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RESUMO - A cercosporiose, ou mancha de cercospora, causada por Cercospora beticola, é a doenca foliar mais comum no
cultivo de beterraba. O objetivo desta pesquisa foi determinar a sensibilidade micelial in vitro, medida pela I1Cs, (concentracdo
para inibir 50% do crescimento miceliano do fungo) de trés isolados de C. beticola, obtidos de folhas de beterraba na regido de
Guarapuava (PR), ao fungicida protetor oxicloreto de cobre usado no controle da mancha de cercospora, bem como a producéao
de cercosporina. Foram testadas seis concentragdes de oxicloreto de cobre (1.260,0 ppm, 126,0 ppm, 12,6 ppm, 1,26 ppm,
0,126 ppm e 0,00 ppm do ingrediente ativo). A concentracdo de 0,00 ppm representou a testemunha, sem adi¢éo de fungicida e
a de 1260,0 representou a dose de campo recomendada. A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada medindo-se o
didmetro das colbnias, quando o crescimento do fungo no tratamento testemunha atingiu a borda da placa de Petri. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢ces. Quanto a fungitoxicidade das doses testadas do
ingrediente ativo oxicloreto de cobre, evidenciou-se que para os trés isolados, a ICsy de oxicloreto de cobre alcangou valores de
sensibilidade. Para analise da cercosporina nao foi verificada diferenca significativa para os diferentes isolados e as diferentes
concentragBes de oxicloreto de cobre.

Palavras-chave: Beta vulgaris L., fungicida clprico, fungitoxidade, ICsy, mancha de cercospora.

MYCELIAL SENSITIVITY of Cercospora beticola to COPPER OXYCHLORIDE

ABSTRACT - Cercospora leaf spot or Cercospora spot, caused by Cercospora beticola Sacc is the most common disease in
the leaf beet cultivation. This study aimed to determine the mycelial sensitivity in vitro, measured by the 1Csq (concentration
for 50% inhibition of mycelial fungus growth) of five isolates of C. beticola of sugarbeet leaves obtained in Guarapuava region
(PR) to the fungicide copper oxychloride used for controlling the Cercospora spot as well as the production of cercosporin. We
tested six copper oxychloride concentrations (1260.0 ppm, 126.0 ppm, 12.6 ppm, 1.26 ppm, 0.126 ppm and 0.00 ppm of the
active ingredient). The concentration of 0.00 ppm represents the control without addition of the fungicide and 1260.0
represented the recommended field dose. The assessment of mycelial growth was carried out measuring the diameter of the
colonies, where the fungal growth in the control treatment has reached the border of the petri dish. The experimental design
was completely randomized with three replications. As for the fungus toxicity of the tested copper oxychloride active
ingredient doses, it became clear that for the three isolated 1Cs, copper oxychloride reached sensitivity values. For analysis of
cercosporin was no significant statistical difference for the different isolates and different concentrations of copper
oxychloride.

Key words: Beta vulgaris L., copper fungicide, fungitoxic, 1C50, cercospora spot.

INTRODUCAO

A beterraba (Beta vulgaris L.), cultivada em
varios paises, é originaria de regiGes de clima temperado
com uma temperatura 6tima para seu desenvolvimento
préxima a 20 °C, recomendando-se solos areno-argilosos
ou argilo-arenosos, fridveis e bem drenados (TIVELLI et
al., 2011). O principal problema fitossanitario da cultura
da beterraba é a cercosporiose, doenga causadora de danos
significativos & cultura. A cercosporiose, ou mancha de
cercospora é uma doenca causada pelo fungo Cercospora
beticola Sacc. (FELIPINI, 2011).

Em estudo de May de Mio et al. (2008), a
severidade desta doenga causou uma reducdo na
produtividade de 23,61% na regido metropolitana de
Curitiba. O fungo sobrevive em restos culturais e
dissemina-se pelo vento e respingos da chuva ou irrigacéo,
aspectos importantes para decidir o manejo adequado para
o controle desta doenca (FILGUEIRA, 2003). A medida de
controle mais utilizada para esta doenca, assim como para
a grande maioria das doencas em culturas de importancia
econdmica, ¢ o uso de fungicidas, pois a maioria das
cultivares disponiveis sdo suscetiveis a doenca.
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Sensibilidade micelial in vitro...

Dentre os fungicidas registrados para controle da
mancha de cercospora temos protetores, erradicantes e
sistémicos, quando se avalia a sua acdo no alvo (planta)
(JULIATTI, 2005). O oxicloreto de cobre esta entre os
produtos da categoria protetora e age através da inativacédo
de enzimas essenciais (FRY et al., 1979), mecanismo de
acdo considerado ndo especifico e, portanto, com baixo
risco de selecionar organismos resistentes. Entretanto,
segundo Reis et al. (2010), vem sendo observada a reducéo
da eficiéncia de controle associada a selecéo de isolados de
muitos fungos fitopatogénicos. A resisténcia do agente
causal da mancha de cercospora na beterraba a fungicidas,
ja é um fendmeno conhecido, relatado em muitas regides
produtoras (BOLTON, 2012).

Diferentes critérios tém sido utilizados para
avaliar a sensibilidade a fungicidas. Muitas pesquisas
determinam a concentracdo inibitéria (IC) do fungicida
testado, a qual é resultado da estimativa da concentracéo
média do ingrediente ativo que é eficaz na inibigdo de 50%
do crescimento da populacdo amostrada (valores de 1Csp),
sendo sua finalidade fornecer uma estatistica
universalmente comparével para diferenciar os niveis de
sensibilidade para toxinas entre as diferentes populacGes
(PFEUFER; NGUGI, 2012).

Além disso, na membrana plasmética vegetal, em
resposta ao ataque de fitopatdgenos, pode haver a agdo de
fitotoxinas que auxiliam no processo infeccioso, sendo a
cercosporina 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 (FELIPINI, 2011).

Diante do exposto, objetivou-se com o trabalho
investigar in vitro a sensibilidade de isolados de
Cercospora beticola ao fungicida protetor oxicloreto de
cobre no controle da mancha de cercospora, bem como a
producédo de cercosporina.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de
Fitopatologia do Departamento de Agronomia (DEAGRO)
da Universidade Estadual do Centro-Oeste
(UNICENTRO), Guarapuava, Parani. Os isolados de
Cercospora beticola foram obtidos de material vegetal
infectado, coletado de folhas de beterraba da regido de
Guarapuava (PR), denominados CB-01, CB-03 e CB-07.
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O isolamento foi realizado seguindo a
metodologia descrita por Santos et al. (2014). Ap0s este
procedimento, col6nias do patdégeno foram identificadas
através de caracteristicas morfoldgias e repicadas em meio
suco de tomate (ST), preparado com 100 ml de suco de
tomate, 3 g de carbonato de calcio, 20 g de agar e 900 ml
de &gua destilada, a temperatura de 25 °C e fotoperiodo de
12 h.

A sensibilidade ao fungicida foi avaliada com
base na inibicdo do crescimento micelial em meio BDA
(batata dextrose-agar), autoclavado a 121 °C por 40 min, e
apos foi incorporado as concentragBes do fungicida e
vertido em placas de Petri (FERNANDEZ, 1993). Apos a
solidificacdo, um disco de micélio dos diferentes isolados
com 5 mm de diametro, foi posicionado no centro de cada
placa de Petri.

Utilizou-se delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeticdes e seis tratamentos, sendo
eles compostos pelas concentragdes de oxicloreto de cobre
a: 0 ppm, correspondente a testemunha do ensaio, 1.260
ppm, sendo a dose de campo, 126 ppm, 12,6 ppm, 1,26
ppm e 0,126 ppm, onde cada placa de Petri, com sua
respectiva dose e isolado, compunham uma unidade
experimental. As placas foram mantidas a 25 °C em
incubadora BOD, em fotoperiodo de 12 h.

A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada
com o0 auxilio de paquimetro digital, medindo-se o
didmetro das col6nias em duas dire¢des perpendiculares,
sendo esta avaliagdo interrompida, quando o crescimento
do fungo no tratamento testemunha atingisse a borda da
placa de Petri. Com as medidas do diametro da col6nia de
C. beticola em cada tratamento, os valores de ICx, (Tabela
1) foram calculados através da analise de regressdo,
ajustando-se o modelo linear.

A avaliagdo da producdo de cercosporina (cor
vermelha) foi realizada aos 28 dias e avaliada numa escala
de 1 a 4 (Figura 1) conforme metodologia de Souza et al.
(2012).

O experimento foi realizado duas vezes e a média
dos dois testes foi utilizada na analise estatistica. A analise
de regressdo logaritmica para a concentracdo que inibiu
50% (ICsg) do crescimento do micélio do fungo foi
estimada através do programa Excel® calculado a partir de
equacdes geradas. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (p < 0,05) e, quando significativos, a analise de
regressdo, através do programa estatistico SISVAR®
(FERREIRA, 2011).

TABELA 1. Efeito do oxicloreto de cobre sobre o indice de crescimento micelial de Cercospora beticola.

Sensibilidade micelial

isolado 2 (%) ICso (pPM)° s E°
CB01 0,94 654,76 | |
CB04 0,90 670,80 | |
CBO07 0,96 672,09 | |

Em que: Calculo da ICs, (concentragao suficiente para inibir 50% do crescimento micelial); "Sensibilidade do fungo aos fungicidas (AS: alta sensibilidade;
BS: baixa sensibilidade; MS: moderada sensibilidade e I: insensibilidade); °Eficiéncia do fungicida (AE: alta eficiéncia; ME: moderada eficiéncia; BE: baixa

eficiéncia e I: insensibilidade).
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FIGURA 1 - Escala visual para avaliacdo de cercosporina. Adaptado de Souza et al. (2012).

De acordo com os resultados da ICsg, 0s isolados
de C. beticola foram classificados em quatro categorias de
sensibilidade a fungicidas, de acordo com a escala de
Bampi et al. (2013), em que: ICs, < 1 ppm: alta
sensibilidade (AS); ICsp 1-10 ppm: moderada sensibilidade
(MS); ICsq 10-50 ppm: baixa sensibilidade (BS); ICs > 50
ppm: insensibilidade (). E também em quatro categorias,

com 0 mesmo intervalo de concentragdo/ppm, com relacdo
a eficiéncia do fungicida, proposta por Parisi (1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A sensibilidade in vitro dos produtos testados
sobre o crescimento micelial dos isolados de C. beticola
diferiu entre as doses testadas, podendo ser observados nas
regressoes especificas spara cada isolado (Figura 2).
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FIGURA 2 - RepresentacBes graficas do crescimento micelial de trés isolados de Cercospora beticola, submetidos a seis
diferentes concentrac@es de oxicloreto de cobre. A: isolado CB01; B: isolado CB04 e C: isolado CBO07.
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A dose de campo (1260 ppm) do fungicida foi
altamente eficaz para os trés isolados testados,
apresentando 100% de inibicéo do crescimento micélial C.
beticola (Figura 2). De acordo com Silva et al. (2006) os
fungicidas protetores, como o oxicloreto de cobre atuam
como protetores e sua agdo toxica é exercida sobre a

1260 ppm

1.26 ppm

FIGURA 3 - Crescimento micelial de isolados de Cercospora beticola, em meio de cultura contendo diferentes concentragdes
de oxicloreto de cobre.

Os coeficientes de determinagdo apresentaram
variacao de 0,94 a 0,96%. Dentre os resultados obtidos, os
trés isolados apresentaram a ICsq de oxicloreto de cobre
que alcancou valores de sensibilidade, os quais, segundo
Bampi et al. (2013), sdo considerados insensiveis, ou nao
toxicos ao fungo, da mesma forma com relacdo a
eficiéncia, por Parisi (1997), todos isolados apresentaram-
se insensiveis a ICs.

A classificag@o de “insensivel” dos isolados de C.
beticola a oxicloreto, pode ser explicada pela natureza do
composto. Ambos os trabalhos, Bampi et al. (2013) e
Parisi  (1997), descreveram limites de ICg, para a
classificacdo de sensibilidade para compostos de natureza
sistémica, o oxicloreto como j& citado possui natureza
protetora. Reis et al. (2010) descrevem que uma das
diferengas entre fungicidas sistémicos e protetores é a
concentragdo de ingrediente ativo, fungicidas protetores
por conceito possuem concentracdo efetiva maior que os
sistémicos.

Devido a fatores genéticos, um fungo pode ser
sensivel ou ndo a uma determinada molécula. Se for
sensivel a um determinado fungicida, ele exibe
fungitoxicidade, caso contrario, é determinado como néo
toxico. Da mesma forma, se o fungicida ndo mostra
fungitoxicidade, o fungo é entdo considerado insensivel
(TONIN et al., 2013). Nem todos os produtos quimicos séo
toxicos para os fungos, assim como nao existe um Unico
fungicida comercial capaz de controlar todos os fungos

126 ppm

0,126 ppm
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germinacdo dos esporos, na formacgéo do tubo germinativo
e do apressorio, em suma, este tipo de produto possui a¢ao
antes da penetracdo do patogeno. Neste trabalho, as doses
do fungicida protetor oxicloreto de cobre foram eficazes na
inibicdo do crescimento micelial dos isolados de C.
beticola (Figura 3).

0 ppm

(FERREIRA et al., 2009). Trabalho elaborado por Tavares
e Souza (2005) testando o controle in vitro da antracnose
do mamoeiro, concluiram que para o oxicloreto de cobre, a
ICso foi de 38,46 ppm, sendo encaixada na categoria de
baixa eficiéncia no controle deste fungo na classificacdo
proposta para fungicidas sistémicos.

A eficiéncia do oxicloreto de cobre foi observada
em um experimento com Didymella bryoniae, uma vez
que este apresenta maior nimero de sitios de acdo celular e
metabdlica, sendo, portanto, seguro contra o surgimento de
isolados resistentes (SANTOS et al., 2006).

Pozza et al. (1997) testaram vérios fungicidas em
mudas de cafeeiro em viveiro para o controle do olho
pardo e observaram um efeito positivo na retencdo de
folhas, quando aplicado o oxicloreto de cobre a 1500 g
i.a./ha, amenizando o problema da desfolha causada pela
doenca.

Em trabalho elaborado por Patricio (2011)
testando o efeito de diferentes fungicidas sobre o controle
da cercosporiose em mudas de cafeeiro, observou-se que o
oxicloreto de cobre foi o principio ativo menos eficiente e
teve menor efeito residual que os demais produtos
testados. O tratamento com oxicloreto de cobre apresentou
incidéncia de cercosporiose de 46,1%, contra valores
inferiores a 4,4% nos demais fungicidas testados.

Para andlise da cercosporina ndo foi verificada
diferenga estatistica significativa para os diferentes
isolados e as diferentes concentracfes de oxicloreto de
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cobre (dados ndo apresentados). Sendo assim, o oxicloreto
n&o influenciou a producdo desta toxina.

A cercosporina € um pigmento de coloracdo
vermelha, sendo produzida na presenca de luz, é uma
toxina produzida por fungos do género cercospora,
incluindo C. beticolla, esta toxina é considerada como um
fator de patogenicidade, atuando no processo de
colonizacdo. Quando na existéncia de luz, a cercosporina
torna-se ativa e pode apresentar interacdo com outras
moléculas sendo o principal alvo de reagdo o oxigénio, que
em reagdo com a cercosporina, € transformado em espécies
de oxigénio reativas, de alto nivel toxico por interatuar e
danificar macromoléculas como DNA e proteinas, além de
causar danos nas membranas celulares do hospedeiro
(DAUB; EHRENSHAFT, 2000).

Neste biosensaio, como ja era esperado, houve a
inibicdo total do crescimento do fungo apenas na
concentracdo utilizada para aplicacdo a campo, as outras
diluicbes em série, as quais apresentavam menor
concentragdo do principio ativo, ndo foram capazes de
inibir completamente o crescimento micelial.

A sensibilidade reduzida de C. beticola ao
oxicloreto aqui apresentada evidencia a possivel
ocorréncia de selecdo de organismos resistentes. A
utilizacdo de fungicidas com eficdcia comprovada e de
diferentes modos de acdo, é importante em relagdo ao
manejo de resisténcia de fungos a fungicidas. Sdo poucos
os estudos cientificos que tém relatado o desempenho de
fungicidas para o controle de C. beticola, portanto, o
monitoramento da sensibilidade deste organismo em
diferentes regides e ao longo do tempo se faz necessario. A
busca de produtos que controle este patdgeno e a
identificacdo dos isolados quanto & sensibilidade aos
fungicidas disponiveis é de grande importancia para
assegurar a viabilidade econdmica da cultura da beterraba.

CONCLUSOES

Conclui-se que o oxicloreto de cobre para
controlar a cercosporiose em beterraba mediante a
aplicacéo de sua dose recomendada a campo (1260 ppm) é
eficaz para os trés isolados testados.
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