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A cercosporiose (Cercospora beticola) esta fungicida tebuconazol
presente praticamente em todos os lugares onde
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colonias de Cercopora beticola in vitro frente ao fungicida sistémico Tebuconazol (200 gi.a.). Na analise realizada
nos trés diferentes isolados de fungo C. beticola demonstrou que, quando testados em relacao ao fungicida
sistémico tebuconazol (200 g i.a.), estes ndo demonstraram ser resistentes ao fungicida, pois em todas as
repeti¢des onde o fungicida foi testado na concentracdo dose de campo (1L/500L - 200 g i.a.) mostrou-se
eficiente, uma vez que as colénias do fungo C. beticola ndo se desenvolveram.
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Analysis of the development of Cercospora beticola front fungicide tebuconazole

Abstract

Cercospora leaf spot (Cercospora beticola) is present in almost all places where it is cultivated beet
(Beta vulgaris), which can cause yield loss up to 40% sugar, it is the most destructive disease of beet as much
sugar as the table. The objective of the study was to evaluate the growth of colonies of Cercopora beticola in
vitro against systemic fungicide tebuconazole (200 g i.a). In the analysis performed in three different isolates
of the fungus C. beticola shown that when tested for systemic fungicide tebuconazole (200 g i.a), these have
not proved resistant to fungicide, for all repetitions in which the fungicide dose was tested in concentration
field (1L/500L - 200 g i.a) proved to be efficient, since the colonies of the fungus C. beticola not developed.
Key words: resistance, fungicide, beets, stain-of-cercopora, Cercospora beticola L

Analisis del desarrollo de cercospora beticola ante un fungicida sistemico

Resumen

La mancha foliar por Cercospora (Cercospora beticola) esta presente practicamente en todos los lugares
donde es cultivada la betarraga (Beta vulgaris), pudiendo provocar perdida de rendimiento de azticar de hasta
un 40%, tratandose de la enfermedad mas destructiva del cultivo de la betarraga, tanto como la azucarera
como la de mesa. El objetivo del estudio fue evaluar el crecimiento de colonias Cercopora beticola in-vitro ante
el fungicida sistémico Tebuconazol (200 g a.i.). En el analisis realizado en los tres diferentes aislamientos
de hongos C. beticola demostré que, cuando probados en relacién al fungicida sistémico tebuconazol (200
g i. a.), estos no demostraron ser resistentes al fungicida, pues en todas las repeticiones donde el fungicida
fue probado en la concentracién dosis de campo (1L/500L - 200 g i.a.) se mostr6 eficiente, una vez que las
colonias de hongo C. beticola no se desarrollaron.
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Introducao

A beterraba (Beta vulgaris L.) pertence a
familia Chenopodiaceae (NRSC/USDA, 2011), é
originaria das regides Mediterrdnea e do Norte da
Africa, sendo ainda cultivada em vérios paises da
Europa, da América do Norte e da Asia. Nestas
regides o cultivo da beterraba é altamente rentavel
e a finalidade principal destina-se a producao de
acucar e de forragem (FILGUEIRA, 2000). No Brasil,
as regides Sudeste e Sul respondem por 77% do que
é produzido, ocupando a 137 posicdo quanto ao
volume de producao e apesar de ser tipica de climas
temperados, pode ser cultivada, praticamente o
ano todo no estado do Parana (MORIMOTO, 1999;
PUIATTI E FINGER, 2005; SILVA E VIEIRA, 2006).

A beterraba é consumida principalmente
na forna “in natura”, cozida ou na forma de sucos,
contudo, observa-se um crescente aumento na
demanda dessa hortalica em indtstrias de conservas
e alimentos infantis (NUNES e LEITE, 2008). A
beterraba de mesa é uma raiz tuberosa de cor
vermelho-arroxeada devido a presenca de betalainas,
produtos naturais provenientes do metabolismo
secundario e pertencente ao grupo dos compostos
secundarios nitrogenados. As betalainas sao
pigmentos hidrossolaveis, divididos em duas classes:
betacianinas (cor vermelho-violeta) e betaxantinas
(amarelo-laranja), caracterizando a coloragao tipica
das raizes (SILVA E VIEIRA, 2006; TIVELLI et al.,
2011). A beterraba contém na parte aérea e nas raizes,
elementos que lhe proporcionam excelente valor
nutritivo. A parte aérea, constituida das folhas e dos
talos, é mais rica em ferro, s6dio, potassio, vitamina
A e do Complexo B, em niveis significativamente
maiores aos das raizes, o que revela a importancia
de seu aproveitamento na alimentacao humana
(FILGUEIRA, 2003; Tivelli et al., 2011). Entretanto, a
sua produgdo é limitada pela ocorréncia de diversos
patégenos, dentre eles o fungo Cercospora beticola
Sacc., agente etioldgico da cercosporiose, trata-se da
doencga mais destrutiva da cultura da beterraba, tanto
agucareira quanto a de mesa (FILGUEIRA, 2003).

Os fungos do género Cercospora Fres. (Reino
Fungi, Sub-divisao Deuteromicotina, Classe
Hyphomycetes, Ordem Hyphales), apresentam
conidiéforos escuros, simples, provenientes de
agregados que irrompem o tecido da folha, sobre
0s quais crescem os conidios, hialinos, filiformes
e multicelulados. Sao principalmente parasitas
de plantas superiores, causando doencas foliares

como crestamento foliar de Cercospora em soja (C.
kikuchii), mancha olho de ra em fumo (C. nicotianae)
e cercosporiose em milho (C. zeae-maydis) (BARNETT
e HUNTER, 1972; WEILAND e KOCH, 2004). A
espécie Cercospora beticola foi primeiramente descrita
por Saccardo em 1876 causando manchas foliares em
beterraba acucareira (CARUEL, 1876). A fase sexual
de C. beticola é desconhecida. Estudos moleculares
comparando caracteristicas genéticas dessa espécie
com outras do mesmo género que apresentam fase
teleomorfica conhecida, sugerem que essas espécies
possuem ancestralidade distintas e que a funcao
sexual se perdeu durante o processo evolutivo

(GOODWIN et al., 2001).

O fungo ataca as plantas adultas, nas quais,
surgem manchas necroticas, inicialmente pequenas
e rodeadas por uma pigmentagdo arroxeada nas
faces adaxial e abaxial da folha. As manchas
possuem coloracao acinzentada devido a estrutura
produzida pelo fungo (HERMANN, 1998). A planta
infectada pelo fungo, diminui a sua capacidade
fotossintética e repde as folhas a partir das reservas
da raiz, diminuindo assim, a producdo de acticar e
a qualidade industrial. Quando em grande ntimero,
as lesdes coalescem ocasionando o crestamento da
folha e dé-se uma grave perda das mesmas. Esta
doenca é muito destrutiva, causando necrose foliar
intensa, enfraquecimento das plantas e redugdo dos
rendimentos na produgdo (INDEX FUNGORIUM ,
2010; AGROFIT, 2010).

A planta reage emitindo novas folhas e a
perda de rendimentos em agticar pode ultrapassar os
30% (ESPADINHA, 2007). A mancha-de-Cercospora
estd amplamente distribuida no mundo, com
incidéncia em todas as regides dedicadas a cultura
da beterraba-agucareira e beterreba-de-mesa.
A ocorréncia generalizada desta doenca pode
representar uma reducdo na produtividade de 15%
a 45%. Em condi¢des de alta umidade relativa do
ar (maior que 90%) e temperatura entre 22 e 26°
C, o fungo encontra condic¢ées favordveis ao seu

desenvolvimento (TIVELLI et al., 2011).

O fungo Cercospora sp. pode sobreviver na
forma de conidios ou esporodéquio, principalmente
nos restos de cultura infectados deixados no
campo ap6s a colheita, nas sementes, assim como
em plantas de beterraba voluntarias ou em ervas
daninhas hospedeiras. A disseminacdo a longa
distancia ocorre através das sementes infectadas ou
contaminadas. Dentro da cultura, os conidios sdo
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dispersos pelo vento e pelos respingos da dgua da
chuva ou da irrigacdo por aspersdo. Periodos de
chuva prolongados, umidade relativa do ar alta e
temperaturas entre 25 a 35° C sdo condicoes que
favorecem a infecc¢do e o desenvolvimento da doenca
(WEILAND e KOCH, 2004). Cercospora beticola é um
patégeno quase exclusivo de espécies da familia
Chenopodiaceae, embora existam registros em alguns
hospedeiros de outras familias, como Malvaceae,

Pedaliaceae e Polygonaceae (AGROFIT, 2010).

O controle da cercosporiose é realizado
principalmente através do uso de fungicidas
protetores e curativos, sendo que, encontram-se
registrados no Ministério da Agricultura dezenove
(19) produtos formulados, com destaque para os
sistémicos de agdo curativa do grupo dos triazoéis
e estrobilurinas (10 produtos) (FILGUEIRA, 2003;
MAPA, 2011). No entanto, a grande diversidade
genética entre isolados monospdricos é encontrada,
assim como a resisténcia desses aos fungicidas
(IOANNIDIS e KARAOGLANIDIS, 2000).

A cultura da beterraba nao apresenta muitos
problemas fitossanitdrios, porém a cercosporiose
causada por Cercospora beticola é especialmente
danosa a cultura, uma vez que a maioria das
cultivares disponiveis sdo suscetiveis a doenga, a
qual pode causar perdas de producado caso medidas
de controle ndo sejam adotadas (FILGUEIRA, 2003;
TIVELLI et al., 2011).

O objetivo do estudo foi avaliar o crescimento
de colonias de Cercospora beticola in vitro frente ao uso
do fungicida Tebuconazol.

Metodologia

Isolamento C. beticola

Os dois isolados monospérico de C. beticola
foram obtido a partir de folhas de beterraba com
sintomas de cercosporiose coletadas em Guarapuava
- PR e estao depositados na micoteca do Laboratério
de Fitopatologia da Universidade Estadual do
Centro Oeste - UNICENTRO. Os isolados estdo
denominados como CB 01 e CB 04.

As folhas de beterraba foram selecionadas,
lavadas e colocadas em camara timida a 25° C e sob
fotoperiodo de 12 horas. Ap6s 48 horas, com o auxilio
de uma agulha de metal foram retirados os fungos
C. beticola diretamente das folhas, observadas sob

estereoscopio. Com auxilio do microscépio 6ptico,
foram confirmados os isolamentos e transportados
para placas de Petri contendo meio de cultura V8,
pois autores indicam que o meio de cultura V8
apresenta maior riqueza nutricional e quantidade
de carboidratos complexos, o que pode induzir a
reproducao de alguns fungos mitospéricos (MOORE-
LANDECKER, 1972 apud BRUNELLI, 2004). O
fungo foi identificado como Cercospora beticola a
partir das caracteristicas morfologicas apresentadas
e observadas em microscépio Optico as fomras dos
conidios e das hifas, como também dos sintomas
apresentados em plantas inoculadas (CARUEL, 1876;
WEILAND e KOCH, 2004; AGRIOS, 2005).

Teste de sensibilidade

Para o teste com os isolados do fungo C.
beticola, os experimentos foram desenvolvidos em
blocos ao acaso, com quatro repeti¢des, sendo testado
os dois isolados de C. beticola em cinco dosagens
do fungicida pertecente ao grupo dos triazdis
(tebuconazol 200 g i.a). Utilizou-se como dose de
referancia a dose de campo do funcida (1L/500L
- 200 g i.a) e as demais dosagens que comporam o
experimento foram obtidas por diluigdo em série,
107,10 e 10°e a dose zero na auséncia do fungicida.

Apbs o crescimento do fungo a partir do
isolamento inicial em meio de cultura V8, foi montado
o experimento onde foram diluidas as dosagens do
fungicida, conforme as dilui¢des seriadas citadas
acima. Apds o plaqueamento, foi retirado com
um furador de metal um circulo de 4 milimetros
de didmetro do fungo C. beticola e posteriormente
colocado na regiao central de cada uma das placas
ja contendo o meio de cultura com a respectiva dose
do fungicida.

Apos arepicagem do fungo, as placas de Petri
foram incubadas em BOD, a 25° C, sob fotoperiodo
de 12 horas, por 7 dias. A avaliagdo do crescimento
micelial foi feita aos 7 dias apos a repicagem e foi
realizada com paquimetro digital, realizando duas
leituras por colonia.

Resultados e discussao

Ap6s a anédlise da acdo do fungicida em
relacdo aoisolado de C. beticola, foi verificado que na
dose de referéncia (1L/500L - 200 g i.a), as colonias
do fungo apresentaram baixo desenvolvimento em
ambos isolados (Figura 1).
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Figura 01. (A) Acao do fungicida, dose de campo, frente ao isolado 01 de C. Beticola; (B) mesmo fungicida
em diluigdo seriada 107; (C) diluicdo seriada 102 (D) diluigdo seriada 107°.

Na Figura 02 é possivel observar a variagao
dos comportamentos dos dois isolados de C.
beticola em relagdo as diferentes concentracdes de
Tebuconazol. Em ambos foi verificado que as colonias
do isolado do fungo C. beticola tiveram um maior
crescimento conforme a diminuicao da concentracao
do fungicida na diluicao seriada.

Oisolado CB 01 apresentou maior crescimento
na auséncia do fungicida Tebuconazol, 46,5 mm
contra 30,75 mm do isolado CB 04. Este fato é
reperesentado metematicamente pelo maior valor do
coeficiente linear das equagdes, 31,23 do isolado CB 01
e 25,67 do isolado CB 04. A diferenca de crescimento
em meio de cultura se da devido a adaptabilidade ao
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meio e a capacidade do isolado de extrair nutrientes
do meio de cultura em uma consigao in vitro. Embora
tenha apresentado maior crescimento in vitro nao é
possivel afirmar que este isolado apresente maior
viruléncia a plantas de beterraba.

Os isolados CB 01 e CB 04 apresentaram
semelhando quando repicados em placas contendo
a dose de campo do fungicida tebuconazol. O isolado
CB 04 apresentou um crescimento micelial 7,15%
maior que o isolado CB 01, demonstrando que o
fungicida promoveu uma inibi¢do menor neste
isolado (Figura 3).

O fungo C. beticola é considerado um patégeno
necrotroéfico, o qual causa destruicao do protoplasto
para a obtencdo dos nutrientes da célula. Apesar
de penetrar através de estomatos, a producdo de
enzimas celulases e pectinases pode estar envolvida
durante o processo de colonizacao vegetal (PAL
e MUKHOPADHYAY, 1984). Na membrana
plasmética vegetal, pode haver a acdo de fitotoxinas
que auxiliam no processo infeccioso. A cercosporina
é uma fitotoxina que quando incidida pela luz é
convertida a sua forma energicamente ativa, podendo
reagir com oxigénio molecular e produzir espécies
reativas de oxigénio, as quais destroem as membranas
celulares do hospedeiro. Assim, o patégeno tem

acesso aos nutrientes que estavam dentro das
células, porém para se proteger da acao das EROs,
o fungo necessita produzir piridoxina (vitamina
B6) (DAUB e EHRENSHAFT, 2000; AGRIOS, 2005).
Outras fitotoxinas envolvidas no processo sdo as
beticolinas, uma familia de moléculas policiclicas
nao peptidicas, que atuam na formacao de canais
de fons na membrana bilipidica da célula do vegetal
(GOUDET et al., 2000).

O fungo Cercospora sp apresenta uma forma
parasitaria, que ocorre na planta hospedeira, e uma
fase saprofitica, que ocorre na matéria organica. A fase
saprofitica corresponde a sobrevivéncia do patégeno
na auséncia de seu hospedeiro. O fungo sobrevive na
forma de conidios ou esporodéquio, principalmente
nos restos de cultura infectados deixados no campo
ap6s a colheita, também sobrevive nas sementes,
assim como em plantas de beterraba voluntérias ou
ervas daninhas hospedeiras. A disseminagédo a longa
distancia ocorre através das sementes infectadas ou
contaminadas. Dentro da cultura, os conidios sao
dispersados pelo vento e pelos respingos da dgua
da chuva ou da irrigacao por aspersdo. Periodos
de chuva prolongados, umidade relativa alta e
temperaturas entre 25 a 35° C sdo condicdes que
favorecem a infec¢do e o desenvolvimento da doenca
(PAL e MUKHOPADHYAY, 1984; AGROFIT, 2010).
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Figura 3. Inibicdo do crescimento micelial dos isolados CB 01 e CB 04 de C. beticola, em diferentes concentragoes

de Tebuconazol.
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Quando analisamos o percentual de inibi¢do
do crescimento micelial dos isolados de C. beticola,
constata-se que o isolado CB 01 apresentou uma
inibicdo maior mediante ao aumento da dose de
Tebuconazol. Em outras palavras o maior valor
do coeficiente angular do isolado CB 01 (0,14)
prediz que o isolado possui uma sensibilidade ao
fungicida tebuconazol maior que o isolado CB 04
que apresentou valor de coeficiente angular 22,14 %
menor que isolado CB 01.

Ao analisar a DL, ou seja, dose letal, ¢ a dose
necessdria de uma dada substancia, neste estudo o
fungicida tebuconazol, capaz de matar 50% de uma
populacao teste, C. beticola, percebemos que o isolado
CB 01 obteve uma DL, de 63,28 mg/ml. Oisolado CB
04 seguindo o mesmo comportamente apresentado
na andlise de inibi¢do de crescimento micelial
apresentou menor sensibilidade ao tebuconazol com
uma DL, de 110,16 mg/ml.

A interacdo patégeno-hospedeiro possui
diversos fatores envolvidos, os quais influénciam na
eficiéncia de um fungicida a nivel de campo. Durante
a colonizagao, o fungo ocupa os espagos intercelulares
e usa espécies reativas de oxigénio como uma arma
de ataque , a fim de causar o colapso da células de
plantas (DAUB e EHRENSHAFT, 2000) . Entre a
planta mecanismos de defesa durante o processo
infeccioso é a sintese de proteinas relacionadas a
patogénese (proteinas PR), que participam de vias do
metabolismo de defesa ou ato diretamente contra o
patégeno. Peroxidases, por exemplo, sdo as enzimas
envolvidas na eliminacdo oxidativa de espécies
reativas de oxigénio produzido tanto no processo de
respiragdo celular e em um ataque de patégenos. O
aumento desta enzimadtica atividade esta associada
com a diminuicdo da gravidade das doencas como
fusariose vascular em meloeiro causada por Fusarium
oxyxporum f.sp . melonis  MADADKHAH et al., 2012)
e podridao parda do péssego por Monilinia fructicola
(MA et al., 2013).

O controle da doencga é realizado
principalmente pelo uso de fungicidas protetores e
curativos. No Brasil, existem 18 produtos registrados
para o controle da doenga, sendo 10 desses fungicidas
sistémicos, com efeito poés-infeccional (MAPA,
2011). A alternativa mais eficaz e economica é evitar
a introdugao do patégeno na lavoura mediante a
utilizacdo de sementes livres do patégeno. Portanto,
propde-se, no padrédo de sementes, nivel de tolerancia
de zero (0) sementes infestadas e, 400(4x100, 25

x 50 ou 15 x 25) sementes analisadas por lote. A
erradicagdo do fungo associado a semente por meio
do tratamento térmico (termoterapia) em vapor
arejado a 56 graus centigrados durante 20 minutos
(ZAMBOLIM, 2000). Existem cultivares de beterraba
resistentes a C. beticola, mas os outros hospedeiros
do fungo, permitem manter uma alta densidade de
inéculo na regido, ainda com a auséncia da cultura.
Realizar rotacdo de cultura com espécies nao-
hospedeiras por um periodo de 2-3 anos.

Os restos de cultura infectados devem ser
retirados do campo e destruidos ou enterrados
profundamente no solo. Os campos novos devem
ser situados pelo menos a 100 m dos campos de
campanha anterior. O controle quimico deve ser
usado somente em caso de epidemias muito severas, e
realizar pulverizagdes com uma mistura de fungicidas
protetores e sistémicos devido ao fécil surgimento
de estirpes do fungo resistentes ao fungicidas
sistémicos. Fungicidas registrados para o controle
da Cercospora beticola: azoxistrobina (estrobilurina) +
difenoconazol (triazol), azoxistrobina (estrobilurina),
tebuconazol (triazol), hidréxido de cobre (inorganico),
mancozeb [alquilenobis (ditiocarbamato) + oxicloreto
de cobre (inorganico), mancozeb (alquilenobis
(ditiocarbamato), tebuconazol (triazol) (AGROFIT,
2010).Nos dias atuais, o que se tem preconizado
é a utilizacdo de fungicidas com acdo protetora,
curativa e erradicante, associada a praticas culturais,
que diminuam a concentragdo de indculo inicial,
como a eliminacdo de folhas sintomaticas apds a
queda, resultando assim em menor formacdo de
pseudotécios, ou mesmo a poda das plantas para
melhorar a ventilacdo da copa e facilitar o contato
com os produtos aplicados. A estratégia para evitar a
,quebra” de sensibilidade do patégeno é a utiizagao
dos IBEs em mistura com produtos protetores,
aplicando-os preventivamente (VALDEBENITO-
SANHUEZA e BETTI, 2005).

Conclusio

Conforme as anédlises realizadas
no experimento, ficou constatado que os dois
diferentes isolados de fungo C. beticola, apresentaram
comportamento semelhante diante de diferentes
dilui¢des do fungicida Tebuconazol.

Embora o comportamento tenha sido
semelhante, foi possivel constatar que os isolados
apresentaram sensibilidade diferentes ao tebuconazol.
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Os isolados ndo demonstraram resisténciaao - 200 gi.a), este mostrou-se eficiente, uma vez que as
fungicida, visto que, quando o fungicida foi testado  colonias dos fungos nao se desenvolveram.
na dosagem de referéncia [dose de campo (1L/500L
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