por outros de igual ou maior eficiéncia e de baixa

toxicidade, é fundamental para a cafeicultura nacional.

No controle quimico dessas pragas, a aplicacdo de inseticidas, tanto via foliar
como no solo, pode interferir na microbiota do solo, na atividade metabdlica dos
vegetais, na fotossintese e na fisiologia da planta.

Nos solos, 0s microorganismos rizosféricos desempenham fungdes importantes
nos ciclos biogeoquimicos dos nutrientes, na transformacdo da matéria
organica, na influéncia do enraizamento, na producdo de substancias
promotoras do crescimento, na absorcdo de nutrientes e na protecdo do
vegetal contra o estresse (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Nos ultimos anos,
estudos sobre acdo de agrotdxicos na biota tém sido realizados (CHEN &
EDWARDS, 2001), devido a necessidade de conhecer os efeitos nocivos
dessas substancias, com o objetivo de minimizar seus efeitos adversos sobre 0
homem e o0 ambiente (SCHROLL et al., 1992).

Por outro lado, a produtividade dos vegetais é influenciada pelas taxas
fotossintéticas que prevalecem na dindmica do ambiente. Sob o ponto de vista
fisiolégico, € preciso compreender como esta taxa responde diretamente aos
fatores ambientais como luz, temperatura e concentracdes de CO,, ou mesmo
indiretamente a fatores como a umidade do ar e do solo, por meio dos efeitos
do controle estomético (LARCHER, 2000; TAIZ & ZEIGER, 2009).

Outro aspecto importante a ser observado além das trocas gasosas no
acompanhamento da resposta vegetal aos principios ativos, € a relacédo entre
as fluorescéncias variavel e maxima (F./Fn) que expressam a eficiéncia de

energia de excitacdo nos centros de reacao do Fotossistema Il (PSIl) (KAUSE



& WEIS, 1991). Segundo Haehne et al., (1982), essa relacdo pode representar
a Eficiéncia Quantica do transporte de elétrons nesse fotossistema.

Muitas substancias, como os agrotéxicos, induzem a producdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS) que, quando em concentragdo maior que a
capacidade antioxidante do tecido, resulta no estresse oxidativo (SIES, 1991;
MARTINEZ-CAYUELA, 1998; GIL-DEL VALLE et al., 1999). Organismos
aerobicos desenvolveram um conjunto de mecanismos enzimaticos e nhao-
enzimaticos, como forma de protecao contra seus efeitos nocivos dessas ROS
(NIKI, 1987; WEFERS & SIES, 1988). O monitoramento do processo
antioxidativo é importante para a compreensdo da estratégia do vegetal na
resposta ao estresse (BARREIROS & DAVID, 2006). Os organismos possuem
enzimas antioxidantes responsaveis pela defesa organica, entre as quais estao
a Superoxido Dismutase (SOD), a Catalase (CAT), além da Fosfatase Acida
(ACP), que estao submetidas as alteracdes cinéticas quando em presenca de
determinadas substancias quimicas (DUFF et al.; 1994; COLEMAN et al., 1997;
TABALDI et al.; 2007).

A descoberta de novos agrotoxicos é de fundamental importancia para que
estes sejam comercialmente viaveis no controle de pragas, e assim possam ser
usados em uma agricultura sustentavel. Em muitos casos, a utilizacao
combinada de produtos quimicos e controle biolégico pode fornecer uma
melhor opgéo para o gerenciamento das populagdes de pragas, e minimizar a
selecéo para resisténcia (GENTZ et al., 2009; CASTLE et al., 2009).

A relevancia do presente estudo consiste em conhecer a eficiéncia da nova
classe de inseticida de menor toxicidade ao homem e ao ambiente no controle
de pragas do cafeeiro e sua interferéncia no ambiente e em plantas de café
Conilon, através da aplicagdo foliar ou diretamente no solo. Dessa maneira, €
possivel avaliar os impactos causados; ferramenta necessaria para a tomada

de decisao.

O presente trabalho tem como objetivo estudar a eficiéncia de uma nova

mistura de inseticidas, Chlorantraniliprole + Thiamethoxam (Chlo + Thia), no



controle do Bicho-mineiro e compara-lo ao Imidacloprid; no controle da broca-
do-café comparando com o Endosulfan, na variedade Conilon (Coffea
canephora), além de verificar sua interferéncia em processos enzimaticos e

fisiol6gicos da planta e na microbiota do solo.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bicho-mineiro — Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville, 1842)

No Brasil, o bicho-mineiro é considerado a principal praga do cafeeiro, devido a
ocorréncia dessa praga ser generalizada nas lavouras, e pelos prejuizos
causados, que podem ultrapassar a 70% da producédo (REIS & SOUZA, 1996;
SOUZA et al., 1998). Quando adulto, € uma mariposa de pequeno porte, que
se apresenta na cor branco-prateada. As fémeas pdem seus ovos na face
superior das folhas e apresentam corpo achatado, medindo 4-5 mm de
comprimento e 0,75 mm de largura. As larvas penetram no limbo foliar e, ao se
alimentarem deste tecido, promovem a formacgao de leses ou manchas de cor
marrom, conhecidas como “minas”, o que da origem ao nome de bicho-mineiro,
ou minador das folhas (REIS & SOUZA, 1996; MATIELLO et al., 2005).

Os prejuizos mais comuns dessa praga sdao a reducdo da area foliar,
diminuicdo da capacidade fotossintética e a queda das folhas. O ataque
sempre € maior no terco superior da planta, e em lavouras com espacamentos
mais largos. Dentre as condicGes favoraveis ao ataque estdo a temperatura
elevada, a baixa umidade relativa e periodos de estiagem, assim como as
caracteristicas da planta e/ou ao desequilibrio nutricional (REIS & SOUZA,
1996; MATIELLO et al., 2005). A época mais critica do ataque compreende o
periodo entre dezembro a abril, porém, devem-se considerar as flutuacdes
populacionais. As medidas de controle sdo as culturais, biol6gicas, genéticas
ou quimicas (REIS & SOUZA, 1996; MATIELLO et al., 2005).

A maior dificuldade no controle do bicho-mineiro é determinar o nivel de dano

econdbmico, e as medidas de controle podem ser preventivas e/ou curativa.



Uma das formas preventivas compreende a aplicacdo via solo de inseticidas ou
de misturas de inseticidas + fungicidas no periodo chuvoso. A forma curativa é
realizada por meio de pulverizagdo foliar com inseticidas fosforados ou
piretréides, na época seca, que pode resultar em desequilibrios no agro-
ecossistema e favorecer o ataque de outras pragas (REIS & SOUZA, 1996;
MATIELLO et al., 2005).

O controle quimico via solo, é considerado de menor toxicidade e os produtos
mais utilizados sdo o Thiamethoxan ou Imidacloprid, principios ativos do grupo
dos neonicotindides, que conferem maior seguranca ao aplicador e ao
ambiente. A formulacdo Granulado Dispersivel (WG) desses novos produtos é
aplicada no solo, na forma de drench, ou seja, via liquida no solo (REIS &
SOUZA, 1996; MATIELLO et al., 2005). Além disso, esses inseticidas aplicados
no solo, via drench, como o thiamethoxan, tem a vantagem de serem
compativeis com microorganismos entomopatogénicos, que tem potencial para
serem usados no controle de pragas na cultura do café (ANDALO et. al., 2004;
BATISTA FILHO et. al., 2001).

A Regido Norte do Espirito Santo, de clima quente e seco, é tradicional na
producdo de café Conilon e as lavouras nesta regido sao muito atacadas pelo
bicho-mineiro durante todo o ano, principalmente nos meses de seca
prolongada. Os pesquisadores, Souza et al., (1998) e Gallo et al., (2002),
verificaram prejuizos de 30% a 80% na produtividade do café devido ao ataque

do bicho-mineiro.

2.2 Broca-do-café - Hypothenemus hampei (Ferrari, 1867) (Coleoptera:
Scolytidae)

A Broca-do-café é outra praga importante que ataca tanto frutos dos cafeeiros
Arabica (C. arabica) como do Conilon (C. canephora), e sua infestacdo ocorre
em todos os paises onde se cultiva café, independente do estado de
maturacdo dos frutos, se verdes, maduros ou secos (SOUZA & REIS, 1997,

REIS & SOUZA, 1998). A broca é um pequeno inseto de cor brilhante escuro,



cujo macho mede entre 1,0-1,25 mm e a fémea entre 1,4-1,85 mm. No
processo de ataque a cultura, é a fémea fecundada que perfura o fruto na
regido da coroa. As etapas de infestacdo consistem na penetracdo do grao e
na deposicao dos ovos. As larvas liberadas irdo se alimentar das sementes. As
fémeas dessa espécie sdo as Unicas que possuem asas e conseguem alcar
vOos mais longos. A broca tem um ciclo de vida que varia de 17 a 46 dias, 0
qual é influenciado principalmente pela temperatura (SOUZA & REIS, 1997;
MATIELLO et al., 2005).

Inicialmente, os prejuizos provocados pela broca-do-café consistem na queda
de frutos, na reducdo do peso das sementes danificadas pelas larvas e,
finalmente, pela perda da qualidade dos grdos brocados, onde se inclui o
aspecto, o tipo e a bebida que ira originar (SOUZA & REIS, 1997; MATIELLO et
al., 2005). Em periodos de elevada infestacdo, e de acordo com levantamentos
realizados no Estado do Espirito Santo, os prejuizos sao superiores a R$ 40
milhdes anuais (DE MUNER et al., 2000; FORNAZIER et al., 2000, 2001ab). As
infestacbes de broca em café Conilon observadas em todos os Municipios
capixabas eram superiores a 25% ap0s o0 beneficiamento do café, com a
reducdo da produtividade das lavouras e a qualidade intrinseca dos graos, o
gue aumentou sensivelmente a incidéncia de defeitos e culminou com o
lancamento da Campanha Estadual para Manejo da Broca-do-café (SOARES
et al., 2001).

Os frutos que permanecem nha planta ou mesmo no chéo, apés a colheita,
favorecem a reproducéo da praga, facilitando a migracéo do inseto para a safra
seguinte. Outras condicbes que favorecem a sobrevivéncia do inseto e
infestagdo futura sdo o sombreamento e/ou lavouras adensadas, periodo
umido, lavouras abandonadas, floradas desuniformes e periodo seco nos
meses de dezembro e janeiro. As regifes de temperaturas mais elevadas onde
se cultiva a variedade Conilon, possuem outro agravante relacionado a
diminuicao do ciclo da praga, o que eleva o numero de geragdes. O resultado
observado é ataque mais intenso demandando alguma medida de controle
(SOUZA & REIS, 1997; MATIELLO et al., 2005).



A metodologia padronizada para controle da praga consiste em realizar
amostragens dos frutos até que o nivel de infestacdo atinja 3 a 5%. A partir dai
deve-se iniciar o controle (SOUZA & REIS, 1997; MATIELLO et al., 2005).
Apesar da broca-do-café atacar os frutos em todos os estagios de maturacéo, a
perfuracdo dos mesmos somente € iniciada quando as sementes atingem o
teor de umidade adequado a postura dos ovos. Quando os frutos estdo muito
aquosos, a broca se aloja na regido da coroa, porém, ndo faz galeria. Esse
periodo ocorre entre os meses de outubro e dezembro, e é conhecido como do
“transito da broca”, importante para o produtor iniciar os procedimentos de
amostragem e o célculo do indice de infestacdo. Estes procedimentos sdo
fundamentais para o sucesso de medidas de controle (SOUZA & REIS, 1997;
SOARES et al., 2001; MATIELLO et al, 2005).

Na pratica, a identificacdo do grau de infestacdo é muito dificil, devido a
distribuicdo desuniforme da broca nos talhbes e nos frutos de uma mesma
planta. Entretanto, para as lavouras capixabas, excelentes resultados praticos
tém sido obtidos, com a recomendacdo da amostragem de 50 plantas por
talhdo, com 100 frutos por planta, sendo 25 de cada face num total de 500
frutos, para talhdes de 3.000 a 5.000 plantas (FORNAZIER et al., 2000).

Algumas praticas culturais podem ser estabelecidas com objetivo de evitar a
reproducao da broca tais como a colheita bem feita, recolher todos os frutos da
planta e do chdo, manter a lavoura mais aberta, realizar as podas necessérias
e eliminar lavouras abandonadas (SOUZA & REIS, 1997; MATIELLO et al.,
2005).

Os danos causados pela broca-do-café provocam prejuizos econdmicos que
variam de 5% a 25%, podendo chegar até 50% (CARDENAS & POSADA,
2001; WEGBE et al., 2003, DURHAM, 2004), e os custos estimados para o seu
controle e os prejuizos causados mundialmente sdo estimados em US$ 500
milhdes anuais (DURHAM, 2004).

O controle quimico com uso de inseticidas é bastante eficiente sendo que o0s

produtos registrados mais utilizados s&o os ativos Endosulfan, do grupo



quimico ciclodienoclorado, seguido pelo Clorpirifos, do grupo quimico dos
organofosforados. Entretanto, o Endosulfan é altamente tdxico a saude
humana e ao ambiente (BRUN et al., 1989; DAMON, 2000; WEGBE et al.,
2003) e a resisténcia ao inseticida por H. hampei ja foi relatado (BRUN, 1989).
Esse produto é proibido em varios paises (POSADA & VEGA, 2005).

Outras medidas de controle, como o biolégico, podem ser realizadas tanto por
insetos como fungos. O fungo Beauveria bassiana (Ascomycota: Hypocreales)
tem sido citado como inimigo natural da broca (H. hampei) em varios paises,
principalmente sob condi¢gbes de alta umidade relativa e sombra (De La ROSA
et al., 1997; BUSTILLO, 2005). Pesquisas relacionadas aos materiais genéticos
resistentes a broca ainda séo incipientes (SOUZA & REIS, 1997; MATIELLO et
al., 2005).

2.3 Os Agrotoxicos

O Brasil € o maior mercado consumidor de agrotoxicos do mundo (ANDEF,
2010). A crescente demanda por alimentos acompanhada pela exploséo
demografica aumentou o uso intensivo dos solos. Inicialmente, o cultivo dos
solos era em areas menores e mais férteis e nas ultimas décadas, devido a
expansdo das fronteiras agricolas, em areas maiores e menos férteis. O uso
intensivo e continuado do solo favoreceu maior ataque de pragas e doencas o
qgue resultou no aumento do uso de agroquimicos. Nesse contexto, o uso de
agrotoxicos deve ser analisado como de potencial risco a salde humana e ao
ambiente, como também de agente potencializador do processo produtivo
agricola (VEIGA, 2007).

Essas substancias quimicas tém a funcéo de bloguear um processo metabdlico
vital dos organismos (BAIRD, 2002) e o seu uso indiscriminado nas lavouras
tem provocado contaminagdo generalizada (BHANTI & TANEJA, 2007). A
maior preocupacao dos estudiosos é a contaminacao dos corpos hidricos pelos

principios ativos (VEIGA et al., 2006). Ainda que parte desses principios ativos



possa ser degradado no ambiente, residuos e subprodutos podem permanecer
por muitos anos (VIARENGO et al., 2007).

A aplicacdo dos inseticidas nas lavouras tem causado sérios danos aos
aplicadores de agrotdoxicos e ao ambiente (BARBIERI, 2006). Misturas de
principios ativos diferentes prontos ou misturados nas propriedades (inseticidas
+ fungicidas) podem causar efeitos tOxicos sinérgicos ou antagdnicos em
diferentes organismos (YADAV et al.,, 2009). Estes efeitos também estédo
relacionados ao uso indiscriminado, a elevada toxicidade, pouca informacao
dos aplicadores sobre o risco a saude, e sdo agravados por condicdes
culturais, sociais e econdmicas (PERES et al., 2005).

Em resposta as necessidades de alimentos por meio do aumento da populacao
mundial, torna-se importante o desenvolvimento de novos principios ativos que
apresentem alta eficiéncia e baixa toxicidade, além de baixo poder residual no
ambiente, a fim de substituir os atuais de classe toxicolégica alta (1) (DU et al.,
2007).

O novo principio ativo Chlorantraniliprole (EPA, 2008), € um inseticida da
classe quimica Diamida Antranilico, registrado com o nome quimico 3—Bromo-
N-[4-chloro-2-methly-6-(methlycarbamoyl)phenyl]-1-(3-chloro-2-pyridine-2-yl)-

1H-pyrazole-5-carboxamide, com a formula CigH14NsO.BrCl,. O nome é
derivado do inseticida natural rianodina, um metabdlito da planta Ryania
speciosa, capaz de interferir no mecanismo de liberacao de calcio nas juncdes
neuromusculares (HUMERICKHOUSE et al., 1993; CORONADO et al., 1994),

0 que interfere na contragcdo muscular.

Esse novo principio ativo esta registrado em outros paises, para 11 grupos de
frutas, 12 grupos de frutas de carogo, 4 grupos de legumes, 5 grupos de
brassicas, 9 grupos de -cucurbitaceas, algoddo, uvas, batatas, arroz,

ornamentais e gramas (EPA, 2008).

Pela sua eficacia e elevada margem de seguranca aos mamiferos, 0s

inseticidas Diamidas pertencem a uma das classes mais promissoras de



inseticidas quimicos. Chlorantraniliprole e Flubendiamida séo os dois primeiros
inseticidas dessa classe, que demonstram atividade sobre ampla gama de
pragas da ordem Lepidoptera. A acdo quimica foi testada no controle de

insetos via ativacao de receptores rianodina (LAHM et al., 2009).

Com relacéo a sua toxicidade cronica, subcrénica e outros, Chlorantraniliprole
€ ndo genotobxico, neurotdxico, imunotoxico, carcinogénico ou teratogénico, e
apresenta ainda, minima toxicidade em mamiferos, mesmo ap0s exposicao a
longo prazo. O principio ativo é classificado como de Classe toxicologica IV
(pouco toxico) para todas as rotas de exposicdo. Apresenta como
caracteristicas quimicas e fisicas a formula molecular: CigH14BrCIl:NsO5,
solubilidade na agua: 1,0 mg/L (20°C) e densidade: 1,51 g/mL (20°C) (EPA,
2008; LAHM et al., 2009). A mistura de Chlorantraniliprole + Thiamethoxan n&o
tem registro comercial ainda no Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA).

Os inseticidas neonicotindides, como o Thiamethoxan e Imidacloprid, séo
compostos organicos sintéticos, pertencem a uma classe relativamente nova
de inseticidas e muito utilizados no controle de insetos sugadores. Essas
substéancias representam 17% do mercado mundial de inseticidas (JESCHKE &
NAUEN, 2008) e age no sistema nervoso central bloqueando as vias neuronais
nicotinérgicas, o que causa acumulo do neurotransmissor acetilcolina
(YAMAMOTO & CASIDA, 1999).

Outro aspecto importante a ser considerado em relacdo aos agrotéxicos, sao
0os residuos presentes nas plantas, nos animais e nos alimentos.
Especificamente em relagdo ao Endosulfan, residuos foram também
encontrados na atmosfera, no solo, nos sedimentos, em aguas superficiais e
nos alimentos (U.S.,1990). Residuos de Endosulfan representam uma ameaca
ao ambiente devido a sua toxicidade para a biota aquatica, onde invertebrados
e peixes sao particularmente sensiveis (LEONARD et al., 2001; HOSE et al.,
2003b).



A maioria dos agrotéxicos lancados recentemente no mercado apresenta maior
concentragdo de principio ativo/kg ou Litros de produto, o que reduziu o seu
peso e volume, facilitando a embalagem, o transporte e o armazenamento.
Porém, a necessidade de utilizacdo por parte do agricultor de doses menores,
como recomendado na bula, o fez duvidar da eficiéncia do produto, e no

momento da aplicagdo é muito comum o processo de “dobrar a dose”.

2.4 Caracteristicas Fisiolégicas

A fotossintese € um processo importante nos vegetais, e faz a ligacao entre o
ambiente externo e interno da planta. Este processo pode ser avaliado
qualitativamente e quantitativamente por meio da absorcdo e do
aproveitamento da energia luminosa pelo aparelho fotossintético, o que
possibilita o estudo de caracteristicas relacionadas a capacidade de absorcéo e
transferéncia dessa energia na cadeia transportadora de elétrons (KRAUSE &
WEIS, 1991).

No cafeeiro, como na maioria das plantas C3, a fotossintese é saturada com 1/3
da irradiancia maxima incidente sobre a copa, o que corresponde a 600-700
umol (fétons) m? s™ nas folhas expostas a luz (DaMATTA & MAESTRI, 1997).
Do total de energia solar incidente sobre a superficie foliar apenas 5% é
utiizado na formacdo Adenosina Trifosfato (ATP), Nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato desidrogenase (NADPH) para a sintese de carboidratos
(TAIZ & ZEIGER, 2009).

Conforme Carelli et al., (1999), ndo existem diferengas na Taxa Fotossintética
Liquida Instantdnea (A) e Condutancia Estomatica (gs) entre as espécies
ardbica e robusta (Conilon), quando expostas a pleno sol ou com
sombreamento artificial de 50%. Entretanto, foi observada uma redugéo
significativa de A e gs quando ambas as espécies foram cultivadas a 80% de

sombra.



O cafeeiro apresenta baixas taxas fotossintéticas (ARAUJO et al., 2008;
CHAVES et al., 2008; DaMATTA et al., 2008) e, as maximas registradas
situam-se na faixa de 7 a 12 pymol CO, m? s, porém, mais freqiilentemente,
esses valores concentram-se em torno de 4 - 5 umol CO, m? s™* (DaMATTA et
al., 2007), e indica que tanto o café arabica quanto o café Conilon apresentam
baixa eficiéncia fotossintética quando comparado a maioria das plantas
lenhosas (CANNELL, 1985). No entanto, a capacidade fotossintética
(fotossintese potencial) sob luz e CO, saturantes e a temperatura 6tima entre
(25-30 °C), chega alcancgar valores da ordem de 30 a 35 umol CO, m? s™
(DaMATTA et al., 1997; CAMPOSTRINI & MAESTRI, 1998; DaMATTA et al.,
2001). A pleno sol, ha consideravel flutuagdo diurna da taxa fotossintética
liqguida do carbono (A), cujos valores tendem a ser maximos no inicio da
manha, podendo alcancar valores menores a tarde. De fato, em varios estudos
realizados em Vigosa (ARAUJO et al., 2008; CHAVES et al., 2008; DaMATTA
et al., 2008), os decréscimos de A, no periodo da tarde, foram

fundamentalmente governados pelas limitacdes difusivas a fotossintese.

A temperatura exerce também influéncia direta na fisiologia do cafeeiro,
conforme Kumar & Tieszen (1980) que observaram reducbes em A em
temperaturas acima de 25°C, apesar de a condutancia permanecer constante
entre 25-35°C, o que explica a maior diferenga no crescimento vegetativo no
verdo, quando comparado ao inverno (SILVA et al., 2000). Por outro lado, a
umidade relativa induz diferencas entre os valores elevados de gs observados
pela manh&, enquanto que essa diferenca observada ao meio-dia € reduzida
(GUTIE’RREZ et al., 1994). Esses resultados apresentaram relagcéo direta com
a secura do ar, que quando elevada, induzia a reducéo de gs (TESHA &
KUMAR, 1978; FANJUL et al., 1985; NUNES, 1988; HERNANDEZ et al., 1989;
KANECHI et al., 1995, BARROS et al., 1997).

Em relacdo a espécie arabica, a maior frequéncia estomatica do café robusta
(Conilon) foi demonstrada por Franco (1939); Williams, (1972); Voltan et al.,
(1992); DaMatta et al., (1997a), Carvalho et al., (2001) , apesar de apresentar
aparentemente, menor sensibilidade estomatica (FAHL et al., 2001). Em ambas

as espécies, o fechamento estomatico € indicado pelo déficit hidrico



(DaMATTA, 2004a; 2004b ), e a reducado da disponibilidade de agua diminui a
condutancia estomatica (gs) (PINHEIRO et al., 2005).

Clones de café Conilon, sob estresse hidrico, apresentam rapida recuperacéo
(1-2 dias) da hidratacao foliar e da condutancia estomatica apos ser irrigados, o
que permite seu rapido restabelecimento do crescimento e desenvolvimento da
copa do café ap0s periodos prolongados de seca, 0 que atesta seu alto grau de
tolerancia a seca (DaMATTA & RENA, 2001; DaMATTA & RAMALHO, 2006).

Campostrini & Maestri (1998), verificaram que as diferencas de produtividade
em cinco clones de café Conilon ndo eram em funcdo da capacidade
fotossintética, do rendimento quéantico de folhas isoladas, nas diferencas na
concentracdo de pigmentos cloroplastidicos. DaMatta et al., (2000),
demonstraram que diferencas na produtividade dos clones estariam associadas
mais diretamente & manutencdo de uma area foliar sadia, com uma boa

arquitetura de copa, responsaveis pelo aumento das trocas gasosas.

Para muitas espécies cultivadas em estufas, sob condi¢cdes 6timas de
nutrientes e agua, ocorre um aumento na produtividade devido a uma maior
concentracdo do dioxido de carbono em relacdo aos niveis atmosféricos
naturais (TAIZ & ZEIGER, 2009). Plantas C3, como o café, tém o ponto de
compensagao do CO; mais elevado, indicador de maior capacidade de se
beneficiar dos aumentos atuais nas concentracdes do CO, na atmosfera
(LARCHER, 2000). Plantas podem respirar mais de 50% da produtividade
fotossintética diaria, e muitos fatores podem afetar a taxa respiratoria, como a
natureza e a idade do tecido vegetal, assim como fatores ambientais, como a
luz, a concentracdo de oxigénio, a temperatura e a concentracdo de CO, (TAIZ
& ZEIGER, 2009).

Plantas de café podem ser cultivadas em baixa intensidade de luz
(sombreadas), pois apresentam baixa irradiancia de saturacdo, com variacao
de 300 a 600 = pmol m?.s™ (KUMAR & TIESZEN, 1980; FAHL et al., 1994). Por
outro lado, altas taxas fotossintéticas em café ocorrem sob moderada

irradiancia, com valores entre 1200-1300 = umol m?2.s™ que n&o provocam



danos ao aparelho fotossintético, enquanto que radiacdes superiores a 2200 =
pumol m2.s™?, podem induzir & fotoinibicdo, o que é comum no veréo (NUNES et
al., 1993).

2.5 Biomarcadores

As espécies Reativas de Oxigénio (ROS), como o radical superéxido (0%),
peréxido de hidrogénio (H»0O,), radical hidroxila (OH’) e oxigénio singleto (*O,),
sao produtos gerados normalmente pelo metabolismo celular. Os cloroplastos
produzem o radical superéxido por Fotorreducédo de O, no Fotossistema | (PSI)
e Fotossistema Il (PSIl). O oxigénio singleto se forma pela transferéncia de
energia para O,, a partir do estado excitado da clorofila (NIYOGI, 1999).
Peroxido de hidrogénio pode ser gerado pela sintese espontanea e acao
enzimatica. Estas ROS podem atacar membranas, proteinas e acidos nucléicos
causando peroxidacéo lipidica, desnaturacdo de proteinas e mutacéo do Acido
desoxirribonucléico (DNA) (BOWLER et al., 1992; NIYOGI, 1999). A instalacéo
do efeito de estresse oxidativo ocorre quando a producdo destas espécies
ultrapassa a capacidade do organismo em neutralizar sua acao. Para evitar
gue ocorra danificacdo dos componentes celulares, a célula possui as defesas,
constituidos por mecanismos enzimaticos, incluindo Superoxido dismutase,
Catalase, Glutationa peroxidase (GSH-Px) e ndo-enzimaticos como moléculas
de baixo peso molecular que incluem a Glutationa reduzida (GSH), acido
ascorbico e vitamina E (SIES, 1993; NIYOGI, 1999; SIES, 1991; MITTLER,
2002; FATTMAN et al., 2003; SUN e ZHOU, 2008).

As plantas apresentam varias fontes potenciais de geracdo de ROS. Algumas
sdo resultantes de reagcbes que ocorrem no metabolismo normal, como a
fotossintese e a respiracdo, enquanto que outras sdo originadas por estresses
abidticos, por meio da fotorrespiracdo (ASADA & TAKAHASHI, 1987).

Sob condi¢cées normais de crescimento, a producdo de Espécies Reativas de
Oxigénio Intermediarios (ROIs) em células € bem reduzida. Muitos fatores

podem perturbar a homeostase celular aumentando a producdo de ROIs



(POLLE, 2001), como o estresse hidrico e salino, frio, choque térmico, metais
pesados, radiacdo ultravioleta, poluentes atmosféricos, estresse mecanico,
deficiéncia mineral, ataque de patégenos e alta intensidade luminosa (DAT et
al., 2000).

Essas defesas celulares podem ser utilizadas como biomarcadores, ferramenta
importante na avaliacdo da toxicidade de compostos quimicos ou situacdes as
quais sdo expostos 0s vegetais. A caracterizacdo do estresse e seus efeitos
consideram as variacdes de tempo de exposicdo x concentracdo do agente
(VIARENGO et al., 2007).

A funcéo da SOD nas plantas deve dispensar atencdo especial, uma vez que
as ROS podem ser geradas por muitas condi¢cdes de estresse ambiental como
frio, calor, seca, salinidade, excesso de umidade, ataque de patégenos e ainda
os agrotoxicos (BOWLER et al., 1992). Os efeitos negativos do estresse nas
folhas, em nivel molecular, pode ter como resultado o desequilibrio entre a

producdo das ROS e as defesas antioxidantes.

A Catalase desempenha um papel importante na decomposicdo de H,O;
gerado pela fotorespiracdo, e se expressa facilmente nas folhas dos vegetais,
protegendo assim as células do efeito nocivo do acumulo do superéxido. Ha
provas claras de que a Catalase existe em varias formas e pode ter alteracdes,
com fungbes metabdlicas diferentes, como as condicdes ambientais de

estresse, principalmente pela luz e temperatura (DAT et al., 2000).

A Catalase (CAT) e a Glutationa (GS) sao exemplos de dois importantes
antioxidantes que desempenham a funcao de protecédo de células vegetais do
estresse oxidativo. No vegetal, a CAT é um das enzimas mais potentes,
responsavel pela conversdo do peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio.
(KNEER & ZENK, 1992; GRATAO et al., 2005). Entretanto, Kertulis-Tartar et
al., (2009), sugerem que a enzima pode ser importante na acumulacdo de
arsénio pela Pteris vittata, devido a capacidade da espécie tolerar niveis

elevados do metal.



As Fosfatases acidas (ACP) sdo enzimas que catalisam a hidrélise de mono-
ésteres de fosfato, e apresentam pH Otimo geralmente, abaixo de 6,0
(VINCENT et al., 1992). Sado enzimas amplamente distribuidas na natureza, e
ocorrem em tecidos de mamiferos, microrganismos e plantas. Particularmente,
em plantas, as fosfatases acidas tém sido relatadas em tecidos dos bulbos
(GUO & PESACRETA, 1997; SHINAMO et al., 2001), raizes (ZHANG &
McMANUS, 2000), tubérculos (GELLATLY et al., 1994), sementes (FERREIRA
et al., 1998; GRANJEIRO et al., 1999) e folhas (STASWICK et al., 1994).

A ACP desempenha muitas fun¢des importantes em plantas, entre as quais a
liberacdo de fosfato inorganico no ambiente (DUFF et al., 1994), mecanismo
vital para a transferéncia de energia e da regulacdo metabdlica, além de ser
integrante de fosfolipidios, proteinas e acidos nucléicos, macromoléculas
constituintes da estrutura celular. Conforme Dos Prazeres et al., (2004), o
aparecimento da fosfatase acida coincidiu com a diminuicdo do teor de fosfato
inorganico durante a germinacao de sementes de soja. Os autores observaram
ainda que durante o mesmo periodo o teor de proteina aumentou até o quinto
dia do experimento, houve reducdo até o oitavo dia, e manteve-se constante

apos este periodo.

Em sementes de milho, o aumento da atividade da ACP foi evidenciado quando
em deficiéncia de fésforo (FRIES et al., 1992), o que demonstra a funcao chave
da enzima na mobilizacdo desse nutriente em plantas. Alteracdes nas
condicbes de germinacdo de sementes, provocadas pela presenca de
herbicidas, inseticidas e fatores ambientais, induzem alteracfes na atividade da
ACP, o0 que pode ser associado as mudancas no processo de germinacao,
afetando a produtividade, e o capacita a ser utilizada como biomarcador
(GRANJEIRO et al., 2008).



2.6 Populacéao Microbiana nos Solos

Os microorganismos no solo apresentam versatilidade metabdlica e toleram
condicbes ambientais desfavoraveis, além de estar sujeitos a dispersédo por
Vvarios meios como a agua, o vento, os animais, entre outros. No solo, a
diversidade e a densidade microbiolégica e suas fungfes, se relacionam com
as caracteristicas intrinsecas desse habitat (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Os fatores ambientais como temperatura e umidade, acrescidos aos do solo
como: nutrientes, pH, matéria organica, textura, densidade, oxigénio, exercem
influéncia, tanto na presengca como na sobrevivéncia dos microorganismos
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Em um microambiente do solo, tanto a
disponibilidade como a atividade da agua depende das interacbes entre
conteldo de &gua, temperatura e natureza do ambiente coloidal (RAI &
SRIVASTAVA, 1981; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Compostos ou elementos toxicos (agrotdxicos, metais pesados) adicionados ao
solo, por meio de diversas atividades antrépicas (agricolas, industriais,
mineradoras) podem prejudicar 0S microorganismos presentes nesses
ambientes, e desta maneira torna-se importante ferramenta em estudos de
avaliacdo da qualidade dos solos quando impactados (MOREIRA & SIQUEIRA,
2006).

Os efeitos nocivos da poluicdo dos agrotdéxicos no solo ocorrem diretamente
qguando aplicados sobre a superficie ou, indiretamente quando aplicados sobre
as plantas ou por dispersdo aérea. Uma vez presentes no solo, podem ser
adsorvidos pelos coldides, ser lixiviados, volatilizados ou sofrerem processos
de degradacdo (SCHROLL et al., 1992), além de alteracdes que determinam a
dissipagcdo ou a persisténcia, 0 que pode provocar a impactacdo dos
ecossistemas (LAVORENTI et al., 2003; MOREIRA & SIQUEIRA, 2006).

Nas regides de cafeicultura brasileira, a aplicacéo de inseticidas no solo € uma
pratica comum, ficando estes disponiveis para o0s processos de absorcéo pelas

raizes, adsorcdo nos coléides do solo, degradacdo microbiana, lixiviagdo, entre



outros (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006) o que reduz seus efeitos sobre os

microorganismos.

As condic¢des de clima tropical como a elevada radiacéo solar, as temperaturas
e as precipitacbes aumentam a taxa de degradacdo dos residuos e a
mobilidade dos inseticidas no solo (SCHROLL, 1992). As fortes chuvas durante
0S meses de outubro a margo provocam erosdo (BERTONI & LOMBARDI-
NETO, 1993), responsavel pela mobilizacdo dos agrotoxicos da superficie do
solo pelo escorrimento superficial, pela agua e ou ligados aos coloides, o que
resulta em um dos principais problemas de contaminacdo de rios e lagos
(GAYNOR et al., 1992; LERCH & BLANCHARD, 2003). Fatores como o tipo de
solo, a declividade, a cobertura, a umidade do solo, as propriedades dos
agrotoxicos e as praticas culturais influenciam diretamente esses processos
(PATTY et al., 1997).

O inseticida Thiamethoxan, da classe dos neonicotindides, tem uma meia-vida
em torno de 50 dias, sob condicbes de fotodegradacdo. Estudos no solo
demonstraram elevada estabilidade, baixa adsorcdo, alto potencial de
lixiviagdo, 0 que o caracteriza como um contaminante potencial da agua do
subsolo (ANTUNES-KENYON & KENNEDY, 2001; URZEDO et al., 2006).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a acao da nova mistura de Chlorantraniliprole + Thiamethoxan (Mistura:
CGA293343/SYN545170 SC (100/200) - no controle do bicho-mineiro e
compara-lo ao Imidacloprid; no controle da broca-do-café comparando com o
Endosulfan, na variedade Conilon (Coffea canephora), além de verificar sua
interferéncia em processos enzimaticos e fisiologicos da planta e na microbiota

do solo.



3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito da mistura Chlo + Thia na dose de 0,75 no controle do
bicho-mireiro e comparar os resultados com o Imidacloprid na dose de
1,0 kg/ha;

e Avaliar as concentracdes de 0,25; 0,50, 0,75 e 1,0 L/ha da mistura (1:2)
de Chlo + Thia (Chlo + Thia) no controle da broca-do-café e comparar
com o tratamento Endosulfan (padréo) na dose 2,0 L/ha;

e Avaliar o efeito do Chlo + Thia na dose de 0,75 L/ha e do Imidacloprid na
dose de 1,0 kg/ha na microbiota do solo;

e Avaliar o efeito das concentracdes dos inseticidas aplicados na folha (F)
como no solo (S), sobre a atividade enzimatica foliar da SOD, CAT e
ACP;

e Caracterizar as possiveis alteracdes na A, gs, E, F//F, € nos Centros de
reacdo ativos (RCI/CS,) e de crescimento, em mudas de café Conilon
variedade Vitoria, clone 02, expostos aos inseticidas.

e |Isolar e identificar fungos importantes para a cultura do café;

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de Estudo do Bicho-Mineiro

A area escolhida para o desenvolvimento do projeto relativo ao Bicho-mineiro,
foi a “Fazenda Porto Coqueiro (20° 39’ 48,5”S e 40° 43’ 34,7” W), propriedade
particular, localizada no municipio de Anchieta, ES, a 58 metros de altitude
(Figura 1). A area total da fazenda é de 175 hectares, dos quais, 20,0 ha séo
utilizados no cultivo do café Conilon, plantas produzidas por sementes. O
cafezal tem 15 anos de idade, apresenta-se com espacamento de 3,0 metros
entre linhas e 2,0 metros entre plantas e com um total de 1667 plantas/ha. O

inseticida usado foi a mistura do Chlorantraniliprole e Thiamethoxan (Chlo +



Thia), na proporcao de 1:2 de principio ativo, para o controle de bicho-mineiro,
que foi comparado com o inseticida Imidacloprid. O delineamento experimental
consistiu de blocos ao acaso, onde foram realizados 03 tratamentos com 04
repeticbes, contendo 10 plantas por parcela. A descricdo dos tratamentos,
principios ativos e doses, esta na Tabela 1. Os inseticidas usados estdo no

Anexo 1.

Tabela 1- Identificagdo dos tratamentos, principios ativos e doses utilizadas no

controle do Bicho-mineiro em café Conilon, Anchieta, ES

Tratamentos Principios Ativos Dose (L ou kg/ha)
Controle - -
T1=(Chlo + Thia) Chlorantraniliprole + Thiamethoxan 0,75L
T2=Imidacloprid Imidacloprid 1,00 kg

Figura 1. Area de estudo do Bicho-mineiro.
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Figura 2. Aplicagdo dos inseticidas no solo via drench (A) e determinacdo do indice
pluviométrico (B) em lavoura de café Conilon no controle do Bicho-mineiro em
Anchieta, ES.

A aplicacdo dos inseticidas foi realizada no solo via drench no periodo da
manhé (Figura 02-A) em fevereiro/2009, com volume de 0,50 L/planta em 0,5
m?/planta, utilizando-se de um regador manual de jardim. O volume foi cinco
vezes maior que o recomendado. A aplicacdo foi realizada somente do lado
direito das plantas e galhos e folhas foram removidos de forma a permitir maior
contato da solucdo com o solo. A topografia da area € plana. Para os trés
tratamentos foram realizadas coletas de solo para a avaliacdo da sua
microbiota, e foram realizadas em intervalos de O (antes da aplicagéo), 3, 6, 9,
12, 24, 60 e 120 dias apos aplicacdo. A determinacédo do indice pluviométrico

(Figura 02- B) foi ao longo de todo o experimento.

A amostragem do solo foi realizada em profundidade de 0 a 20 cm, com coleta
de 1,0 kg/parcela, a fim de caracterizar possiveis alteracdes na microbiota. As
avaliagcdes do bicho-mineiro foram realizadas mensalmente, entre o0 més de
marco a outubro/2009. A coleta das folhas foi realizada entre o segundo e o
quinto par de folhas dos tercos médio e superior das plantas, com um total de
cem folhas por parcela para os trés tratamentos. O indice de ataque foi
calculado pelo percentual de folhas minadas com presenca de lagartas vivas.



Para determinacdo das caracteristicas quimicas e granulométricas, foi
realizada amostragem do solo na area de estudo do bicho-mineiro, com trado
tipo “sonda terra” na camada de 0-20 cm. As andlises foram realizadas no
laboratorio do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao
Rural (INCAPER). A analise granulométrica estd na Tabela 2 e as

caracteristicas quimicas do solo estdo na Tabela 3.

Tabela 2- Analise granulométrica do solo na area de estudo do Bicho-mineiro em
Anchieta, ES

Registro Ident. Areia Areia Silte (%) Argila (%) Classificagdo
amostra  Grossa (%) Fina (%) Textural
27P3/09 01 31 9 12 48 Argiloso

Tabela 3- Caracteristicas quimicas do solo na area de estudo do Bicho-mineiro em
Anchieta, ES

Ref. Lab. pH P K Na | ca?+ Mg 2* Al3 H+ Al
H,O mg/dm?® cmolc/dm?®
390 5,7 3,9 57 32 3,43 1,6 0,01 2,6
Ref.Lab. | SB (@ (M) |V m ISNa M.O Zn Fe Mn Cu B
cmol/dm? % dag/Kg mg/dm?®
390 53 53 79 67 0 26 3,29 4 66 13 0 0.3
pH em agua —relacéo 1:2,5 CTC (t)- Capacidade de Troca Catidnica Efetiva
Ca- Mg — Al — Extrator KCI — 1 mol/L CTC (T)- Capacidade de Troca Catiénica a pH 7,0
H + Al — Estrator = SMP P- Na- K- Fe- Zn- Mn- Cu —Extrator Melich 1
B- Extrator agua quente V= indice de Saturac&o de Bases
SB = Soma de Bases m= indice de Saturac&o de Aluminio

ISNa- indice de Saturacéo de Sodio  Matéria Organica (MO) — (C.org x 1,724)



4.2 Area de Estudo da Broca-do-Café

A é4rea definida para o estudo do controle da Broca-do-café foi uma
propriedade particular localizada em Bom Retiro (20°36’ 39,4” S e 40°50’ 19,1
W), municipio de Alfredo Chaves, ES (Figura 03), situada a 429 metros de
altitude. A lavoura de café Conilon é tradicional de mudas produzidas por
sementes e estd implantada em um espacamento de 2,0 x 1,5 metros, com
uma populacdo de 3.333 plantas/ha e com idade de 12 anos. O delineamento
experimental consistiu de blocos ao acaso, com 6 tratamentos e quatro
repeticdes, com 10 plantas por parcela. A descricdo dos tratamentos, principios
ativos e doses, esta na Tabela 4.

As aplicacdes foram realizadas por meio de pulverizador costal motorizado
(Figura 04-A), marca Guarany, com volume de 550 L/ha de calda, nos meses
de abril/2009 e maio/2009, em intervalos de 30 dias, no total de duas
aplicacoes, deixando-se uma linha de bordadura entre os blocos. A
metodologia consistiu em aplicar os inseticidas quando a infestacdo de frutos
era de 3 a 5% na éarea de amostragem (FORNAZIER et al., 2000). As
avaliacOes foram realizadas em 8 plantas da parcela (Figura 04-B).

Tabela 4- Identificagdo dos tratamentos, principios ativos e doses utilizadas no

controle da broca-do-café em café Conilon, Alfredo Chaves, ES

Tratamentos Principios Ativos Dose (L/ha)
Controle - -
T1=(Chlo + Thia) Chlorantraniliprole + Thiamethoxan 0,25
T2=(Chlo + Thia) Chlorantraniliprole + Thiamethoxan 0,50
T3=(Chlo + Thia) Chlorantraniliprole + Thiamethoxan 0,75
T4=(Chlo + Thia) Chlorantraniliprole + Thiamethoxan 1,00
T5=Endosulfan Endosulfan 2,00

A primeira avaliagdo da eficiéncia dos tratamentos foi realizada 15 e 30 dias
apos a segunda pulverizacdo, realizadas em maio/2009 e junho/2009,
respectivamente. Os frutos broqueados, no total de 50 unidades/parcela, foram



coletados de forma aleatoria por parcela de 8 plantas, e em seguida
etiquetados e levados para laboratério. Cada fruto foi aberto na regido da coroa
lateralmente com auxilio de um canivete e para identificagcdo do parametro
observado, conforme a Tabela 5, utlizando-se de um microscopio

estereoscopico de duzentas vezes de aumento (SOUZA et al., 2008).

Foram observadas e contadas as fases vivas e mortas da broca, assim como
as galerias abandonadas, como resultado da intoxicacdo da fémea da broca na
regido da coroa e que depois podem abandonar o fruto para morrer fora dele,
normalmente no chéo, no caso dos tratamentos com inseticida. Para os frutos
do café das plantas controle, sem aplicacdo dos inseticidas, as galerias
abandonadas séo resultantes da perfuracdo do fruto pela fémea da broca, que
depois o abandona e voa para perfurar outros frutos, instinto desse inseto.
Apés a identificacdo das fases da broca, vivas e mortas e galerias
abandonadas nos 50 frutos broqueados de cada parcela, calculou-se a
porcentagem de mortalidade para cada tratamento. Para o célculo, as galerias
abandonadas nos frutos broqueados, foram consideradas também; ja que em
cada fruto, teoricamente continha, um adulto fémea da broca, que apés a
aplicacdo dos inseticidas por contato, se intoxica e o abandona para morrer
fora do fruto. Das galerias abandonadas encontradas nos frutos broqueados
dos tratamentos, foram descontadas as galerias abandonadas dos frutos
broqueados das plantas controle, como pode ocorrer na pratica no ato do
ataque do adulto fémea da broca, que pode perfurar e abandonar os frutos,
sem neles ovopositar (SOUZA et al., 2008). As porcentagens de eficiéncia dos
tratamentos em relacdo as plantas controle foram calculadas pela formula de
Abbott (1925).



Figura 4. Aplicacdo dos inseticidas via foliar (A) com pulverizador costal motorizado e
amostragem dos frutos (B) para determinacdo do indice de infestacao da Broca-do-

café em lavoura adulta de café Conilon, Alfredo Chaves, ES.



Tabela 5 — Identificacdo dos tratamentos, parametros observados (fases da broca) e o

total de frutos brogqueados para cada fase e por repeticdo pela abertura dos frutos

broqueados em laboratério, sob microscépio estereoscopico

Total de frutos broqueados

fratamento abertos/repeticao
Ne: Parametros observados
Item I Il 1 \Y,
1 Galeria abandonada - - - -
2 Adulto morto s/ovos - - - -
3 Adulto morto c/ovos - - - -
4 Adulto morto c/fungos - - - -
5 Adulto vivo s/ovos - - - -
6 Adulto vivo c/ovos - - - -
7 Adulto vivo c/larvas - - - -
8 Adulto vivo c/ovos e larvas - - - -
9 Adulto vivo c/larvas e pupas - - - -
10 Adulto vivo c/larvas, pupas e - - - -
adulto marrom
11 Sem adulto c/ovos - - - -

Total de frutos broqueados abertos

A segunda avaliagédo foi realizada na ocasido da colheita do café. Amostras das

parcelas foram colhidas, secadas ao sol até atingirem teor de umidade de 12%,

apos o qual, foram beneficiadas. Para a determinacdo do percentual de gréos

brocados, foram realizadas 8 amostragens de 100 graos para cada parcela e

classificados segundo tabela brasileira oficial (PAULINI & PAULINO,1979).



4.3 Estudo das Trocas Gasosas, Eficiéncia Fotoquimica e da Atividade

Enzimética

4.3.1 Area e condicbes de Cultivo

Os estudos foram realizados em estufa no Sitio Santa Maria (20°26’ 33,8” S e
40° 46’ 47,1” W), localizado no municipio de Marechal Floriano, ES, a 720
metros de altitude. As plantas utilizadas foram café Conilon, variedade Vitoria,
Clone 2, obtidas do Viveiro Ipiranga em abril/2009, Linhares, ES; até entdo
mantidos em viveiro com 50% de sombreamento. Esse clone, € um dos treze
que compdem a Variedade Vitéria — Incaper 8142, de propagacao Clonal
lancado pelo INCAPER em 2004 (FONSECA et al., 2004c). Essa variedade
apresenta alta produtividade, estabilidade de producéo, tolerancia a seca e a
ferrugem, uniformidade de maturacao (maio a julho) e graos grandes.

As mudas foram transplantadas imediatamente para vasos de capacidade de
5,0 L, em substrato composto por terra de barranco contendo 1,0 Kg de
calcario dolomitico e 2,0 Kg de superfosfato simples p/m®. As mudas foram
alocadas em estufa, separadas em blocos de 05 individuos e regadas
manualmente com mangueira de jardim. A temperatura do ambiente foi
mantida entre 15,4 e 31,1°C, e as mudas tratadas segundo recomendacdes
técnicas para cultivo de mudas do Ministério de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). As avaliacdes foram realizadas aos 07 meses apos o

transplantio das mudas (novembro/2009).
4.3.2 Analises Biométricas

A altura da planta foi determinada entre a regido do colo e a gema apical com
auxilio de uma régua milimetrada. O didametro do caule foi determinado proximo
a regido do colo com a utilizacdo de um paquimetro. O nimero de folhas foi
estabelecido pela quantidade daquelas que apresentaram tamanho maior do
que 8 cm de comprimento. Essas avaliagcdes foram realizadas no inicio e no

final da parte experimental.



A é&rea foliar foi determinada no final do experimento. As folhas foram retiradas,
contadas, fotografadas sobre papel branco com escala, e a avaliacdo da area

foliar total em cm?, foi realizada por meio do programa Image Tool.
4.3.3 Aplicagéo dos Inseticidas

Amostras das novas formulacbes dos inseticidas foram utilizadas para
aplicacao foliar e via solo. Para aplicacao via foliar (Figura 5-A), os tratamentos,
principios ativos e doses, estdo na Tabela 6. Foi utilizado um volume de calda
de 550 L/ha, semelhantes aqueles realizados, em campo, para o controle da
broca. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com 5 repeticdes,

com uma planta por parcela.

Figura 5. Aplicacéo dos inseticidas na Folha (A) com pulverizador manual de jardim e

no solo via drench (B), em plantas de café Conilon, variedade Vitoria, clone 02, em
estufa, Marechal Floriano, ES.

Para aplicacdo via drench (Figura 5-B), os tratamentos, principios ativos e
doses, estdo na Tabela 7. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso,
com 5 repeticbes, com uma planta por parcela. Cada planta recebeu 50 mL de
calda, calculados de acordo com os volumes utilizados em campo para o

controle do bicho-mineiro.



Tabela 6- Identificacdo dos tratamentos, principios ativos e doses utilizadas via foliar
em plantas de café Conilon, variedade Vitoria, Clone 2, em estufa no estudo das
Trocas Gasosas, Eficiéncia Fotoquimica e da Atividade Enzimatica, em Marechal

Floriano, ES
Tratamentos Principios Ativos Dose (L/ha)

Controle - -
T1=(Chlo + Thia) Chlorantraniliprole + Thiamethoxan 0,25
T2=(Chlo + Thia) Chlorantraniliprole + Thiamethoxan 0,50
T3=(Chlo + Thia) Chlorantraniliprole + Thiamethoxan 0,75
T4=(Chlo + Thia) Chlorantraniliprole + Thiamethoxan 1,00
T5=Endosulfan Endosulfan 2,00
T6=(Chlo + Thia) Chlorantraniliprole + Thiamethoxan 2,00
T7=Endosulfan Endosulfan 4,00

Amostra do solo, coletado com auxilio de trado “sonda terra” e amostra de
folnas foram realizadas no laboratorio da fundacdo Norte Fluminense de
desenvolvimento Regional (FUNDENOR) do Departamento de Producgéo
Vegetal da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (Uenf).
As caracteristicas quimicas do substrato estdo na Tabela 8 e as das folhas

estdo na Tabela 9.

Tabela 7- Identificacao dos tratamentos, principios ativos e doses utilizadas via drench
em plantas de café Conilon, variedade Vitéria, Clone 2, em estufa, no estudo das
Trocas Gasosas, Eficiéncia Fotoquimica e da Atividade Enziméatica, Marechal Floriano,
ES

Tratamentos Principios Ativos Dose (L ou
kg/ha)
Controle - -
T1=(Chlo + Thia) Chlorantraniliprole + Thiamethoxan 0,75
T2=Imidacloprid Imidacloprid 1,00
T3=(Chlo + Thia) Chlorantraniliprole + Thiamethoxan 1,50

T4=Imidacloprid Imidacloprid 2,00




Tabela 8- Caracteristicas quimicas do substrato utilizado no plantio das mudas de café

Conilon, Clone 02, Marechal Floriano, ES

Ident. | pH S-S0, P K Ca Mg Al H+AI Na C MO
H,0 | mg/dm® | mg/dm?® mmol/dm?® g/dm®
1 5 160 54 31 41 73 21 579 0,6 30,7 52,93
Ident. CTC SB \% m ISNa Fe Cu Zn Mn B
mmol/dm?® %) | %) | %) mg/dm?®
1 109,9 52 47 4 1 78,8 0,43 2,97 22,89 0,51
pH em &gua — relacéo 1:2,5 CTC (t)- Capacidade de Troca Catidnica Efetiva
Ca- Mg — Al — Estrator KCI—1 mol/L  CTC (T)- Capacidade de Troca Catidénica a pH 7,0
H + Al — Extrator = SMP P- Na- K- Fe- Zn- Mn- Cu —Extrator Melich 1
B- Extrator agua quente V= indice de Saturacio de Bases
SB = soma de bases m= indice de Saturagio de Aluminio
S- Extrator — Fosfato monocalcio Matéria Organica (MO) — (C.org x 1,724)

ISNa- indice de Saturacéo de Sodio

Tabela 9- Andlise foliar de macro e micronutrientes das plantas de café Conilon, clone

02, Marechal Floriano, ES

N S P K Ca Mg
g/Kg

Fe Cu Zn Mn B
(mg/dm?)

OBJETIVO 27 24 1.2 21 14 3,2

131 11 12 69 48

SIT.ATUAL 279 24 2,1 226 139 25

220 18 14 104 29

4.3.4 Trocas Gasosas e Eficiéncia Fotoquimica

Antes de iniciar as analises, procedeu-se a medi¢cao da intensidade luminosa

com o aparelho Sistema Portatil de Medicéo

das Trocas Gasosas, modelo LI-

6200, LI-COR, Lincoln, NE, USA. Os valores na &area externa da estufa

chegaram 2.000 (umol m-? s™) enquanto no seu interior o valor obtido foi de

1.400 (umol m-? s), determinada as 14:00 horas, ou seja, com 70% do Fluxo

de Fotons Fotossintéticos (FFF). Os dados da Temperatura (T) e da Umidade



Relativa (UR) em percentagem (%) foram determinados em intervalos de cinco
minutos com o auxilio de Data logger no interior da estufa. O Déficit de Presséo
de Vapor (DPV) em quilopascal (kPa) no momento da medicdo das trocas

gasosas nos quatro dias da avaliacéo, sao apresentados na Figura 6.

4.3.4.1 Trocas Gasosas

A Taxa Fotossintética Liquida (A), a Condutancia Estomatica (gs) e a
Transpiracdo (E) foram determinadas de 7:00 as 9:00 horas da manha (Figura
07-A) e de 12:00 as 14:00 horas da tarde, no 2° par de folhas totalmente
expandidas dos ramos contadas a partir do apice. Para tanto, foi utilizado o
Sistema Portétil de Medicdo das Trocas Gasosas, modelo LI-6200 (LI-COR,
Lincoln, NE, EUA), auxiliado por uma camera de 0,25 L com uma éarea de
medicdo de aproximadamente 6,8 cm?®. As medicées foram realizadas com um
Fluxo de Fétons Fotossintéticos (FFF), cerca de 500 umol m-? s™* fornecida por
Light Emitting Diode (LEDs) e concentracédo de CO,de 360 + 30 pmol m-? s>,
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Figura 6. Valores da Umidade Relativa (UR) em percentagem (%), da Temperatura (T)
em (°C) e do Déficit de Pressdao de Vapor (DPV) em (kPa) durante os 4 dias de
avaliagdo do experimento. Os dados da UR e T foram obtidos em intervalos de 5

minutos, e o DPV no momento das medi¢des das trocas gasosas.

4.3.4.2 Fluorescéncia da Clorofila a

A medicao da fluorescéncia (Figura 07-B) foi determinada logo apés a medicao
das trocas gasosas e na mesma folha. Esta determinacao foi realizada com um

fluorimetro ndo-modulado Plant Efficiency Analyser (PEA- Hansatech Ltd.,



King’'s14 Lynn, Norfolk, Inglaterra) com uma prévia adaptacdo ao escuro por 30
minutos com auxilio de pincas proprias para que os centros de reacao do PSlI
mantivessem abertos e que a perda de calor fosse minima. A Fluorescéncia
inicial (Fo) foi obtida com luz de baixa intensidade (< 0,1 umol m-? s™) para
evitar o efeito na F,. Os parametros F,, a Fn, foram determinados assim como a
relacdo F./Fn. Segundo metodologia estabelecida por Strasser e Strasser
(1995), foi possivel obter cinco niveis de fluorescéncia [F1(t1=0010us),
F2(t2=0020us), F3(t3=0030us), F4(t4=0002ms), F5(t5=0003ms)] por meio do
fluorimetro PEA. A partir desses valores, foram obtidos alguns indicadores
utiizando o Programa Biolyzer (Strasser, R.J. - University of Geneva,
Laboratory of Bioenergetics, Suica) do desempenho do processo fotoquimico
da fotossintese (JIP-test) como a Concentracdo de Centros de Reacédo Ativos
(RCICS,).

Figura 7. Medicao das Trocas Gasosas (A), com o Sistema Portéatil Modelo LI-6200 e
Fluorescéncia da clorofila a (B), com um Fluorimetro ndo-modulado PEA, em plantas
de café Conilon variedade Vitoria, Clone 02, no interior da estufa, em Marechal

Floriano, ES.

O Déficit de Presséo de Vapor do ar (DPV), medido em kPa foi calculado

segundo a equacao proposta por Jones (1992):

17,502 x T UR
DPV = 0,61137 x exp (—J x (1 - —J
24097 + T 100

Apés 196 dias do transplante das mudas para os vasos foram realizadas as

seguintes analises:



4.3.5 Teor de Clorofila

O teor de clorofila foi estimado por meio do medidor portétil de clorofila modelo

SPAD-502, Minolta, na 4% ou 52 folha contadas a partir do apice.

4.4 Determinacao das Enzimas

Para as alteracdes enziméaticas das SOD, CAT e ACP, foram realizadas coletas
de folhas apds 96 horas de aplicacdo dos inseticidas na folha, e 19 dias apos a
aplicacao via drench. Duas folhas foram coletadas do segundo par do ramo

plagiotrépico (Figura 08-A), das plantas submetidas aos tratamentos. O

material coletado foi acondicionado e mantido a temperatura de -20°C.

Figura 8. Coleta do segundo par de folhas (A) ap6s 96 horas da aplicacdo dos
inseticidas via foliar e 19 dias via drench, em plantas de café Conilon para as
determina¢cBes enzimaticas. Maceracdo das folhas (B), para obtencdo dos extratos

enzimaticos.

No momento do uso, o material mantido no gelo, foi descongelado, picado e
triturado com auxilio de graal e pistilo, em solugdes tampdes (1:15 p/v),
especificas para cada ensaio enzimatico. O material triturado (Figura 08-B), foi
homogeneizado em aparelho Homogenizer — high speed 4000 rpm, com pistilo
de teflon, e em seguida, centrifugados em Centrifuga Sorvall Biofuge Stratos, a
15,000 x g, durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi utilizado

como fonte de enzimas. As reagbes foram acompanhadas em



espectofotbmetro Amersham Biosciences, Modelo Ultrospec 2.100 pro, em

triplicata.

4.4.1 Superoxido Dismutase - SOD (E.C 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método descrito por
McCord & Fridovich (1969). Os tecidos foram homogeneizados em 50 mM de
tampao fosfato de sodio pH 7,8 em relacéao 1:5 p/v, e centrifugados a 15.000 x
g durante 15 minutos a 4°C. Amostras foram incubadas em meio de reacdo
contendo solu¢ao tampao TRIS-HCI, 50 mM, pH 7.2, xantina 0.043 mM, 18.2
UM citocromo ¢ e 0,2 U/mL de xantina oxidase. A reacado foi iniciada pela
adicdo da xantina oxidase. O ion superéxido é gerado pelo sistema
xantina/xantina oxidase e a reducdo do citocromo ¢ é monitorado a 550
nandmetros (nm). A atividade enzimatica foi expressa em unidades de SOD, na
qual uma unidade é definida como a quantidade de enzima necessaria para
inibir 50% da reducao do citocromo c¢/min./mg de proteina, a temperatura de
25°C.

4.4.2 Catalase - CAT (E.C. 1.11.1.6)

A atividade da CAT foi analisada seguindo metodologia descrita por Beutler
(1975). Os tecidos foram homogeneizados em solucdo tampao TRIS-HCI, 50
mM, pH 8.0 , em relacdo 1.5 pl/v, e centrifugados a 15.000 x g durante 15
minutos a 4°C. Amostras foram incubadas em meio de reagcdo contendo
solucdo tampdo TRIS-HCI, 50 mM, pH 8.0 , 10 mM de H,0,. A reacao foi
iniciada pela adicdo do extrato e acompanhada a 240 nm, durante 30
segundos. Uma unidade de Catalase € definida com a quantidade de enzima
que catalisa a decomposi¢do de 1umol de H,O, por minuto/mg de proteina a
25°C.



4.4.3 Fosfatase acida - ACP (E.C. 3.1.3.2)

A atividade da ACP foi determinada de acordo com Barred (1972), porém
utilizando para-Nitrofenilfosfato (pNPP) como substrato. Os tecidos foram
homogeneizados em tampéao acetato de sédio, 20 mM, pH 5,0 , em relacédo 1:5
p/v, e centrifugados a 15.000 x g durante 15 minutos a 4°C. Amostras foram
incubadas por 10 minutos em meio de reagcdo contendo 20 mM de tampé&o
acetato de soédio, pH 5.0, 10 mM MgCl,, 100 mM pNPP e o extrato enzimatico.
A reacdo foi interrompida pela adicdo de 1mM de NaOH. A atividade foi
determinada baseada na formacao de p-nitrofenol, a 405 nm. Uma unidade foi
definida como a quantidade de enzima capaz de formar 1umol p-nitrofenol/ mg
proteina/min, a 25°C.

A concentracdo de proteina foi determinada de acordo com metodologia
descrita por Lowry et al., (1951), usando gama globulina sérica bovina como

padrao.

4.5 Determinacdes da Massa Seca

No final da fase experimental com os inseticidas, as plantas foram retiradas dos
vasos, lavadas em agua corrente e secas levemente. ApOs esta etapa, as
plantas foram separadas em folhas, caule e raiz, seguida de pesagem para a
determinacao do peso Umido. O material pesado foi transferido para estufa de
circulagdo, mantidos durante 48 h, a 80 °C, e apo0s, foi retirado e pesado em

balanca analitica a fim de se determinar a massa seca (Anexo 2).

Os dados biométricos para o crescimento também foram determinados como o
didmetro do caule (&), a Altura, o numero de folhas, o Teor de clorofila (%)
(Anexo 3 - antes das aplicacdes dos inseticidas), (Anexo 4 - 18 dias apoés a
aplicacao dos inseticidas), peso seco da raiz, do caule, das folhas, peso total e
a relacéo parte aérealraiz.



A avaliacdo dos inseticidas aplicados no solo via drench foi realizada 18 dias
apos aplicacdo, pois segundo Souza et al., (2006) , os teores minimos do
Thiamethoxan em folhas de café para controle do bicho-mineiro sdo de 0,2 a

0,4 ppm, e com 18 dias apos aplicacdo os teores na folha ja estdo acima 0,7

ppm.

4.6 Determinacdes Microbioldgicas

As analises microbiolégicas das amostras de solo coletadas no tempo zero e
apos aplicacdo dos inseticidas em campo (Figura 09-A), para controle do bicho-
mineiro, foram realizadas conforme o método recomendado pela “American
Paint Horse Association” (APHA): Unidades Formadoras de Coldnias/mL
(UFC/mL) e Numero Mais Provavel/mL (NMP/mL), baseadas na técnica de
diluicdes seriadas (APHA, 1995).

Para os ensaios com UFC, as diluicdes seriadas foram desenvolvidas com a
transferéncia de 10g de amostra da terra e 90 mL de agua destilada, para um
Becker em constante agitacdo, durante 10 minutos. Com o auxilio de pipeta
esterilizada foi retirado 1,0 mL do sobrenadante e transferido para um tubo de
ensaio contendo 9,0 mL de solucdo salina peptonada a 1%. Apds
homogeneizacéo, 1,0 mL dessa solucéo (10™) foi transferido para outro tubo de
ensaio contendo 9,0 mL de agua destilada, obtendo-se entéo, diluicdo de 107
(VASCONCELLOS et al., 2006).

Volume de 0,1 mL da cada solucao foi transferido para placa de Petri contendo
20 mL de Agar nutriente, que foram espalhados com auxilio de alca de
Drigalski. Todos os procedimentos foram realizados em fluxo laminar, proximo
a chama do bico de Bunsen. Na etapa final, as placas foram identificadas e
incubadas, em posicéo invertida, em estufas a 37°C. Apos 48 horas foram
realizadas as contagens das colonias. Os fungos identificados nas placas
foram isolados em tubos para crescimento (Figura 09-B), e identificados no
Laboratério de Fitopatologia do INCAPER- Centro Serrano.



Figura 9. Amostragem do solo (A) para avaliagdo da populagéo de fungos e bactérias
e isolamento destes fungos (B), em lavoura de café Conilon apdés a aplicacdo de

inseticidas no solo via drench, em Anchieta, ES.

4.7 Andlise Estatistica

Os resultados de porcentagem de mortalidade da broca, obtidos na primeira e
segunda avaliacdo, realizadas aos 15 e 30 dias apoOs aplicacdo (DAP) dos
inseticidas, as caracteristicas fisiolégicas e enzimaticas foram submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de Duncan a 5% de
significancia e a analise de correlacao polinomial entre a % de graos brocados,
a Taxa fotossintética Liquida (A), o Rendimento Quéantico Maximo do PSII
(FJ/Fn) e as doses dos inseticidas, aplicados via foliar, foram realizados
utilizando o programa estatistico Statistica 7.0. As percentagens de eficiéncia
dos tratamentos no controle da broca foram calculadas pela férmula de Abbott
(ABBOTT,1925). A normalidade dos dados foi testada de acordo Zar (1999).



5 RESULTADOS

5.1 Eficiéncia dos Inseticidas no Controle do Bicho-mineiro

No controle do bicho-mineiro ndo foram observados nenhuma diferenca entre
0s tratamentos, inclusive nas plantas controle (Tabela 10), que mantiveram um

nivel de infestac@o da praga, inferior a 2%, no periodo avaliado.

Tabela 10 - Percentual de ataque do bicho-mineiro através de minas vivas nas folhas,
durante oito meses apos aplicacdo dos inseticidas no solo via drench, em Anchieta,
ES

Tratamentos % de ataque (minas vivas) do bicho-mineiro

Mar.  Abr. Maio Jun. Jul. Ago. Set. Out.

Controle 0 0 0 1 1 1 1 2
T1=Chlo + Thia 0 0 0 0 0 0 1 1
T2=Imidacloprid 0 0 0 0 0 0 1 1

5.2 Eficiéncia dos Inseticidas no Controle da Broca-do-café

Os resultados obtidos ap6s 15 e 30 DAP dos inseticidas sdo apresentados na
Tabela 11.

Os resultados demonstram que a dose 0.25 L/ha, foi eficiente em 17,8%, nos
15 DAP dos inseticidas. Este resultado foi significantemente diferente quando
comparado ao controle (p=0,000732). As doses maiores da mistura, 0,50; 0,75
e 1,0 L/ha, aumentaram a eficiéncia no controle da broca-do-café em Conilon,
nao se diferenciando da dose de 2,0 L/ha de Endosulfan (padrdo). Entretanto,

todos os tratamentos apresentaram diferencas altamente significativas



(p=0,000060, p=0,000075, p=0,000032 e p= 0,000036, respectivamente),
guando relacionados ao Controle e ao tratamento 0,25 L/ha.

Em relacdo aos 30 DAP, observou-se que o tratamento 0,25 L/ha apresentou
eficiéncia de 22,2% em relacdo ao controle, ndo diferindo significativamente
(p=0,113216) do tratamento 0,50 L/ha. Quando comparados os tratamentos
0,75; 1,0 e 2,0 L/ha, constataram-se semelhancas estatisticas quando
relacionadas ao 0,50 L/ha, diferenciando-se, porém, do controle e de 0,25 L/ha
(p=0,000084; p=0,000060; p=0,000036 e p=0,000032), respectivamente
(Tabela 11).

A Figura 10 mostra a regressdo polinomial entre a % de frutos brocados 15
DAP (A) e 30 DAP (B) e as doses da mistura dos inseticidas Chlo + Thia
aplicados via foliar para o controle da broca-do-café, com valores de R?=0,93 e
0,96, respectivamente, para 15 DAP e 30 DAP.

Tabela 11 — Porcentagem da mortalidade da broca na entrada da galeria dos frutos
broqueados e porcentagem de eficiéncia dos inseticidas aplicados nas folhas em duas
avaliacdes realizadas aos 15 e 30 DAP da segunda pulverizagdo. Anchieta, ES

15 DAP 30 DAP
Tratamentos Dosageml Mortalidade Eficiéncia Mortalidade Eficiéncia

R R R S
Controle " - 5,48 a - 2,73 a -
T1=(Chlo + Thia) 0,25 22,33b 17,83 22,20 b 20,02
T2=(Chlo + Thia) 0,50 37,99 ¢ 34,39 29,61 cb 27,63
T3=(Chlo + Thia) 0,75 37,71 c 34,08 36,58 ¢ 34,80
T4=(Chlo + Thia) 1,0 40,49 c 37,04 37,88 ¢ 36,14
T5=(Endosulfan) 2,0 38,40 ¢ 34,82 38,77 ¢ 37,05
C.V. (%) 17,18 19,88

' Litros de produto comercial/ha; " Controle - porcentagem de mortalidade natural; *
Letras diferentes nas colunas indicam diferenca significativa pela ANOVA (n=8) e teste
Duncan (p<0,05). **A eficiéncia dos inseticidas foi calculada pela férmula de Abbott
(ABBOTT,1925).
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Figura 10. Regresséo polinomial entre a % de frutos brocados 15 DAP (A) e 30 DAP
(B) e as doses da mistura dos inseticidas Chlo + Thia, aplicados via foliar para o

controle da broca-do-café, em café Conilon, Alfredo Chaves, ES.

A segunda avaliacdo da incidéncia da praga, realizada nos grdos apés a
colheita e secagem, séo apresentados na Tabela 12.

Conforme os resultados apresentados (Tabela 12) é possivel constatar a
inexisténcia de diferencas significativas (p=0,731009) entre os tratamentos
Controle e 0,25 L/ha. Entretanto, essa diferenca passa a ser significativa
(p=0,004700), quando comparados ao tratamento 0,50 L/ha e ao Controle. Ao
serem comparados todos os tratamentos, observa-se igualdade entre 0,75; 1,0
e 2,0 L/ha, porém altamente significativos (p<0,05) entre 0,25 e 0,50 L/ha e
Controle.



A Regressao polinomial entre a % de graos brocados e as doses da mistura
dos inseticidas Chlo + Thia aplicados via foliar para o controle da broca foram
altamente significativas (p<0,000000) com valor de R?=0,92 (Figura 11). A dose
ideal de Chlo + Thia para o controle da broca-do-café nas condi¢cdes do
experimento no campo foi de 0,79 L/ha, calculado pela Andlise de regresséo,

Multipla regresséo, com R=0,79.

Tabela 12 - Percentagem de gréos brocados apds aplicagéo foliar dos inseticidas Chlo
+ Thia e Endosulfan e suas respectivas doses, em café Conilon, Alfredo Chaves, ES

Tratamentos Dose (L/ha) Média + DP
Controle - 140+13a*
T1=(Chlo + Thia) 0,25 12,25 + 1,25 ab
T2=(Chlo + Thia) 0,50 9,375+ 1,06 b
T3=(Chlo + Thia) 0,75 3,00+0,76 c
T4=(Chlo + Thia) 1,0 2,875+0,83 ¢
T5=Endosulfan 2,0 3,00+0,76 c

* Letras diferentes nas colunas indicam diferenga significativa pela ANOVA (n=8) e

teste Duncan (p<0,05).

% 12 y = 6.042x% - 18.272x + 15.211
R?2=0.92

-0.25 0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5 1.75 2 2.25
Dose (L/ha)
Figura 11. Correlagdo polinomial entre a % de grdos brocados e as doses dos
inseticidas Chlo + Thia, aplicados via foliar para o controle da broca-do-café, em café
Conilon, Alfredo Chaves, ES.



5.3 Caracteristicas Fisiolégicas

Neste estudo observou-se que os inseticidas aplicados tanto via foliar como via
drench, nas doses testadas, induziram variacbes nas trocas gasosas e nas
relacbes F./Fn e RCICS, , ao longo do periodo experimental, conforme
Figuras 12,14,15,17 e 18.

5.3.1 Taxa Fotossintética Liquida (A) — na Folha (F)

A maior variacdo na taxa fotossintética liquida foi obtida quando os vegetais
foram tratados, com doses 2,0 L/ha da mistura Chlo + Thia (T6) e 4,0 L/ha do
Endosulfan (T7). Essas caracteristicas foram significativamente reduzidos, ao
longo dos dias de ensaio, e 0os percentuais obtidos 1 Dia Apos Aplicacdo (DAP)
dos inseticidas na folha, foram de 36,9% (p=0,000043) para T6 e 37,4%
(p=0,000060) para T7, quando comparados ao Controle. As reducdes maiores
foram constatadas 2 DAP dos inseticidas, quando os resultados apontaram
reducdes de 46,1% (p=0,000144) e 60,0% (p=0,000068), para 0s mesmos
tratamentos, respectivamente. A partir do terceiro até o décimo nono dia,
percebeu-se leve recuperacdo da taxa fotossintética liquida, comprovada pelos
valores de reducdo, claramente menores quando comparados ao obtidos no
Dia 03 do experimento. Os percentuais de recuperacao foram 37,5% e 31,2%
para os tratamentos T6 e T7, respectivamente (Figura 12 —F).

5.3.2 Taxa Fotossintética Liquida (A) — no Solo (S)

A melhor resposta ao inseticida aplicado via solo, ocorreu no décimo nono dia,
ou seja, 18 DAP dos inseticidas, prazo suficiente para que as substancias
interferissem na taxa fotossintética liquida. Quando comparados ao Controle,
foi possivel detectar reducdo significativa apdés 18 DAP, desenvolvida pelo
Imidacloprid nas concentracbes de 1,0 L/ha (T2) e 2,0 Kg/ha (T4), cujos

percentuais foram de 22,6% e 26,9% respectivamente, ao contrario do



inseticida (Chlo + Thia) que nas duas doses testada nao diferiram do controle
(Figura 12-S).
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O Controle OT1 (Chlo + Thia) 0,25 L/ha @ T2 (Chlo + Thia) 0,50 L/ha @ T3 (Chlo + Thia) 0,75 L/ha
B T4 (Chlo + Thia) 1,0 L/ha B T5 Endo 2,0 L/ha O T6 (Chlo + Thia) 2,0 L/ha B T7 Endo 4,0 L/ha
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O Controle @ T1 (Chlo + Thia) 0,75 L/ha @ T2 Imida 1,0 L/ha B T3 (Chlo + Thia) 1,5 L/ha 8 T4 Imida 2,0 L/ha

Figura 12. Efeito dos inseticidas aplicados na Folha (F) e no Solo (S), na Taxa
Fotossintese Liquida de CO, (A) em pmol m? s, nos dezenove dias de avaliagéo do
experimento. O Dia 1 foi antes da aplicacao dos inseticidas, o Dia 2 foi 1 DAP, o Dia 3
foi 2 DAP e o Dia 19 foi 18 DAP. Letras diferentes nas barras indicam diferenca
estatistica significativa pelo teste de Duncan (p<0,05). As médias foram comparadas
pela ANOVA e n=5.



A correlacdo polinomial (Figura 13) demonstra a interferéncia das doses dos
inseticidas, ap06s 24 horas de aplicados via foliar, na reducdo da Taxa
fotossintética das plantas de café Conilon em estufa, com R=0,77.

8 -
7 N . .
".'w. 6 -
o *
€ 51
o)
o 41
2 3 y = -0.5895x” - 0.0342x + 6.9362
2, ] R®=0.60
<
1 .
O T T T T T T T T T 1
-0.25 0 025 05 075 1 125 15 175 2 2.25

Dose (L/ha)
Figura 13. Correlag@o polinomial entre a Taxa Fotossintese Liquida de CO, (A) em
pumol m? s? e as doses dos inseticidas Chlo + Thia, 1 DAP via foliar em plantas de

café Conilon na estufa, Marechal Floriano, ES.

5.3.3 Condutancia Estomética (gs) — na Folha (F)

A Condutancia Estomética (gs) foi significativamente reduzida em resposta a
exposicao aos tratamentos 2,0 L/ha da mistura Chlo + Thia (T6) e 4,0 L/ha do
Endosulfan (T7). No segundo dia, ou seja, 1 DAP a reducdo da gs, foi de
19,2% (p=0,001668) e 17,3% (p=0,002678) para os tratamentos T6 e T7
respectivamente, quando comparadas ao controle. Maior percentual de
reducdo ocorreu 2 DAP, quando os valores detectados foram 28,8%
(p=0,000056) para T6 e 20,5% (p=0,000068) para T7. Assim comparando, &
possivel afirmar que 18 DAP, ocorreu uma reducgao significativa (p=0,001828)
da condutancia estomatica pelo inseticida em relacdo a esta caracteristica
fisiolégica, cujos valores chegaram ao maximo de 17,6% para ambos

tratamentos (Figura 14-F).



5.3.4 Condutancia Estomatica (gs) - no Solo (S)

Em relacdo a aplicacéo via Drench, os resultados mostram uma reducéo entre
6,3% a 25,0% quando comparado ao controle, para as plantas expostas aos
tratamentos com Imidacloprid e a mistura (Chlo + Thia), porém né&o
significativa. Mesmo se tratando de principios ativos diferentes, a resposta 2
DAP, foi semelhante aquele observado com aplicagéo foliar, caracterizado por
maior reducéo 18 DAP (Figura 14-S).

5.3.5 Transpiracao (E) — na Folha (F)

A partir de 18 DAP do tratamento com a mistura (Chlo + Thia) na dose de 2,0
kg/ha e Endosulfan (4,0 kg/ha), os resultados demonstram a inexisténcia de
diferencas significativas em relagdo ao controle. Entretanto, quando
observadas as respostas dos mesmos tratamentos, com 1 DAP e 2 DAP,
podemos caracterizar uma ativagdo pelos percentuais obtidos, cujos valores
foram de 6,8% e 5,1% para 1 DAP e 8,6% e 9,4% para 2 DAP (Figura 15-F).

5.3.6 Transpiracao (E) — no Solo (S)

Ao considerarmos 18 DAP dos inseticidas, devido o tempo de absorcéao,
transporte e efeito nas folhas, podemos caracterizar esse dia como 0 mais
sensivel em relacdo aos anteriores. A Figura 15-S mostra que 0s percentuais
de reducao variaram de 25,0% a 28,9% e foram significativos em relacédo ao

controle.
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Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 19

O Controle OT1 (Chlo + Thia) 0,25 L/ha @ T2 (Chlo + Thia) 0,50 L/ha @ T3 (Chlo + Thia) 0,75 L/ha
B T4 (Chlo + Thia) 1,0 L/ha B T5 Endo 2,0 L/ha O T6 (Chlo + Thia) 2,0 L/ha B T7 Endo 4,0 L/ha
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Figura 14. Efeito dos inseticidas aplicados na Folha (F) e no Solo (S), na Condutancia
Estomatica (gs) em mmol m? s™, nos dezenove dias de avaliacdo do experimento. O
Dia 1 foi antes da aplicagcdo dos inseticidas, o Dia 2 foi 1 DAP, o Dia 3 foi 2 DAP e o
Dia 19 foi 18 DAP. Letras diferentes nas barras indicam diferenca estatistica
significativa pelo teste de Duncan (p<0,05). As médias foram comparadas pela

ANOVA e n=5.
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Figura 15. Efeito dos inseticidas aplicados na Folha (F) e no Solo (S), na Transpiracao
(E) em mol m? s, nos dezenove dias de avaliagio do experimento. O Dia 1 foi antes
da aplicacdo dos inseticidas, o Dia 2 foi 1 DAP, o Dia 3 foi 2 DAP e o Dia 19 foi 18
DAP. Letras diferentes nas barras indicam diferenca estatistica significativa pelo teste
de Duncan (p<0,05). As médias foram comparadas pela ANOVA e n=5.

5.3.7 Rendimento Quéantico Maximo do PSII (F./Fn) — na Folha (F)

A eficiéncia fotoquimica do PSIl das plantas, submetidas aos inseticidas, foi
diferente para cada tratamento. No segundo dia experimental, para as plantas
expostas aos tratamentos T3, T5, T6 e T7, constataram-se uma reducao que
variou de 2,5% a 4,9%. Entretanto, quando considerado o terceiro dia, somente

o tratamento T7 apresentou reducdo significativa. Esses resultados permitem



supor que a partir do segundo dia, até o décimo nono, as variacdes de reducéo
foram semelhantes, demonstrando maior estabilidade de resposta quando
comparado aos parametros anteriores. E importante relatar a pequena variagdo
nos valores do controle ao longo do periodo experimental, caracteristica nao

observa anteriormente (Figura 17-F).

A regressao polinomial (Figura 16) mostra a interferéncia das doses dos
inseticidas, ap0s 24 horas de aplicados via foliar, na reducdo do Rendimento
Quéantico Méximo do PSII (F./Fy) das plantas de café Conilon em estufa, com
R=0,77

y = 0.0188x? - 0.0477x + 0.8107
0.81 R? = 0.59

0.77 ~ .

0.76 T T T T T T T T T 1
-0.25 0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 15 1.75 2 2.25

Figura 16. Regressdo polinomial entre o0 Rendimento Quéntico Maximo do PSII (F/F,)
e as doses dos inseticidas Chlo + Thia, 1 DAP, via foliar em plantas de café Conilon na

estufa, Marechal Floriano, ES.

5.3.8 Rendimento Quéantico Maximo do PSII (F./F) — no Solo (S)

Aparentemente, como mostrado na Figura 14-S, houve danos no rendimento
quantico do PSIl quando as plantas foram expostas aos tratamentos T1, T2 e
T4, no décimo nono dia, de forma que os valores do rendimento quantico
permaneceram quase inalterados. Apenas no tratamento T3 (Chlo + Thia),
ocorreu um aumento de 3,9%, porém significativos devido aos baixos valores

de desvio padréao.
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Figura 17. Efeito dos inseticidas aplicados na Folha (F) e no Solo (S), no Rendimento
Quéantico Maximo do Fotossistema Il (F./F,), nos dezenove dias de avaliagdo do
experimento. O Dia 1 foi antes da aplicagéo dos inseticidas, o Dia 2 foi 1 DAP, o Dia 3
foi 2 DAP e o Dia 19 foi 18 DAP. Letras diferentes nas barras indicam diferenga
estatistica significativa pelo teste de Duncan (p<0,05). As médias foram comparadas
pela ANOVA e n=5.



5.3.9 Concentracao de Centros de Reacéo Ativos (RC/CS,) — na Folha (F)

Como pode ser observado na Figura 18-F, ocorreu uma redugao significativa
(p<0,05) para os dois inseticidas testados para os dias 2, 3 e 19 na relacdo
RC/CS,, ou seja, na concentracao de centros de reacdo ativos nas folhas. No
Dia 3, os inseticidas (Chlo + Thia) na concentracao de 2,0 L/ha e o Endosulfan
a 4,0 L/ha reduziram a relagdo em aproximadamente 10%. Em relagédo ao Dia
19, observou-se uma reducgao significativa (p<0,05) nos centros de reacao
ativos induzidos pelo (Chlo + Thia) em 10,8% e de 15,6% pelo Endosulfan, nas
mesmas concentracdes. A Figura 19-B mostra os centros de reacdo nao
danificados das plantas controle, enquanto, as Figuras 20-B e 21-B mostram os
centros de reaclGes danificados pelos inseticidas que correspondem aos
tratamentos (Chlo + Thia) e Endosulfan nas doses de 2,0 L/ha e 4,0 L/ha,

respectivamente.

5.3.10 Concentracdo de Centros de Reacéo Ativos (RC/CS,) — no Solo (S)

Para os inseticidas aplicados via drench no solo, pode ser observado na Figura
18-S, que ndo ocorreu reducdo na concentracdo dos centros de reacdo nas

plantas submetidas a todos os tratamentos durante todo o periodo avaliado.

Outra forma de expressar o fluxo de energia em biomembranas é o uso do
modelo ‘pipeline’ do aparato fotossintético (Figura 19, 20 e 21). Nas Figuras19-
A, 20-A e 21-A, observa o modelo foliar, relativo a secdo da folha excitada,
denominado de fluxo fenomenolégico de energia, baseado no Programa
Biolyzer, proposto por Dr. Reto Strasser (Laboratorio de Microbiologia e
Bioenergética — Universidade de Geneva). Nas Figuras 19-B, 20-B e 21-B, pelo
modelo foliar, observa-se a inativagdo dos centros de reacao, indicados por
circulos cheios (centros danificados) em relagdo aos circulos abertos (centros

ativos).
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Figura 18. Efeito dos inseticidas aplicados na Folha (F) e no Solo (S), na
Concentracdo de Centros de Reacdo Ativos (RC/CS,), nos dezenove dias de
avaliacdo do experimento. O Dia 1 foi antes da aplicacdo dos inseticidas, o Dia 2 foi 1
DAP, o Dia 3 foi 2 DAP e o Dia 19 foi 18 DAP. Letras diferentes nas barras indicam
diferenca estatistica significativa pelo teste de Duncan (p<0,05). As médias foram

comparadas pela ANOVA e n=5.
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Figura 19. Modelo ‘pipeline’ de membrana (Figura 19-A) e da é&rea da secéo
transversal das plantas Controle do Dia 3 — Manha (Figura 19-B), do fluxo de energia
em folhas de café Conilon, variedade Vitoria, clone 02. Os circulos fechados
(coloragéo preta) correspondem aos centros de reacgdo inativos, e os abertos aos
centros de reacao ativos. A largura das setas indica a energia absorvida pelo sistema
antena do PSII por centro de reacdo (ABS/RC), energia usada para reduzir Qa por
centro de reacdo (TRy/RC), dissipacéo efetiva dos centros de reagéo ativos (DIy/RC),
namero total de fétons absorvidos por secdo transversal da amostra (ABS/CSy),
méxima taxa de captura de fétons por secdo transversal da amostra (TRo/CS,) e
dissipacgéo efetiva por secgao transversal (DIo/CSy) indicam a intensidade do fluxo de
energia.
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Figura 20. Modelo ‘pipeline’ de membrana (Figura 20-A) e da éarea da secao
transversal das plantas do tratamento com o inseticida foliar (Chlo + Thia) na
concentracdo de 2,0 L/ha, do Dia 3 — Manh& (Figura 20-B), do fluxo de energia em
folhas de café Conilon, variedade Vitoria, clone 02. Os circulos fechados (coloragéo
preta) correspondem aos centros de reacgdo inativos e os abertos, aos centros de
reacdo ativos. A largura das setas energia absorvida pelo sistema antena do PSII por
centro de reacdo (ABS/RC), energia usada para reduzir Qa por centro de reacao
(TRo/RC), dissipacao efetiva dos centros de reacdo ativos (DIy/RC), numero total de
fétons absorvidos por secdo transversal da amostra (ABS/CS;), maxima taxa de
captura de fétons por segéo transversal da amostra (TRy/CSy) e dissipacao efetiva por
seccao transversal (DIy/CSp) indicam a intensidade do fluxo de energia.
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Figura 21. Modelo ‘pipeline’ de membrana (Figura 21-A) e da é&rea da secéo
transversal das plantas do tratamento com o inseticida foliar (Endosulfan) na
concentracéo de 4,0 L/ha, do Dia 3 — Manh& (Figura 21-B), do fluxo de energia em
folhas de café Conilon, variedade Vitoria, clone 02. Os circulos fechados (coloragéo
preta) correspondem aos centros de reagdo inativos e os abertos, aos centros de
reacdo ativos. A largura das setas energia absorvida pelo sistema antena do PSII por
centro de reacdo (ABS/RC), energia usada para reduzir Q, por centro de reacao
(TRo/RC), dissipagéo efetiva dos centros de reacgéo ativos (DIy/RC), numero total de
fétons absorvidos por secdo transversal da amostra (ABS/CS,), maxima taxa de
captura de fétons por secdo transversal da amostra (TRy/CSy) e dissipacao efetiva por
seccao transversal (DIo/CS,) indicam a intensidade do fluxo de energia.



5.4 Atividade das Enzimas

5.4.1 Superdéxido Dismutase (SOD) - na Folha (F) e no Solo (S)

Todos os valores da atividade enzimatica dos tratamentos no experimento
relacionados a aplicacdo via foliar diminuiram de forma significativa. As
concentragcbes 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 L/ha da mistura (Chlo + Thia), nao
apresentaram variacdes significativas de atividade entre si, porém se
apresentaram reduzidas quando comparadas ao Controle. Observou-se que os
tratamentos T2 (0,50 L/ha) e 0 T6 (2,0 L/ha), Figura 22-F; quando comparados,
apresentaram respostas enzimaticas semelhante, apesar de, nesse ultimo, ter
sido utilizado concentracdo quatro vezes maior do que o tratamento T2. O
tratamento, no qual foi utilizado o principio ativo Endosulfan (T5), a resposta
enzimatica foi semelhante a todos os tratamentos anteriores, o que significa
mesma resposta ao stress provocado pelo agente quimico. Entretanto, a
atividade da SOD relativa a aplicacdo foliar de Endosulfan, na concentragédo de
4,0 L/ha, foi altamente significativa (p=0,000025), tanto em relacdo ao controle
como aos tratamentos anteriores, com percentual de reducédo igual a 38,0%
(Figura 22- F).

A aplicacao dos inseticidas via drench, Figura 22-S, resultaram em redugdes na
atividade da SOD, quando comparados as concentracdes 0,75 e 1,5 L/ha.
Entretanto, somente a segunda concentracdo diferiu significativamente em
relacdo ao controle (p=0,000681). Entretanto, quando comparados os métodos
de aplicacdo entre si, observou-se que a resposta via drench, para o
tratamento de 0,75 L/ha, foi de 20,2% inferior aquela obtida para a atividade da
SOD via foliar. A utilizagéo do Imidacloprid, nas concentragdes 1,0 e 2,0 Kg/ha,
diferiram na resposta enzimatica de forma que a maior concentragdo reduziu
em 19,2% p=0,000113) a atividade da SOD (Figura 22- S).
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Figura 22. Atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD) em folhas de café
Conilon, 96 horas ap0s aplicacé@o de inseticidas na Folha (F) e 18 DAP no Solo (S). A
atividade enzimatica foi expressa em U/mg de proteina. Os valores das médias foram
comparadas pela ANOVA, com cinco plantas (n=5), com 03 determinacdes
enzimaticas por planta. Letras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica

significativa pelo teste de Duncan (p<0,05).

5.4.2 Catalase (CAT) - na Folha (F) e no Solo (S)

A resposta da CAT, na aplicacao foliar da mistura 0,25 L/ha (Chlo + Thia), foi
11,5% e 18,2% superiores quando comparados ao controle e ao tratamento T4
(1,0 L/ha), Figura 23-F, respectivamente. Essa resposta foi Unica, entre todos

0S ensaios, que resultou em ativacdo enzimatica. As concentragfes utilizadas



em T2, T3 e T4, ndo foram capazes de induzir maior resposta ao estresse
oxidativo, quando comparados ao controle, o que resultou em né&o-significancia
(p=0,05). Entretanto, os resultados obtidos permitem afirmar que o Endosulfan,
na concentracdo de 2,0 L/ha, foi capaz de promover reducdo de 12,5%,
superior aos tratamentos anteriores. Por outro lado, as atividades foram
reduzidas em 39,1% e 45,2%, em relagdo ao controle, quando os vegetais
foram expostos as concentracdes de Chlo + Thia (2,0 L/ha) e Endosulfan (4,0
L/ha), o que indica efeito prejudicial dos principios ativos, em relacdo a

protecdo da CAT ao estresse oxidativo (Figura 23—F).

A resposta da CAT aos inseticidas aplicados via drench, apresentou pequena
diferenca quando comparados a aplicacao foliar para a concentragéo 0,75 L/ha.
Essa concentracdo foi capaz de ativar a CAT em 6,4%, ao contrario da
resposta nado significativa para o tratamento foliar. A ativacdo observada para a
mistura Chlo + Thia, foi semelhante aquela obtida com o Imidacloprid na
concentracdo de 1,0 kg/ha, o que significa que ambos os principios ativos, nas
menores concentracdes sdo capazes de atuar na ativacdo da CAT. Entretanto,
houve reducéo de 21,9% para a mistura Chlo + Thia (T3) (p=0,000191) e
31,0%, quando exposto ao Imidacloprid (T4) (p=0,000100), nas maiores

concentracdes, quando comparados ao Controle (Figura 23-S).

5.4.3 Fosfatase Acida (ACP) - na Folha (F) e no Solo (S)

Os resultados demonstram que no mesmo periodo experimental, a resposta da
ACP as concentracdes 0,25 L/ha e 0,50 L/ha da mistura dos inseticidas (Chlo +
Thia), aplicados via foliar, foram semelhantes, com percentual de redugao de
3,4% em relacdo ao Controle. A mesma resposta foi observada para os
tratamentos 0,75; 1,0 e 2,0 L/ha da mistura Chlo + Thia, que apresentaram o
mesmo potencial inibitério, com média de 8,4%. De todos os tratamentos, a
exposicdo do vegetal a concentragdo de 4,0 kg/ha de Endosulfan, foi o mais
expressivo (p=0,000021), com 14,4% de reducdo na atividade quando
comparada ao controle (Figura 23—F)
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Figura 23. Atividade da enzima Catalase (CAT) em folhas de café Conilon, 96 horas
ap6s aplicacdo de inseticidas na Folha (F) e 18 DAP no Solo (S). A atividade
enzimatica foi expressa em U/mg de proteina. Os valores das médias foram
comparadas pela ANOVA, com cinco plantas (n=5), com 03 determinacdes
enzimaticas por planta. Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica

significativa pelo teste de Duncan (p<0,05).

Os niveis de reducdo na atividade da ACP, quando os inseticidas foram
aplicados via drench, ndo diferiram daqueles obtidos via foliar, principalmente
no que tange a concentracao 0,75 L/ha (6,6%). Entretanto, os efeitos negativos
do Imidacloprid (2,0 Kg/ha) sobre a funcdo enzimatica da ACP, foram

significativos, com percentual de inibigéo de 7,7% (Figura 23-S).
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Figura 24. Atividade da enzima Fosfatase Acida (ACP) em folhas de café Conilon, 96
horas ap6s aplicacdo de inseticidas na Folha (F) e 18 DAP no Solo (S). A atividade
enzimatica foi expressa em U/mg de proteina. Os valores das médias foram
comparadas pela ANOVA, com cinco plantas (n=5), com 03 determinacdes
enzimaticas por planta. Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica

significativa pelo teste de Duncan (p<0,05).

5.5 Microbiota do Solo

A populacdo de fungos e bactérias em Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC/g de solo) foi avaliada em oito periodos diferentes, antes e apds a
aplicagcéo dos inseticidas no solo via drench para o controle do bicho-mineiro

associado a precipitacao local em Anchieta, ES.



Andlise temporal do nimero de microrganismos antes e apés a aplicacado dos
inseticidas no solo, revelaram que a populacdo de fungos mostrou-se ser
menos sensivel a aplicagcdo dos inseticidas se comparado a populacdo de
bactérias (Figura 25-A e B). Com excecdo dos 9 dias apds aplicacdo, o
tratamento com Imidacloprid apresentou uma interessante estimulacdo na
populacao bacteriana ao longo do experimento se comparado ao Chlo + Thia,
0 qual inibiu o crescimento destes microrganismos em alguns dias analisados.
Coincidentemente, as significativas alteracdes na populacdo de bactérias nos
24 primeiros dias apos a aplicacdo se correlacionam com a baixa umidade do
solo, uma vez que a precipitacdo também foi baixa para o periodo (Figura 25-
B).

Nas amostras de solo coletadas no campo na camada de 0 a 20 cm, onde 0s
inseticidas Thiamethoxan e Imidacloprid foram aplicados foram encontrados os
seguintes géneros e espécies de fungos: Fusarium solani, Fusarium
oxysporum, Trichoderma, Penicilium, Aspergilus, Rhizoctonia, Verticilium,
Cladosporium, Fusarium spp. (Laboratério de Fitopatologia do INCAPER —
Centro Serrano), para os trés tratamentos apdés o nono dia de aplicacdo e nao
foram observadas alteracdes nas populacfes de fungos e de bactérias com a

aplicacao dos inseticidas via solo.
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Figura 25. Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) para Fungos (A) e Bactérias (B)
nos tratamentos sem aplicacdo (Controle) e com aplicacdo de inseticidas
(Chorantraniliprole + Thiamethoxan ou imidacloprid) no solo via drench, no controle de
Bicho-mineiro a O (antes da aplicagéo) e 3, 6, 9, 12, 24, 60 e 120 DAP, em fungéo da
Precipitacdo (mm), em Anchieta, ES.



6 DISCUSSAO

6.1 Eficiéncia dos Inseticidas no Controle do Bicho-mineiro

Os resultados (Tabela 11), no presente trabalho, mostram que varios fatores
podem ter influenciado a baixa incidéncia da praga na area experimental como
mostrado na Tabela 10. Uma delas pode ser creditada ao fato do produtor ter
aplicado, na lavoura anexa, mistura do inseticida Thiamethoxan (300g/kg) mais
o fungicida Cyproconazole (300g/kg). Além disso, o indice pluviométrico,
segundo Matiello et al. (2005), é capaz de reduzir o indice de ataque de
pragas devido a lavagem dos ovos apds posturas na face superior da folha, o
que ocorreu no presente estudo, jA que entre janeiro e maio, o indice
pluviométrico foi, em média, de 265 mm. Outros fatores importantes a serem
considerados sado a presenca de predadores e parasitas que ocorrem
naturalmente nas lavouras, principalmente nesse periodo, e o0 modo de
aplicacao via drench ou via gotejamento, que impedem que esses predadores
sejam dizimados da regido (PARRA et al., 1977; REIS & SOUZA, 1983;
SOUZA, 1979).

Apos estudos sobre forma de aplicacao do inseticida Thiamethoxan WG, Souza
et al., (2006) concluiram que os melhores resultados foram obtidos quando
utilizado método de irrigacdo por gotejamento ou na forma de drench. A
eficiéncia do inseticida persistiu por periodo de até 130 dias, ao contrario do
Imidacloprid, também do grupo dos neonicotindides, que mesmo apo6s 120
dias, ndo apresentou resultado satisfatério. Resultados semelhantes foram
observados no presente estudo, o que demonstra ser os meses de fevereiro e
marco, época ideal para aplicacdo dos inseticidas, ja que o efeito negativo
persistiu por 180 dias, resultando em percentual maximo de 2% de folhas

minadas nas plantas controle.



6.2 Eficiéncia dos Inseticidas no Controle da Broca-do-café

Conforme Souza et al., (2008), a eficiéncia da mistura Chorantraniliprole +
Thiamethoxan, nas dosagens de 0,50 e 1,0 L/ha resultou em eficiéncia de
88,0% e 90,3% respectivamente, superior ao padrdo Endosulfan (59,4%), no
controle da broca-do-café. Os resultados, no presente estudo, demonstram
que a eficiéncia para todos os tratamentos foi de apenas 40,49%, como
demonstrado na Tabela 11, resultados esses diferentes dos obtidos pelos

pesquisadores relacionados.

A contagem dos graos brocados, realizada apés a colheita, demonstrou que os
tratamentos T1, T2, T3, T4 e T5 reduziram os niveis de infestacdo em até
78,5%, como apresentado na Tabela 12. Esses valores demonstram a
eficiéncia dos inseticidas e corroboram com os resultados obtidos por Souza et
al., (2008). Segundo Papa, et al., (2009), essa mesma mistura (Chlo + Thia),
utilizada no controle do pulgdo Aphis gossypii em algodoeiro, alcangou
eficiéncia superior a 80%, o que demonstra sua importancia no Manejo
Integrado de Pragas (MIP) aos agrotoxicos atualmente usados, devido ao novo

mecanismo de acédo do inseticida.

6.3 Trocas Gasosas (A, gs e E) e as Relacdes (F./F, e RC/CS,) — Folha e
Solo

Os resultados da Taxa Fotossintética Liquida (A), da Condutancia Estomatica
(gs), da Transpiracdo (E) e da Relagéo F,/F, obtidos nas plantas Controle de
café Conilon no periodo da manha, variaram de 3,87 a 8,31 pmol.m? s™ de
CO, para A; de 0,16 a 0,73 mol m? s™ para gs ; de 5,53 a 14,53 mmol m? s'1
para E e de 0,11 a 0,81 a Relacdo F,/F, . Os valores de A, observados para o
café Conilon podem ser considerados elevados, pois, segundo DaMatta (1997),
as taxas fotossintéticas obtidas em cafeeiro Conilon cultivados no periodo de
inverno e do verdo, foram iguais a 2,8 e 4,9 pmol m? s* de CO,,

respectivamente.



Entretanto, Carvalho et al., (2001) ao estudarem a mesma espécie no periodo
matutino do verdo, obtiveram os valores 4,3 pmol.m? s de CO, para A; 0,137
mol.m? s para gs; 2,81 mmol m? s para E e 0,736 para a Relacdo F./F, .
Ao compararem a Eficiéncia Quantica do PSII entre as espécies arabica e
robusta, os autores concluiram que valores maiores para do Conilon estédo
relacionados a maior capacidade do sistema antena, além do namero e tipo de

estdmatos presentes nas folhas da espécie.

Entretanto, € importante ressaltar que os valores de A e gs, obtidos no presente
estudo, foram reduzidos apés 48 horas da aplicacdo foliar dos inseticidas nos
tratamentos T6 e T7, o que permite deduzir que concentragdes elevadas de
inseticidas, interferiram no metabolismo fotossintético de plantas de café
Conilon. Tal acéo foi por meio dos efeitos estométicos, e em doses elevadas

teve um efeito ndo-estomatico via danos no PSII.

Porém, foi observado que doses menores dos inseticidas testados foram
capazes de elevar o valor de A, quando comparado ao Controle, e ainda,
induzir aumento da condutancia para valores iguais ou superiores ao controle,
0 que demonstra o efeito inverso dos inseticidas, quando em concentragdes

elevadas.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Xia et al., (2006) ao
estudarem nove pesticidas e seus efeitos sobre as trocas gasosas e
fluorescéncia em pepino (Cucumis sativus L. cv. Jinvan N° 4). Os autores
observaram que o herbicida Paraquat foi responsavel pelos sintomas mais
graves na Fotossintese Liquida, o que resultou na drastica inibicdo da
Eficiéncia Quantica Maxima do PSII (F./Fy,). Em menor intensidade, agiram os
outros inseticidas como Cloropirifos, que reduziu A em 81%, seguido pelo
Abamectina com 40%, e finalmente o Imidacloprid que foi responsavel pela
reducao em 36%. Em relacdo a gs, 0s valores obtidos também foram
consideraveis para chlorpirifos e Abamectina, que reduziram a condutancia em
72 e 41%, respectivamente, ao contrario do Imidacloprid, que ndo promoveu

qualquer alteracéo.
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Em relacdo a taxa fotossintética liquida (A), a utilizagdo da mistura
Chlorantraniliprole + Thiamethoxan, na maior concentragéo nas folhas, induziu
nas plantas, uma recuperacgéo a partir do terceiro dia de aplicagédo que persistiu
até o décimo nono dia, valores esses maiores do que aqueles obtidos pela
utilizacdo do Endosulfan (Figura 12-F). Tal fato pode mostrar uma acao
metabdlica da planta, o que promoveu uma diminuicdo da acao intensa do
produto. Resultados opostos foram observados em relacdo ao Rendimento
Quantico (F./Fn), que apresentou valores iguais ou menores durante os 19 dias

do experimento (Figura 17-F).

A Concentracdo de Centros de Reacao Ativos (RC/CS,), Figura 18-F, também
teve alteracdes pelos inseticidas quando aplicados na folha, resultando na
inativacdo de alguns centros de reacao, o que pode causar uma diminuicdo do
transporte de elétrons e aumento da dissipacdo da energia do sistema foliar,
comprometendo assim a estrutura e a atividade do PSII.

Por outro lado, a quantificacdo dos resultados das aplica¢ces via solo, devem
ocorrer apos o 19°dia, o que permite que os principios ativos ajam na folha, e
atinjam concentragbes maiores que 0,4 ppm (SOUZA et al.,, 2006). Essa
afirmativa corrobora com os resultados observados no presente trabalho, no
quais os tratamentos T2 e T4, com Imidacloprid, induziram a redug¢do nos
valores da Taxa Fotossintética, apos 19 dias de ensaio (Figura 12-S), enquanto
gue 0s mesmos tratamentos ndo alteraram os valores de gs. Esses resultados
estdo de acordo com os descritos por Xia et al., (2006) ao fazerem uso do

inseticida Imidacloprid.

Em relacdo ao crescimento vegetativo, € importante ressaltar os resultados
obtidos por Barros et al., (1977), que verificaram a reducdo no crescimento
vegetativo de café ardbica nas esta¢fes de outono e inverno, na Zona da Mata
de Minas. Os autores relacionaram as alteracdes observadas com o
decréscimo da temperatura no periodo experimental e excluiram qualquer
possibilidade de interferéncia da disponibilidade de agua nos resultados. Os
autores relacionaram ainda a taxa de crescimento com a condutancia

estomatica e confirmaram uma proporcionalidade direta, no periodo de inverno,



com os estbmatos permanentemente fechados, na maior parte do tempo. No
presente estudo, a fase experimental ocorreu no més de novembro, quando a
temperatura variou entre 31,6 + 4,5°C a 34,3 + 3,7°C, no periodo matutino. Os
valores das condutancias (Figura 14) variaram entre 0 minimo de 0,14 mol m™
s (Dia 19) e maximo de 0,92 mol m? s™ (Dia 3). Dados estes, coerentes com
os discutidos por Barros et al., (1977), que relacionaram a condutancia e
temperatura. O terceiro dia dos tratamentos chama atencédo pelos resultados
gue apresentaram a mais elevada em ambos nos periodos da manha e tarde

(dados do periodo da tarde ndo mostrados).

Nossos resultados mostram ainda uma reducao significativa da relacédo F./Fn,
no periodo da manha, naquelas plantas que receberam aplicacdo foliar do
inseticida Endosulfan, em concentracdes de 2,0 e 4,0 L/ha (Figura 17-F). Os
dados confirmam a reducdo nos dias de avaliacdo, que foram o segundo,
terceiro de décimo nono dia. Pinheiro et al., (2004), testaram o herbicida
Paraquat, em clones tolerantes ou ndo a seca. Os autores observaram maior
sensibilidade naqueles n&o-tolerantes, que apresentaram ainda um maior
estresse oxidativo, ao contrario daqueles tolerantes, cujos valores de F./Fn

foram mais expressivos, e mais resistentes ao estresse oxidativo.

6.4 Atividade das Enzimas ACP, SOD e CAT na Folha (F) e no Solo (S)

Os resultados apresentados demonstram o potencial inibitério das misturas
comerciais de Cho + Thia, Imidacloprid e do Endosulfan, utilizados como
inseticidas no café nas enzimas estudadas. As alteragcdes observadas nas
atividades da SOD em folhas de café Conilon, aplicados tanto via foliar como
via drench (Figura 22-F e S), influenciaram profundamente a resposta da
enzima responsavel por um dos mecanismos regulatério do metabolismo
vegetal. A SOD catalisa a dismutacdo dos radicais superoxido e representa a
enzima mais importante no processo de defesa celular e sua atuagéo regula as
concentragdes de O, e H,0O; no vegetal (MITTLER, 2002).



A atividade de SOD nas folhas de café Conilon, submetidas ao estresse
quimico, ndo foram capazes de desenvolver a defesa celular devido a resposta
inibitoria observada nas duas formas de tratamento. Esses resultados estao de
acordo com os observados por varios autores ao exporem vegetais a diferentes
estressores. Hernandez et al., (2001), por exemplo, relataram reducdo na
atividade da SOD foliar em cultivar de ervilha, tanto na enzima contida nos
cloroplastos quanto naquela extraida de mitocondria, submetidas ao estresse

salino.

Por outro lado, Cavalcanti et al.,(2004), relataram que 0 mesmo estressor nao
apresentou variagcbes expressivas de atividade quando comparados ao
controle. Os dados apresentados no presente trabalho sugerem que as
alteracbes observadas nos tratamentos quimicos ndo foram capazes de
disparar o processo de defesa do organismo, muito pelo contrario, resultou em

inibicdo da enzima.

Estudos realizados com clones 109A e 120 de café Conilon, exposto ao
estresse do déficit de agua, resultaram em tolerancia diversa a geracdo de
ROS, o que sugere que alteracBes enzimaticas dependem da espécie, do
gendtipo, das condicbes de crescimento, idade das plantas, periodo e
intensidade do estresse (SGHERRI et al., 2000; LIMA et al. 2002). Os
resultados do presente trabalho, permitem excluir a possibilidade das
alteracbes serem decorrentes das variaveis sugeridas por Sgherri et al.,
(2000a), pois as plantas utilizadas no ensaio pertenciam a mesma espécie,
mesmo genodtipo, 0 mesmo porte de desenvolvimento, além de estarem sob

condicdes 6timas de umidade, nutricdo e temperatura.

E importante ressaltar que a inibicdo observada nZo esta relacionada aos
periodos de iluminagdo como descrito por Chaves et al., (2008), para café
arabica, no qual, a atividade da SOD foi reduzida no més de dezembro quando
comparada ao més de outubro. No presente trabalho, excluimos a variacédo de
luminosidade pelo fato da exposicéo ter ocorrido ao longo de 4 dias, para
deteccéo foliar e 19 dias para as alteragcdes observadas para aplicacdo dos

7

inseticidas via solo. Essa afirmativa € corroborada pelo controle da



luminosidade e umidade no ambiente experimental (Figura 6), 0 que permite

excluir a influéncia destes fatores nas alteracdes enziméaticas.

Por outro lado, resultado contrario demonstra elevada atividade da SOD
quando Catharanthus roseus (L.), foi exposta ao triadimefon (JALEEL et al.,
2006). Nossos resultados permitem supor que as concentracdes utilizadas
induziram a formagdo de ROS, em concentracdo superior a capacidade de
resposta do vegetal e que, fatores ndo-enzimaticos também auxiliam a defesa
oxidativa do vegetal, como observado por Deuner et al., (2008), que
demonstraram resposta inalterada da SOD quando folhas de cafeeiro foram
suplantadas com ascorbato.

Outro aspecto a ser considerado no presente trabalho, € a resposta positiva
para o fechamento estomético quando as folhas do café foram expostas a
elevadas concentragbes dos inseticidas (Figura 14-F). Esta resposta foliar
coincidiu com maior percentual inibitério das enzimas estudadas, resultado
semelhante ao descrito por Deuner et al., (2008), quando avaliaram a resposta
da condutancia estomatica em café ardbica, exposta ao ascorbato e peréxido
de hidrogénio. A inibicdo das enzimas responsaveis pela defesa da planta
resulta em maior concentracdo das ROS, que por sua vez sdo capazes de

reduzir a abertura estomatica, como observado no presente trabalho.

As enzimas catalases sado conhecidas por sua capacidade em degradar H,0O,,
e em vegetais expostos ao estresse oxidativo, constata-se a elevacédo de sua
atividade. O presente trabalho apresentou elevada atividade da catalase
quando amostras do café Conilon foram expostas a concentracdes de 0,25
L/ha, da mistura Chlo + Thia, via foliar e os tratamentos 0,75 L/ha da mesma
mistura e 1,0 kg/ha de Imilacropid, via drench (Figura 23-F e S). Esses
resultados permitem supor a necessidade do desencadeamento do sistema
protetor do vegetal (FOYER et al., 1994), considerando que a degradagéo de
H.O, pela catalase é a mais importante resposta relacionada a tolerancia a
uma variedade de agentes estressores, como descrito por Willekens et al.,
(1997) e Sairam et al., (1998).



Entretanto, a atividade da Catalase pode ser reduzida em condi¢cbes na qual a
degradacdo supera a capacidade de ressintese pelo vegetal. Nos ensaios com
elevadas concentracdes dos inseticidas, a enzima mostrou-se inibida, o que
permite supor que a Catalase nao foi suficiente para acionar a defesa da planta
contra a geracdo de radical peréxido; indicando resposta semelhante aos

obtidos por Shim et al., (2003), ao exporem vegetal ao acido salicilico.

Em presenca de elevadas concentracbes dos inseticidas, utilizadas no
presente trabalho, a Catalase foi inibida de forma semelhante ao descrito para
a SOD. Uma vez que a atividade da SOD esté relacionada a formacao de H,0,
€ possivel supor que a inibicdo da primeira, resulte naturalmente na reducéo da
atividade da segunda, Catalase, como constatado em nossos resultados e pelo

fato da enzima ser inibida pelo substrato.

A Fosfatase &cida, por sua vez, apresentou-se inibida em todos os tratamentos,
seja via foliar ou via drench (Figura 24-F e S). Esses resultados sé&o
semelhantes aos descritos por Skrebsky et al., (2008) em plantas de Pfaffia
glomerata, expostas as concentracdes crescentes de cadmio. Os autores
associam a inibicdo enzimatica ao fato das fosfatases serem metaloenzimas
dependentes da Ca*™ ou Mg*?, e substituidos pelo excesso do metal estudado.
Por outro lado, a atividade também se mostra inibida em presenca de Cu*?
metal capaz de oxidar cadeias laterais da tirosina que integra o sitio ativo da
enzima (KIM et al., 2000), além de Zn**, Hg**, Cu®*, Pb?*, AI** e (Mo0O4)*, como

demonstrado por Garcia et al., (2004), em folhas do feijoeiro.

Entretanto, as fosfatases desempenham importante papel no metabolismo do
fésforo e, independente do tipo cultivar, a atividade é reduzida na auséncia ou
em presenca de pequenas concentragcbes de fosfato (Starnes et al, 2008). No
presente estudo, a inibicdo da atividade catalitica ndo pode ser creditada as
alteracdes nas concentracdes de fosfato, ja que analises do solo e das folhas
das plantas de café Conilon apresentaram teores do nutriente igual a 64
mg/dm® e 2,1 g/kg, respectivamente, e com teores de Matéria Organica igual
5,29 mg/dm® (Tabelas 8e 9). Por outro lado, é possivel sugerir que as

alteracdes enzimaticas foram resultantes da acdo dos inseticidas quando se



considera a atividade normal observada nos controles de ambos os tipos de
ensaios. Entretanto, nos proximos estudos, é necessario determinar alteracdes
de membrana, responséveis pela geracao de radicais livres, e sua relacdo com

alteracdes no metabolismo celular.

6.5 Microbiota do Solo

Nos resultados obtidos ndo foram observadas alteracdes nas populacées de
fungos e de bactérias com a aplicacdo dos inseticidas via solo. Olson et al.,
(1984), ao pesquisarem o efeito da trifluralina no crescimento de
microorganismos in vitro, observaram que das vinte espécies fangicas
estudadas, somente a Mortierella isabellina e duas espécies de Penicilium,
apresentaram inibicdes quando em presenca de concentracdes superiores a 50

mg g™ do herbicida.

Os resultados do presente trabalho (Figura 25) demonstram a ocorréncia de
elevacdo do numero de colbnias de fungos e bactérias com o aumento do
volume de precipitacdo na area de aplicacdo dos inseticidas no solo. Esses
dados sao corroborados com os obtidos por Cook & Greaves, (1987), que
observaram atividade microbiolégica maxima e variavel entre as amostras,

guando em periodos de chuva intensa.

Normalmente, a maior atividade biolégica do solo, ocorre na camada de 0 a 20
cm de profundidade, regido com maior acimulo de matéria organica, onde as
raizes influenciam consideravelmente nos organismos ali presentes (MOREIRA
& SIQUEIRA, 2006). Neste estudo, a avaliagdo da microbiota do solo (fungos e

bactérias) foi realizada na camada de solo de 0 a 20 cm.

De acordo com Rai & Srivastava, (1981), variacdes sazonais de temperatura e
umidade do solo afetam muito as comunidades biolégicas do solo e sua
atividade. Os autores observaram que a variagdo mensal na populacdo
microbiana (fungos e bactérias) do solo, estava diretamente relacionada a

temperatura e a umidade do solo. Neste estudo também foi verificado que o



aumento da populacdo microbiana do solo coincidiu com periodos de maior

intensidade de chuva.

Os efeitos dos agrotéxicos sobre a microbiota podem ser negativos ou positivos
e sao muito variaveis e dificeis de serem avaliados no campo. Por isso, a
avaliacdo e interpretagéo dos resultados devem ser criteriosas e com cautela.
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2006). Domsch et al., (1983) analisando os
resultados de 48 estudos, concluiram que os efeitos dos agrotoxicos sobre a
biota do solo sdo de curta duracdo e semelhantes aqueles causados por
estresses naturais, compactacao do solo, predacdo microbiana e flutuagcbes
térmicas do solo. Domsch, (1984), avaliando estudos com 71 diferentes
agrotoxicos, concluiu que a variacdo destas substancias € dependente da
natureza do produto, da dosagem, da frequéncia de aplicacdo, das condi¢cdes
ambientais (solo, clima, vegetacao ou cultura) e do tipo de resposta microbiana
empregada. Na etapa experimental de campo, no presente estudo, permitiu
constatar que em determinados periodos, as UFC/g solo nos tratamentos com
os inseticidas foram superiores aquelas do controle, o que mostra baixo

impacto ambiental dos inseticidas aplicados na microbiota do solo.



7 CONCLUSAO

¢ A nova mistura dos inseticidas Chlorantraniliprole + Thiamethoxan (Chlo
+ Thia), usado em lavoura de café Conilon, ndo apresenta diferencas
quando comparado ao Imidacloprid e as plantas Controle no combate ao
Bicho-mineiro.

e A aplicacéo dos inseticidas no solo pouco interferiu na populacdo de
fungos e bactérias, e aumento da umidade também aumentou a
populacao microbiana.

¢ No controle da Broca-do-café, a correlacdo polinomial mostrou que a
dose de 0,79 L/ha, da mistura Chlorantraniliprole + Thiamethoxan é a
ideal para as condicbes do experimento, e tdo eficiente quanto a
concentracdo de 2,0 L/ha do Endosulfan.

e A aplicacédo dos inseticidas no Clone 02 de café Conilon da variedade
Vitoria, tanto via foliar como via drench, interferiu nas trocas gasosas e
na fluorescéncia da clorofila a.

¢ Nas doses maiores dos inseticidas (Chlo + Thia) e Endosulfan os efeitos
foram por acdo estomética e nao-estomatica sobre 0 processo
fotossintético.

e A geracdo de ROS, induzida pelos inseticidas, foi superior a capacidade
de defesa da célula pela SOD, o que resultou em inibicdo enziméatica.

e A ativacdo da CAT, em pequenas concentracdes dos inseticidas, induz a
defesa antioxidante do vegetal.

e A liberacdo de fosfato pela ACP, importante evento na atividade
metabdlica do vegetal, sofre influéncia pela presenca dos inseticidas

estudados.
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Anexo 1. Descricdo dos Inseticidas utilizados no controle da broca e bicho-

mineiro do café Conilon.

Nome comercial:  Durivo SC (solo) e Voliam Flexi 300 SC (folha) - (Syngenta
Protecao de Cultivos Ltda)

Nome Técnico: Chlorantraniliprole + Thiamethoxan

Grupo quimico: Chlorantraniliprole: Diamida antranilica — inseticida
Thiamethoxan: Neonicotindide — inseticida sistémico

Formulacao: Suspenséao concentrada (SC)

Concentracgéao: Chlorantraniliprole: 100g i.a. / L produto comercial
Thiamethoxam: 200g i.a./L produto comercial

Classe toxicologica: ndo registrado no MAPA

Nome comercial:  Premier (Bayer CropScience Ltda)

Nome Técnico: Imidacloprid

Classe: Inseticida sistémico

Grupo quimico: nicotindide

Formulagéo: Granulos dispersiveis
Concentragao: 7000g i.a. / kg produto comercial

Classe toxicoldgica: IV — Pouco toxico

Nome comercial: Endosulfan ac (Agripec Quimica e Farmacéutica S.A.)

Nome Técnico: Endosulfan

Classe: Inseticida e acaricida

Grupo quimico: Ester sulfuroso de um dial ciclico
Formulagéo: Concentrado Emulsionavel (CE)
Concentragao: 350g i.a. / L produto comercial

Classe toxicoldgica: | — Extremamente téxico



Anexo 2. Matéria Seca das Raizes, Caule, Folhas, Peso Total e Relacdo: Parte

Aérea/Raiz das plantas de café Conilon, que receberam a aplicacdo dos

inseticidas na estufa, via Foliar (F) e no Solo (S) via drench, com 12 meses de

idade (média + desvio padréo).

Relacao: Parte

Tratamentos Raizes (9) Caule (g) Folhas (g) Peso Total(g) Aérea/Raiz
F- Folha
Controle 16,68 £3,50 11,37+2,10 18,39%3,44 46,44 + 7,94 1,82 + 0,28
T1- (Chlo +Thia) 16,14+1,74 11,29+2,09 17,61%+1,74 45,04 + 3,89 1,84 + 0,19
T2- (Chlo +Thia) 16,56 +2,80 12,74+1,82 20,40+ 3,19 49,70+ 7,11 2,01 +0,23
T3- (Chlo +Thia) 19,25+4,08 12,38+1,95 18,62+2,79 50,25 £+ 8,42 1,63 +0,15
T4- (Chlo +Thia) 17,19+2,33 11,99+0,52 17,54+2,09 45,84 + 3,59 1,74 £ 0,25
T5- Endosulfan 18,39+£2,30 12,67+190 19,19+243 50,25 + 6,46 1,73+0,11
T6- (Chlo +Thia) 11,47 +1,07 9,95+1,97 14,83 £ 1,97 36,25 +1,07 2,17 £ 0,20
T7- Endosulfan 1595+0,56 12,81+2,05 16,38+0,43 45,13 + 3,04 1,83+ 0,09
S-Solo
Controle 14,19 + 2,96 9,53+1,82 14,64 + 3,49 38,37 £ 7,99 1,71 +0,21
T1- (Chlo +Thia) 13,86+2,34 1159+1,42 16,41+3/41 41,86 + 6,89 2,02+0,11
T2- Imidacloprid 13,79+482 11,61+1,47 16,85%5,06 42,25+ 11,11 2,15+ 0,36
T3- (Chlo +Thia) 16,12+5,44 1259+0,15 16,15+ 3,59 44,85 + 9,17 1,85+ 0,40
T4- Imidacloprid 14,73+£5,73 12,03+2,27 16,51+1,54 43,27 £ 9,54 2,04+0,54




Anexo 3. Dados biométricos individuais das plantas dos tratamentos e doses
(mL ou g/ha) na Folha (F), e no Solo (S), com a média + desvio padrdo do

namero de folhas, @ do caule, altura e teor de clorofila no inicio das avalia¢des.

Tratamentos Dose/ha N° de @ do caule Altura (cm) Teor de
folhas (mm) clorofila (%)
F —Folha
Controle - 36,40 + 9,42 7,17 £1,02 38,60 = 5,59 52,18 + 7,72

T1- (Chlo +Thia) 0,25L 39,00+4,85 6,64 +0,73 40,20 = 2,95 51,36 + 6,34
T2- (Chlo +Thia) 050L 41,20+8,64 7,00+0,96 40,40 £ 5,18 49,96 + 7,47
T3- (Chlo +Thia) 0,75L 39,80+6,50 7,15+0,73 40,00 * 3,08 51,24 +16,29
T4- (Chlo +Thia) 10L 4460+9,24 6,79+0,45 40,20 + 3,27 49,54 + 7,89

T5- Endosulfan 20L 39,40 £ 5,50 6,97 £ 0,31 41,00 + 3,08 49,72 + 0,49
T6- (Chlo +Thia) 20L 34,00 = 5,66 6,47 £ 0,95 37,25 +6,01 52,90 + 6,22
T7- Endosulfan 40L 38,50 +354 7,54+0,82 39,75+ 4,60 38,25 + 8,70
S- Solo
Controle - 32,60+7,73 6,48 £ 0,71 35,00 = 8,28 45,36 + 6,35

T1- (Chlo +Thia) 0,75L 3360+1,67 6,45+0,64 42,40 + 1,95 50,00 = 7,70
T2- Imidacloprid 10kg 39,40+8,11 6,66+0,68 38,00 + 4,18 51,58 + 7,06
T3- (Chlo +Thia) 15L 44,00+8,49 9,13+0,23 41,25+ 0,35 41,25+1,91
T4- Imidacloprid 20L 34,50+ 4,95 7,21 £0,08 41,75 + 0,35 38,10+1,41




Anexo 4. Dados biométricos individuais das plantas dos tratamentos e doses

(mL ou g/ha) na Folha (F), e no Solo (S), com a média + desvio padréo do

namero de folhas, @ do caule, altura e teor de clorofila no final das avaliacdes.

Tratamentos Dose/héa N° de folhas @ do caule Altura(cm) Teor de
(mm) clorofila (%)
F —Folha
Controle - 41,60 +10,04 7,80+0,53 41,00+6,40 54,02+ 8,53
T1- (Chlo +Thia) 0,25L 42,20 + 6,26 7,64+0,82 44,60+3,27 53,62+7,87
T2- (Chlo +Thia) 0,50 L 4460+7,40 7,63+050 43,30+556 47,68+7,22
T3- (Chlo +Thia) 0,75L 44,20 + 6,69 8,69+1,15 40,00+1,97 48,28 £12,97
T4- (Chlo +Thia) 10L 45,40 + 6,07 8,00+£0,34 43,70+3,67 49,12+9,71
T5- Endosulfan 20L 44,80 + 8,85 786+0,94 42,60+3,31 46,82+3,37
T6- (Chlo +Thia) 20L 36,50 + 6,36 7,24+£0,66 39,75+4,60 51,15+1,06
T7- Endosulfan 40L 39,50 + 6,36 7,92+0,12 42,25+5,30 41,90+1,98
S- Solo
Controle - 34,40+14,54 7,36+0,27 3850+7,66 45,82+5,80
T1- (Chlo +Thia) 0,75L 33,60 + 4,56 7,718+ 0,62 44,30+1,79 43,16+7,23
T2- Imidacloprid 1,0 kg 39,60+13,07 7,43+0,66 40,20+3,95 47,42+7,90
T3- (Chlo +Thia) 15L 43,00 +1556 9,16 +0,21 43,25+0,35 43,35+8,84
T4- Imidacloprid 20L 3500+1,41 801+069 4325+1,06 40,15+0,78
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