: 10. /
DOI: 10.5965/223811711922020159 % u DESC

Revista de Ciéncias Agroveterinarias 19 (2): 2020
Universidade do Estado de Santa Catarina

Sensibilidade de isolados de  Septoria lycopersici e eficacia de
fungicidas no controle de septoriose =~ em tomateiro

Sensitivity of Septoria lycopersici isolates and effectiveness of fungicides for the control of
Septoria leaf spot in tomato

2 3

, Francine Regianini Nerbass 2 Walter Ferreira Becker °,
2

Alana Karine Baldicera *, Amauri Bogo
Ricardo Trezzi Casa 2, Fabio Nascimento da Silva

'Forca Brasil Agricola, Cacador, SC, Brasil.
?Universidade do Estado de Santa Catarina. Lages, SC, Brasil. Autor para correspondéncia: fr.nerbas@udesc.br
*Empresa de Pesquisa Agropecuéria e Extens&o Rural de Santa Catarina, Lages, SC, Brasil.

Submissé&o: 07/03/2019 | Aceite: 06/03/2020

RESUMO

A septoriose é uma das principais doencgas do tomateiro e os prejuizos causados variam em fungdo da
area cultivada com cultivar suscetivel, racas fisiolégicas do patégeno e condigBes climaticas. O objetivo
do estudo foi determinar a dose efetiva na inibicdo de 50% da germinacédo de esporos (DEso), avaliar o
fator de reducéo de sensibilidade (FRS) de isolados de Septoria lycopersici e a eficiéncia de fungicidas
tradicionalmente utilizados no controle da septoriose do tomateiro em Santa Catarina, durante as safras
2016 e 2017. Nos experimentos in vitro, 13 isolados de S. lycopersici obtidos de folhas com sintomas de
septoriose do tomateiro de diferentes cultivares e os fungicidas tiofanato metilico e mancozeb nas
concentragbes de 0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 mg L* do ingrediente ativo (i.a), foram avaliados para
determinar a dose efetiva na inibicdo de 50% da germinacgdo de esporos (DEsp) e o fator de redugéo de
sensibilidade (FRS). Os isolados provenientes de lavouras que receberam aplica¢des de fungicidas foram
comparados com os isolados 475-1, 475-3, 475-4 e 475-7 proveniente de lavouras que nao receberam
aplicacdes de fungicidas. Nos experimentos in vivo, os fungicidas preventivos azoxistrobina, clorotalonil,
captana e mancozeb e os curativos tiofanato metilico, mancozeb, difenoconazol e metconazol nas doses
comerciais foram pulverizados 12, 24, 36, 48, 72 e 96 h antes (preventivo) e apds (curativo) a inoculagao
do isolado 475-1 de S. lycopersici para avaliar a eficiéncia no controle da septoriose do tomateiro. Os
ingredientes ativos tiofanato metilico e mancozeb, independente das doses testadas, foram atéxicos aos
13 isolados de S. lycopersici. Os valores de DEsg do tiofanato metilico e mancozeb para a inibigdo da
germinagdo dos conidios variaram entre 75 e 580 mg L™ Os fungicidas preventivos clorotalonil,
azoxistrobina e os curativos difenoconazol e metconazol foram significativamente eficientes no controle da
septoriose do tomateiro in vivo.

PALAVRAS-CHAVE: Lycopersicon esculentum, controle quimico, dose efetiva, sensibilidade a
fungicidas, fungitoxidade.

ABSTRACT

Septoria leaf spot is one of the main diseases affecting tomato. Its damages vary according to susceptible
cultivar, pathogen physiological races, and environmental conditions. The objectives of this study were to
assess the inhibitory concentration of 50% of spores (ICso), the sensitivity reduction factor (SRF) of
Septoria lycopersici isolates, and the effectiveness of fungicides traditionally used to control Septoria Leaf
Spot (SLS) in tomato in the state of Santa Catarina, Brazil, during the 2016 and 2017 crop seasons. For
the in vitro experiment, 13 S. lycopersici isolates were obtained from leaves displaying SLS symptoms
from different tomato cultivars. The fungicides thiophanate methyl and mancozeb were evaluated at
concentrations of 0.1; 1.0; 10; 100 and 1000 mg L of active ingredient to determine the effective dose for
inhibiting 50% of spore germination (DEsp) and the sensitivity reduction factor (FRS). The S. lycopersici
isolates derived from tomato crops that were sprayed with these fungicides were compared with the
isolates 475-1, 475-3, 475-4, and 475-7 obtained from tomato crops that remained unsprayed. For the in
vivo experiments, the preventive fungicides azoxystrobin, chlorothalonil, captan, and mancozeb and the
curative fungicides thiophanate methyl, mancozeb, difenoconazole, and methconazole were sprayed at
the commercial dose at 12, 24, 36, 48, 72, and 96 h before (preventive) and after (curative) the inoculation
with the 475-1 S. lycopersici isolate, to evaluate the efficiency of the SLS control in tomato plants. The
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active ingredient thiophanate methyl and mancozeb were considered non-toxic to all S. lycopersici isolates
regardless of the doses tested. The DEsg values of thiophanate methyl and mancozeb rangesd from 75 to
580 mg L®. The preventive fungicides chlorothalonil and azoxystrobin and curative fungicides
difenoconazole and metconazole were significantly efficient to control SLS in vivo.

KEYWORDS: Lycopersicon esculentum, chemical control, effective dosage, fungicide sensivity,
fungitoxicity.

INTRODUCAO

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) é a segunda hortalica mais produzida no mundo. Apresenta
grande importancia comercial para o consumo in natura e para a industrializacdo (FILGUEIRA 2008). O
cultivo do tomateiro exige alto nivel tecnolégico e intensa mao de obra, o que eleva a importancia
econdmica e social da cultura. O tomateiro é afetado por muitas doencas flngicas, exigindo gastos
adicionais com manejo e controle das doencas, elevando os custos de producdo (DO VALE et al. 2013,
NASCIMENTO et al. 2013).

Em Santa Catarina, os municipios de Cagador, Lebon Régis, Rio das Antas e Macieira, que comp&em
a regido do Alto Vale do Rio do Peixe, concentram a producdo de tomateiro (CAMARGO & CAMARGO
FILHO 2008). Em funcédo da altitude média (em torno de 1000 m acima do nivel do mar), o verdo se
caracteriza como ameno, permitindo a colheita do tomate em janeiro, fevereiro e marco, meses em que as
regides produtoras tradicionais enfrentam problemas advindos do calor excessivo do verao (KREUZ et al.
2004). Essas condi¢cbes climaticas com umidade relativa do ar acima de 85% e temperaturas entre 20 a
25 °C sdo favoraveis a incidéncia de septoriose, causada pelo fungo Septoria lycopersici Speg.,
apresentando dificuldades de controle em quase todas as regifes produtoras do Brasil. As folhas, a partir
das mais velhas sdo severamente atacadas até a destruicdo da area foliar (KUROZAWA & PAVAN 2005),
causando diminuicdo da fotossintese e queima dos frutos pela luz solar. Em algumas regides ou épocas de
cultivo as perdas devido a doenca podem chegar a 100% da producéo, devido a morte das plantas
(PEREIRA et al. 2013).

O controle é basicamente através de método quimico (fungicidas) e devido a alta frequéncia de uso,
alguns fungicidas utilizados tém induzido a resisténcia de isolados de S. lycopersici (REIS et al. 2006). O
momento oportuno para aplicacdo de fungicidas determinado pelo aviso de alerta, também requer o
conhecimento da eficiéncia dos fungicidas em relacdo ao tempo de atuacdo curativa ou protetora do
ingrediente ativo (CARMONA et al. 2010).

O presente trabalho teve como objetivos determinar a dose efetiva na inibicdo de 50% da germinacéo
de esporos (DEsp) de 13 isolados de Septoria lycopersici em relacdo aos fungicidas mancozeb e tiofanato
metilico nas concentracdes de 0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 mg L™ e o fator de reducdo de sensibilidade (FRS) in
vitro de isolados que receberam aplicacdo de fungicida no campo em relacdo aos isolados 475-1, 475-3,
475-4 e 475-7 sem nenhuma aplicacdo durante o ciclo de cultivo do tomateiro, e avaliar a eficiéncia in vivo
de fungicidas tradicionalmente utilizados no controle da septoriose na regido produtora de tomate do Alto
Vale do Rio do Peixe em Santa Catarina, durante as safras de 2016 e 2017.

MATERIAL E METODOS

Os 13 isolados de S. lycopersici foram obtidos de folhas de tomateiro com sintomas tipicos de
septoriose e para a confirmacgédo de identidade foram avaliadas as caracteristicas morfolégicas de picnidio,
conidiéforos e conidios (JONES et al. 1991, REIS et al. 2006). As colbnias puras de cada isolado foram
preservadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA, Difco Lab., Detroit,
MI, USA), mantidos no refrigerador a 4 °C.

Os isolados foram obtidos a partir de sintomas de septoriose em folhas de tomateiro de diferentes
cultivares em lavouras naturalmente infectadas, na Regido do Alto Vale do Rio do Peixe, Santa Catarina,
SC. Os isolados foram identificados como 475 (1 a 9) e 476 (1 a 4), conforme Tabela 1.

Para o isolamento, os conidios de S. lycopersici foram diretamente coletados de picnidios produzidos
sobre lesGes em folhas mantidas em camara Umida, por 48 horas, a 25 + 1 °C. A extracao foi realizada com
0 auxilio de um alfinete histolégico e, apés, foram misturados os conidios em agua estéril, para posterior
inoculacao em placas de Petri contendo meio agar-agua, possibilitando a obtengéo de cultura monospérica.
Posteriormente, o isolado monospdrico foi repicado para placa de Petri contendo meio de cultura batata-
dextrose-agar (BDA, Difco Lab., Detroit, MI, USA), acrescidos de 100 pg mL" de sulfato de estreptomicina e
mantidas & 24 + 2 °C, por 3-4 semanas, antes de serem utilizadas nos experimentos.
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A suspensédo de conidios de S. lycopersici foi obtida por raspagem das coldnias puras repicadas em
meio BDA, com auxilio de uma alca de Drigalski e adicdo de 20 mL de agua destilada estéril em cada placa
de Petri. Apos a obtencdo da suspensdo, esta foi calibrada para a concentragdo de 1 x 10* conidios mL™
(ELMER & FERRANDINO 1995), com auxilio de uma Camara de Neubauer, sendo adicionado 0,1 mL de
Tween 20 para cada 100 mL de suspensdo. Todos os isolados (Tabela 1) foram utilizados no teste in vitro,
enquanto que o isolado 475-1 também foi avaliado no teste in vivo.

Tabela 1. Identificacao dos isolados de Septoria lycopersici e respectiva cultivar de tomateiro de onde foram
obtidos, fungicidas e frequéncia de aplicacéo, durante o cultivo do tomateiro em 2016 e 2017, na
Regido do Alto Vale do Rio do Peixe, Santa Catarina, SC.

Table 1. Identification of Septoria lycopersici isolates and respective tomato cultivar from which they were
obtained, fungicides and application frequency during tomato cultivation in 2016 and 2017, in the
region Alto Vale do Rio do Peixe, Santa Catarina, SC.

Frequéncia de

Isolado Cultivar Municipio Fungicidas aplicados L
aplicacdo

475-1 Paron Cacador Nenhum -

475-2 Paron Cacador difenoconazol, tiofanato metilico A cada 2 dias

475-3 Paron Cacador Nenhum -

475-4 Cereja Cacador Nenhum -

475-5 Compact Lebon Régis difenoconazol, mancozebe, A cada 3 dias
tiofanato metilico

475-6 Paron Lebon Régis difenoconazol, mancozebe, Semanalmente
tiofanato metilico

475-7 Paron Cacador Nenhum -

475-8 Paron Videira tiofanato metilico, mancozebe, Semanalmente

cobre
475-9 Paron Cacador difenoconazol, mancozebe, A cada 3 dias
tiofanato metilico, cobre

476-1 Paron Taquara Verde tiofanato metilico, Clorotalonil A cada 3 dias

476-2 Paron Cacador difenoconazol, cobre Semanalmente

476-3 Pizzadoro Lebon Regis Difenoconazol A cada 3 dias

476-4 Paron Cacador cobre, tiofanato metilico Semanalmente

Testes in vitro: sensibilidade de conidios a fungicidas e dose efet iva - DEgg

A diluicdo dos fungicidas em meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) seguiu a técnica de EDGINGTON et
al. (1971), onde 13 isolados de S. lycopersici foram testados em relacao a dose efetiva na inibicdo de 50%
na germinagdo de conidios aos fungicidas mancozebe (ditiocarbamato - Dithane M-45 800 WP, i.a 800 g
kg'l, Iharabras, Sdo Paulo, SP, Brasil) e tiofanato metilico (benzimidazole - Metiotiofan 700 WP, i.a.
700 g kg'l, Iharabras, S&o Paulo, SP, Brasil).

Os fungicidas foram dissolvidos em agua destilada esterilizada para obtencéo de solucao estoque. A
partir desta foram feitas diluicGes em série para obtencéo das concentracdes de 0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 mg
L™" em 100 mL de meio BDA fundente (45 a 47 °C), similar ao método descrito por (RUSSEL 2008, PAPPAS
et al. 2010)

Uma aliquota de 0,1 mL de suspensdao de conidios foi depositada em laminas de vidro para
microscopia que continham uma pelicula de BDA suplementado com 0; 0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 mg L de
ingrediente ativo dos fungicidas mancozeb e tiofanato metilico e pressionado suavemente com a alga de
Drigalski para a quebra da tenséo superficial da gota (RUSSEL 2008). Tiras de papel celofane esterilizadas
de igual dimenséo foram colocadas sobre as laminas para auxiliar na indugdo da germinagéo dos conidios e
mantidas & 24 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas. Para considerar conidio germinado seguiu-se a
descricdo de ULLOA & HANLIN (2000), que considera quando o comprimento do tubo germinativo foi
superior a metade do diametro do conidio.

O experimento foi conduzido em duplicata sendo a parcela experimental constituida por uma lamina.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes.

Os dados obtidos (porcentagem de germinacao dos conidios) foram utilizados para calculo da dose
efetiva (DEsp) para cada fungicida. Os dados foram submetidos a analise no software R. A partir da equacéao
y = thI*(1-50/tha)"exp(-thc), em que: tha é a germinacdo na dose 0, thl é dose acima da qual a germinacéo é
nula e thc é o fator relacionado a curvatura da funcdo, obteve-se os valores de DEsy— dose necessaria para
inibir 50% da germinacéo de conidios. Apos o calculo da DEsy os fungicidas foram classificados em quatro
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categorias, de acordo com a escala adaptada de EDGINGTON et al. (1971), sendo: DEsy, >50 mg L™, ndo
téxicos; DEsy estiver entre 1 e 50 mg L, moderadamente fungitéxico; e DEgy < 1 mg L, altamente
fungitéxico.

O fator de reducao de sensibilidade (FRS) foi calculado utilizando os valores de Dose Efetiva (DEs),
considerando a razao entre o valor de DEs, de isolados com suspeita de ter a sensibilidade alterada dividido
por DEsy de isolados sensiveis (concentragdo de referéncia) (RUSSEL 2008). Os valores de DEsy dos
isolados 475-1, 475-3, 475-4 e 475-7 foram considerados como referéncia, devido ao fato de ndo terem
recebido aplicacdes de fungicidas durante todo o ciclo de cultivo em campo. Quando FRS for maior que 1,0,
indica que esta havendo reducéo na sensibilidade (RUSSEL 2008).

Teste in vivo: eficiéncia curativa e preventiva dos fungicidas

Sementes de tomateiro cv. Paronset foram semeadas em sementeiras plasticas de 280 células
contendo uma mistura de substrato (80%) e terra (20%). As sementeiras foram mantidas em casa de
vegetacao e irrigadas de acordo com as necessidades hidricas da cultura. Apds 20 dias, plantas com dois
pares de folhas verdadeiras foram transplantadas para vasos de 2,5 kg, contendo mistura de terra
compostada (70%) e areia (30%). As plantas permaneceram em camara Umida na casa de vegetacao por
36 horas previamente a inoculacao.

A suspensao de 1 x 10* conidios mL™" do isolado 475-1, que demonstrou ser o mais patogénico em
ensaios preliminares, foi pulverizada sobre as folhas com auxilio de um pulverizador manual Devilbiss, antes
ou ap0s a avaliacdo preventiva ou curativa dos fungicidas. As plantas foram mantidas em camara Gmida por
12 horas subsequentes a inoculacao.

Os fungicidas de acao curativa, aplicados apds a inoculacdo foram tiofanato metilico (benzimidazol —
Metiltiofan, i.a 700 g kg™), difenoconazole (triazol - Score, i.a 250 g L™), metconazole (triazol - Caramba 90,
i.a 90 g L™) e mancozeb (ditiocarbamato — Dithane NT, i.a 800 g kg™); e os de ac&o preventiva, aplicados
antes da inoculacdo foram azoxistrobina (estrubilurinas - Amistar 500 WG, i.a 500 g kg™), clorotalonil
(isoftalonitrila — Isotalonil 500 SC, i.a 500 g kg™), captana (dicarboxamida — Orthocide 500, i.a 500 g kg™) e
mancozeb. Os fungicidas foram aplicados nas doses comerciais em alto volume, até o ponto de
escorrimento, com um pulverizador costal com pressédo de 4,5 kgf/cmz, vazdo de 1,20 L mint e ponta de jato
cbnico vazio, as 12; 24; 36; 48; 72 e 96 horas antes (preventiva) ou apds (curativa) a inoculagéo do isolado
475-1 de S. lycopersici.

Durante a aplicacdo dos fungicidas os vasos foram removidos da casa de vegetacdo para evitar a
deriva de produto sobre os demais vasos, recolocando logo apds a pulverizagcdo. Os tratamentos foram
realizados pela manha e ao final da tarde. A temperatura da casa de vegetacao durante todo experimento
variou de 14 a 28 °C e a umidade relativa do ar variou de 75 a 95%.

A avaliacdo da severidade ocorreu 15 dias apés a inoculacdo, através da escala diagramatica de
BOFF et al. (1991) com modificacdes, sendo as seguintes notas e porcentagens de folhas sintoméaticas
atribuidas as plantas: 1 = 1%, 2 = 2%, 3 = 4%, 4 = 8%, 5 = 16%, 6 = 32%, 7 = 64% e 8 = 100%. Os valores
intermediarios foram ajustados as porcentagens mais proximas.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com quatro repeticdes, sendo que
cada repeticao foi constituida por um vaso com uma planta. Os experimentos foram repetidos duas vezes.
Andlise estatistica

Os dados do teste in vitro e in vivo foram transformados por ndo atenderem dois pressupostos da
analise de variancia (homogeneidade da variancia e normalidade dos erros), sendo que a transformacéo
utilizada no experimento in vitro foi (log X )*0,5 e no experimento in vivo foi (log X+0,1)"0,5, conforme a
indicacao do teste de Box-Cox. Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia (teste F) em
analise conjunta dos dois experimentos. Para a comparacao das médias utilizou-se o teste de Tukey a 5%
de significAncia. As andlises foram realizadas com auxilio do software estatistico R versdo 3.2.1 (R CORE
TEAM 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Sensibilidade de conidios de  Septoria lycopersici e dose efetiva - DE sq de fungicidas in vitro

Houve influéncia dos principios ativos tiofanato metilico e mancozebe, e das concentracdes avaliadas
na germinacdo de conidios (Figuras 1 e 2). Sendo observadas as maiores inibicdes da germinacédo de
conidios quando utilizadas concentragdes mais elevadas. Os 13 isolados de S. lycopersici demonstraram
diferencas quanto a sensibilidade, apresentando valores de DEg, que variaram entre 75 e 580 mg L* (Figura
1).

A diversidade das caracteristicas genéticas dentro de populacdes de S. lycopersici foi demonstrada
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por COOK (1954), sendo descritas pelo menos duas racas fisiologicas (STEVENSON 1991). Os
ingredientes ativos testados de acordo com EDGINGTON et al. (1971) foram atdxicos para os 13 isolados,
pois os valores de DEs, foram > 50 mg L™ (Figuras 1 e 2).

Mancozeb —«— Tiofanato Metilico —&—

4764 —h—
AT63 el -
pres . -
o 'J‘ —_— -
s —.— T
LU el
- —
[=]
E 47% & —
- R— -
= —
aT55 e — .
4 S —— ——
&3 —_—
A7% e e i
a751 - —a
T T T L] T
100 00 300 400 00
DEz (mgL™Y)

Figura 1. Dose Efetiva (DEsy) com intervalo de confianca de 95% para cada isolado de Septoria
lycopersici frente aos fungicidas mancozeb e tiofanato metilico.

Figure 1. Effective Dose (DEsy) with 95% of interval of confidence for each Septoria lycopersici isolate
against the fungicides mancozeb and thiophanate methyl.
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Figura 2. Germinacdo (%) de conidios de 13 isolados de Septoria lycopersici expostos a diferentes
concentracdes dos fungicidas mancozeb e tiofanato metilico.

Figure 2. Germination (%) of the conidia of 13 Septoria lycopersiciisolates exposed to different
concentrations of mancozeb and thiophanate methyl fungicides.
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Os valores elevados de DEsg indicam que ocorreu reducéo ou perda de sensibilidade dos isolados de
S. lycopersici, tanto para o fungicida tiofanato metilico quanto para o mancozeb.

O fungicida tiofanato metilico por sua caracteristica sistémica e poder de acéo especifico, foi relatado
em varios casos de resisténcia (SARTORATO 2006, LEE et al. 2011), e desde o inicio da comercializagcdo
dos benzimidazoéis ja foram relatados casos de resisténcia em mais de 100 espécies de fungos (FRAC
2013). Porém, o mancozeb, mesmo sendo um ditiocarbamato, considerado de baixo risco ao surgimento de
resisténcia (REIS et al. 2010), apresentou altos valores de DEs, nas areas de histérico de uso do fungicida.

A heterogeneidade de sensibilidade pode estar atrelada as diferentes condicbes em que os isolados
foram submetidos, como demonstrado na Tabela 1.

Através do fator de reducgédo de sensibilidade (FRS) foi possivel detectar altera¢des dos isolados em
areas com histérico de aplicacdo dos fungicidas, quando comparados com os isolados 475-1, 475-3, 475-4
e 475-7 provenientes de areas sem histérico de uso. Quando o FRS foi maior que 1 houve alteracdo na
sensibilidade (Tabelas 2, 3, 4 € 5).

Em geral, as DEs, do tiofanato metilico foram maiores do que as do mancozeb, exceto para o isolado
476-4, onde a DEs, foi de 411 mg L™ e de 278 mg L™ para o mancozeb e tiofanato metilico, respectivamente
(Tabela 2). PAPAS et al. (2010) demonstraram que os benzimidazdis, como o carbendazim séo ineficazes
contra isolados de S. pyricola na Grécia e sugerem que a eficacia futura estd em risco. GRIFFIN & FISHER
(1984) e LUCAS et al. (2015) relataram casos de resisténcia de isolados de S. tritici em trigo aos
ingredientes ativos carbendazim, tiabendazole e tiofanato metilico e relacionaram com casos de resisténcia
a campo, quando realizadas cinco pulverizagfes.

Os mecanismos de reducéo da sensibilidade a fungicidas estdo frequentemente relacionados com os
seus mecanismos de acdo e € reportado na literatura que poucos casos de resisténcia ocorrem com
fungicidas protetores, como € o caso do mancozeb que inibe diversos sitios do metabolismo de patégenos
(REIS et al. 2010). Este fato pode explicar a razdo do mancozeb ter os menores valores de DEg, em
comparacao ao tiofanato metilico encontrados neste estudo.

Tabela 2. Fator de reducdo de sensibilidade (FRS) dos fungicidas mancozeb e tiofanato metilico para
isolados de Septoria lycopersici proveniente de lavoura sem aplicacdo de fungicida, em relacdo ao
isolado 475-1.

Table 2. Sensitivity reduction factor (FRS) of the fungicides mancozeb and methyl thiophanate to Septoria
lycopersici isolates derived from a crop not sprayed with fungicide compared to isolate 475-1.

3
Fungicida Mancozeb Tl;]ogztaﬂriuca\(t)o Malzr:z(?:eb TioFfsz]gto
metilico
DEs, Sensivel* 475-1 415 430 e e
475-2 272 310 0,65 0,58
475-5 235 512 0,56 0,96
475-6 104 503 0,25 0,94
475-8 213 521 0,51 0,98
DEs, Alterada® 475-9 430 498 1,03 0,93
476-1 421 464 1,01 0,87
476-2 100 240 0,24 0,45
476-3 132 231 0,31 0,53
476-4 411 278 0,99 0,64

' DEs do perfil de sensibilidade. * DEsq dos isolados menos sensiveis. ° DEsy/ DEsg do perfil de sensibilidade.

Para determinar o FRS foi utilizado o isolado 475-1 como referéncia (Tabela 2), relacionando com os
demais, e foi observado que em relacdo ao fungicida mancozeb os isolados 475-9 e 476-1 apresentam
alteracdo, sendo o FRS de 1,03 e 1,01. Entretanto os isolados 475-6 e 476-2 em relacdo ao fungicida
mancozeb ndo apresentaram alteracdo, mas direcionam-se para a diminuicdo da sensibilidade (Tabela 2).
Quando avaliado a alteracao de sensibilidade em relacdo ao fungicida tiofanato metilico nenhum isolado
apresentou alterag6es de acordo com escala adaptada de EDGINGTON et al. (1971), mas os isolados 475-
5, 475-6, 475-8, 475-9 e 476-1 apresentaram FRS de 0,96; 0,94; 0,98; 0,93 e 0,87, respectivamente, ficando
proximos de 1, fato que sugere provavelmente inicio de alteracdo na sensibilidade (Tabela 2). FORTES
(1985) e MORALES-MUNHOZ (1984) mostraram que os benzimidazéis, devido ao uso seguido e ao seu
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carater sistémico, induzem a resisténcia em racas de Penicillium expansus.

Quando se relacionou o isolado 475-3 como referéncia, com os demais isolados (Tabela 3), o
fungicida mancozeb, com os isolados 475-9; 476-1 e 474-4 apresentaram FRS de 1,43; 1,40 e 1,37,
respectivamente. Sendo assim estes isolados possuem uma reducéo na sensibilidade. Quando se avaliou o
FRS em relacdo ao fungicida tiofanato metilico os isolados 475-2; 475-5; 475-6; 475-8; 475-9 e 476-1
apresentaram FRS maior que 1, sendo 1,03; 1,70; 1,67; 1,73; 1,66 e 1,54, respectivamente (Tabela 3),
assim mostrando a alteracdo na sensibilidade a esse fungicida.

Tabela 3. Fator de reducdo de sensibilidade (FRS) dos fungicidas mancozeb e tiofanato metilico para
isolados de Septoria lycopersici proveniente de lavoura sem aplicacdo de fungicida, em relacdo ao
isolado 475-3.

Table 3. Sensitivity reduction factor (FRS) of fungicides mancozeb and methyl thiophanate to Septoria
lycopersici isolates derived from a crop not sprayed with fungicide compared to isolate 475-3.

FRS? FRS®
Fungicida Mancozeb Tiofanato metilico Tiofanato
Mancozeb -
metilico
DEs, Sensivel® 475-3 300 335 096 -
475-2 272 310 0,78 1,03
475-5 235 512 0,78 1,70
475-6 104 503 0,34 1,67
475-8 213 521 0,71 1,73
DEls, Alterada? 475-9 430 498 1,43 1,66
476-1 421 464 1,40 1,54
476-2 100 240 0,33 0,8
476-3 132 231 0,44 0,77
476-4 411 278 1,37 0,92

" DEs, do perfil de sensibilidade. “ DEsp dos isolados menos sensiveis. ° DEso/ DEso do perfil de sensibilidade.

REIS et al. (2010) relataram que problemas de resisténcia sdo mais comuns com a utilizacdo de
fungicidas com mecanismo de acao especifico, como é o caso do tiofanato metilico, grupo dos
benzimidazéis, em que o sitio de alteracdo € na R-tubulina. Os fungicidas deste grupo apresentam
problemas de resisténcia a diversos agentes patogénicos desde a sua comercializacdo (VELA-CORCIA et
al. 2018). Os isolados 476-2, 476-3 e 476-4 ndo apresentam reducao de sensibilidade, mas provavelmente
estdo se direcionando para isso.

Quando se avaliou o FRS do isolado 475-4 como referéncia em relagdo ao fungicida mancozeb, os
isolados 475-2, 475-5, 475-8, 475-9, 476-1 e 476-4 apresentam reducao na sensibilidade, sendo o FRS de
1,29; 1,11; 1,01; 2,04; 2,00 e 1,95, respectivamente (Tabela 4). Os isolados 476-2 e 476-3 néao
apresentaram alteracdo no fator de resisténcia, sendo 0,47 e 0,62, respectivamente. Quando avaliado o
FRS para o fungicida tiofanato metilico os isolados que apresentaram reducéo de sensibilidade foram 475-5,
475-6, 475-8, 475-9 e 476-1, com os valores de FRS de 1,20; 1,18; 1,22; 1,17 e 1,09, respectivamente. Os
isolados 476-2, 476-3 e 476-4 ndo apresentaram alteragdo na sensibilidade (Tabela 4).

Na avaliacéo dos isolados quando relacionado com o 475-7 como referéncia (Tabela 5), os resultados
obtidos para mancozeb foram de alteracdo na sensibilidade para os isolados 475-2, 475-5, 455-8, 475-9,
476-1 e 476-4. Com relacdo a utilizacdo do tiofanato metilico, nenhum isolado apresentou reducdo na
sensibilidade (Tabela 5).

Os isolados 475-9, 475-8, 475-6 e 475-5 tratados com tiofanato metilico apresentaram os maiores
valores de DEsy que variaram de 498 a 521 mg L™ (Tabelas 2, 3, 4 e 5). Estes maiores valores podem estar
atrelados ao fato de serem provenientes de areas onde houve a aplicacdo continua de tiofanato metilico
durante os ciclos de cultivo prévios e durante as safras avaliadas.

LEE et al. (2011) relataram que no Japdo em 1997 foi encontrado um isolado de Diplocarpon mali
resistente ao tiofanato metilico, o qual ocorreu por todo o pais, espalhando a alteragdo genética e
possivelmente, isso foi devido ao uso continuo desse fungicida para o controle do patogeno. SARTORATO
(2006) relatou que de oito isolados de Colletotrichum lindemuthianum, avaliados in vitro quanto ao
crescimento micelial em diferentes concentracdes de fungicidas, seis apresentaram-se insensiveis ao
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tiofanato metilico nas doses de 750 e 1000 mg L™.

Tabela 4. Fator de reducdo de sensibilidade (FRS) dos fungicidas mancozeb e tiofanato metilico para
isolados de Septoria lycopersici proveniente de lavoura sem aplicacdo de fungicida, em relacdo ao
isolado 475-4.

Table 4. Sensitivity reduction factor (FRS) of fungicides mancozeb and methyl thiophanate to Septoria
lycopersici isolates derived from a crop not sprayed with fungicide compared to isolate 475-4.

3
Fungicida Mancozeb Trir?;?iﬂgz)o MaFnES:eb TioFfF;?ato
metilico
DEs, Sensivel” 475-4 210 425 e e
475-2 272 310 1,29 0,72
475-5 235 512 1,11 1,20
475-6 104 503 0,49 1,18
475-8 213 521 1,01 1,22
DEx, Alterada’ 475-9 430 498 2,04 1,17
476-1 421 464 2,00 1,09
476-2 100 240 0,47 0,56
476-3 132 231 0,62 0,54
476-4 411 278 1,95 0,65

" DEs, do perfil de sensibilidade. “ DEsp dos isolados menos sensiveis. ° DEso/ DEso do perfil de sensibilidade.

Tabela 5. Fator de reducdo de sensibilidade (FRS) dos fungicidas mancozeb e tiofanato metilico para
isolados de Septoria lycopersici proveniente de lavoura sem aplicacdo de fungicida, em relacédo ao
isolado 475-7.

Table 5. Sensitivity reduction factor (FRS) of fungicides mancozeb and methyl thiophanate to Septoria
lycopersici isolates derived from a crop not sprayed with fungicide compared to isolate 475-7.

3
Fungicida Mancozeb Tri:);?iﬂ?(t)o Maiic?:eb Tigfl:;ﬁ_ato
metilico

DEs, Sensivel” 475-7 208 442 e e
475-2 272 310 1,30 0,57

475-5 235 512 1,12 0,94

475-6 104 503 0,5 0,92

475-8 213 521 1,02 0,96

DEs, Alterada® 475-9 430 498 2,06 0,91
476-1 421 464 2,02 0,85

476-2 100 240 0,48 0,44

476-3 132 231 0,63 0,42

476-4 411 278 1,97 0,51

" DEs do perfil de sensibilidade. “ DEsp dos isolados menos sensiveis. ° DEso/ DEsp do perfil de sensibilidade

Nos ultimos anos, a resisténcia de fungicidas tem sido motivo de preocupac¢do para muitos grupos de
patégenos, incluindo espécies de Septoria (PAPPAS et al. 2010, ESTEP et al. 2015, ISHIl & HOLLOMAN
2015).

O conhecimento sobre a diversidade da populacdo do patégeno é um componente importante para
definicao de estratégias de manejo integrado de doencgas, e 0 mesmo deve ocorrer com 0 monitoramento da
sensibilidade de isolados a fungicidas em cada regido produtora (BRENT 1998). De acordo com
MILGROOM (2015) a sensibilidade dos isolados é uma ferramenta importante que pode ser utilizada para
entender melhor as populacdes de fungos expostas a pressao de selegdo. Sendo que o estabelecimento de
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programas de monitoramento para avaliar a eficacia de fungicidas € de fundamental importancia para
documentar mudancas na sensibilidade antes de observar falhas de fungicidas a campo (RUSSEL 2008).

Este trabalho apontou a ocorréncia de alteracdes na sensibilidade de isolados de S. lycopersici na
regido do Alto Vale do Rio do Peixe do Estado de Santa Catarina, sendo este conhecimento de suma
importancia como ferramenta dentro do manejo integrado de controle de doencas do tomateiro no Brasil.
Trata-se de uma doenga destrutiva, com elevadas perdas, porém na literatura mundial existem poucos
relatos disponiveis sobre o género Septoria nas diversas culturas, em relacdo a fator de sensibilidade,
portanto este trabalho é pioneiro na cultura do tomateiro.
Acdo curativa de fungicidas sobre a septoriose em p lantas jovens de tomateiro

Houve diferenca significativa entre os fungicidas de acgéo curativa difenoconazol, mancozeb,
metconazol e tiofanato metilico, sobre a porcentagem da severidade da septoriose do tomateiro, avaliados
em funcdo do tempo de aplicagcdo apos a inoculagdo de S. lycopersici. Os fungicidas diferiram
estatisticamente nas primeiras 12 horas apds a inoculacdo do patégeno, sendo difenoconazol o fungicida
que apresentou melhor eficiéncia no controle da septoriose do tomateiro, atingindo uma severidade de
0,18% (Tabela 6). Os menores valores de severidade ao longo das diferentes horas apés a inoculagédo do
patégeno foram com os tratamentos difenoconazol e metconazol (Tabela 6), mesmo que esses ingredientes
ativos ndo tenham apresentado diferenca significativa entre 72 e 96 horas. KOEHLER & SHEW (2018)
apontaram reducao da severidade de septoriose em folhas de stevia com a utilizacdo de triazois isolados ou
em mistura, fato que corrobora com os resultados obtidos neste trabalho.

Tabela 6. Eficiéncia de fungicidas com ac¢do curativa aplicados as 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas apés a
inoculacdo de suspensao de conidios do isolado 475-1 de Septoria lycopersici na cv. Paronset
sobre a severidade da septoriose do tomateiro.

Table 6. Efficiency of fungicides with curative action sprayed at 12, 24, 36, 48, 72, and 96 hours after the
inoculation of conidia suspension from the 475-1 Septoria lycopersici isolate in cv. Paronset on the
severity of tomato leaf spot.

Tempo (horas apo6s a inoculagéo de Septoria lycopersici)
12 24 36 48 72 96
Severidade septoriose em folha®

Fungicidas

Controle sem ¢ ) 2 5bA’ 545521 bA 5094:34bA 6,01439bA 7.17+4.2aA 7,83+3,7 aA

aplicacdo
Difenoconazole 0,18+0,4 cC 0,24+0,2cD 0,31+0,4bD 0,56+0,3bC 1,19+1,2aC 1,42+1.0aC
Mancozeb 0,37+0,8dB  3,42+0,5bcB 2,75+0,4cB 2,05+0,6 cB 4,37+0,7 bB 6,25+1,2 aA
Metconazole 0,29+0,2bB 1,45+0,6 aC 1,71+0,8aC 1,50+0,3aB 1,06+0,4aC 1,44+1.1aC
T::;:?;O 042412 dA  1,86+08cB 4.264#0,4bA 3,01#0,6 bcA 3,81#0.4bB 5,79+0.3 aB

"Escala diagramatica de BOFF et al. (1991) com modificacdes, onde notas e percentagens de folhas sintomaticas foram
atribuidas as plantas: 1 = 1%, 2 = 2%, 3 = 4%, 4 = 8%, 5 = 16%, 6 = 32%, 7 = 64% e 8 = 100%. 2 Médias seguidas pela
mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

REIS et al. (2010) e AMORIM et al. (2011) afirmam que o risco de resisténcia esta relacionado com o
grupo quimico a que pertence o fungicida, especificamente ao seu modo de acéo, sendo que DELP (1980),
afirmam que a resisténcia aos triazéis é lenta e gradual conforme utilizagdo continua em determinados
nichos produtores, o que pode ter acontecido neste ensaio que demonstrou que o isolado 475-1 apresentou
maior sensibilidade aos principios ativos difenoconazole e metconazole, independente das horas apos a
inoculacéo.

Os fungicidas mancozeb e tiofanato metilico foram significativamente os menos eficientes no controle
da septoriose ao longo do tempo de aplicacédo, ndo havendo diferenca significativa entre os intervalos de 24
e 72 horas, apés a inoculacdo do patégeno. As plantas tratadas com os fungicidas mancozeb e tiofanato
metilico apresentaram maior severidade de septoriose, com valores entre 6,25% e 5,79%, respectivamente,
com aplicacédo realizada 96 horas apés a inoculagéo do patégeno.

O tiofanato metilico obteve o menor controle da doenca entre os intervalos de 12, 36, 48 horas, nao
diferiu do controle. Neste contexto, FURLANETO & CAFE (1996) apontaram menor eficiéncia de controle da
septoriose do tomateiro com a utilizacao do tiofanato metilico, como demonstrado neste trabalho.

A baixa eficiéncia do tiofanato metilico pode estar atrelada a uma possivel resisténcia dos isolados de
S. lycopersici. Segundo AMORIM (1995) o grupo de fungicidas onde se encontram mais relatos de
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resisténcia é nos benzimidazdis, tais como o tiofanato metilico. Resultados semelhantes foram relatados
por GODOY & CANTERI (2004), com a utilizacdo de benzimidazois, em que observaram a reducdo de
eficiéncia de acdo curativa a medida que as pulverizac6es foram feitas mais distantes do periodo de
inoculacdo de Phakopsora pachyrhizi. Esse fato reforca a importancia do conhecimento do tempo de
atuacao do fungicida na planta, para determinar 0 momento exato para iniciar a aplicacdo dos fungicidas,
posto que este € um dos fatores que mais afeta a eficacia do controle quimico de doencas (REIS & CASA
2007).
Acdo preventiva de fungicidas sobre a septoriose em plantas jovens de tomateiro

Houve diferenca significativa entre os fungicidas de acdo preventiva azoxistrobina, captana,
clorotalonil e mancozeb, sobre a severidade (%) de septoriose em tomateiro avaliada em fung¢édo do tempo
de aplicacé@o anterior a inoculacdo de S. lycopersici (Tabela 7). A maior severidade foi verificada quando a
inoculacdo ocorreu 96 horas apds a aplicacdo dos fungicidas (Tabela 7), com valores maximos de 3,54;
3,72; 2,85; 4,60% e 7,12%, sendo este Ultimo no tratamento controle, sem aplicacéo.

Quando o fungicida azoxistrobina foi aplicado 24 horas antes da inoculacdo, ndo houve aumento da
severidade de septoriose, permanecendo inalterada até 48 horas antes da inoculagdo do patégeno (Tabela
7).

Tabela 7. Eficiéncia de fungicidas com acéo preventiva aplicados as 12, 24, 36, 48, 72 e 96 horas antes da
inoculacdo de suspensao de conidios do isolado 475-1 de Septoria lycopersici na cv. Paronset,
sobre a severidade (%) de septoriose em tomateiro.

Table 7. Efficiency of fungicides with preventive action sprayed at 12, 24, 36, 48, 72 and 96 hours after
inoculation of conidia suspension of 475-1 isolate of Septoria lycopersici at cv. Paronset on the
severity (%) of tomato leaf spot.

Tempo de inoculagdo (Horas apés a aplicacdo do fungicida)
12 24 36 48 72 96
Severidade septoriose em folha'

Fungicida

Controle sem
aplicacao
Azoxistrobina 0,33+ 0,5cB  1,00+1,2 bB 1,43+0,5bB  1,45+0,4bC 2,90+0,3aB 3,5410,9 aB
Captana 0,05+0,3dC 0,45+0,8 cC 2,38+0,6 bA  2,65+0,7 bB 2,92+0,2bB 3,72+0,8 aB
Clorotalonil  0,05+0,4eC 0,31+0,5dC 0,85+0,8 cdB  1,04+0,6 cC 2,02+1,2bC 2,85+0,7 aC
Mancozeb 0,720,2eA  1,84+0,3 dA 2,71+1,1cA  3,451+0,2 bA 3,9810,3 abA 4,60+0,5 aA

"Escala diagramatica de BOFF et al. (1991) com modificacdes, onde notas e percentagens de folhas sintomaticas foram

atribuidas as plantas: 1 = 1%, 2 = 2%, 3 = 4%, 4 = 8%, 5 = 16%, 6 = 32%, 7 = 64% e 8 = 100%. ’Médias seguidas pela

mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

5,12+2,5bA> 583421 bA  5094+34bA 6,08+t3,9bA 6,75+4,2aA 7,12+3,7 aA

Os fungicidas captana e clorotalonil foram os mais eficientes preventivamente e ndo diferiram no
intervalo de 12 e 24 horas. Porém, entre os periodos de 36 até 96 horas antes da inoculagdo o fungicida
clorotalonil apresentou melhor eficiéncia no controle da septoriose, mantendo os menores valores de
severidade entre todos os fungicidas avaliados. Seguido pelo ingrediente ativo do grupo quimico da
estrobilurina, que também demonstram a campo tendéncia a acdo preventiva, como também mostrado por
BALARDIN et al. (2017).

O fungicida mancozeb nao foi eficaz no controle preventivo da septoriose, ndo diferindo do controle
sem aplicacdo, independente do periodo de tempo de inoculagcédo apds a aplicacdo do fungicida (Tabela 7).

O conhecimento da heterogeneidade da populacdo de isolados de Septoria lycopersici, bem como a
sensibilidade da populagao deste patdgeno a fungicidas, além do conhecimento da eficiéncia dos principais
fungicidas registrados e do tempo de atuagao na cultura do tomateiro é importante para otimizar os métodos
de controle de septoriose nas regides produtoras de tomate em Santa Catarina. Portanto, o presente
trabalho pode ser utilizado como subsidio para pesquisas futuras em outras regifes do Brasil.

CONCLUSAO

Os fungicidas mancozeb e tiofanato metilico, através da DEsy, s@o atdxicos aos isolados de S.
lycopersici e a medida do fator de sensibilidade aponta alteragéo da resisténcia a esses fungicidas.

Os fungicidas difenoconazol e metconazol séo eficientes para acéo curativa, podendo ser usados até
96 horas apos a inoculagdo de S. lycopersici em tomateiro. O tiofanato metilico pode ser uma opcao para
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tratamento curativo, mas até 12 horas apés a infeccéo.

Para o controle preventivo, o fungicida clorotalonil apresenta maior tempo de acdo que os demais
fungicidas, estendendo-se até 96 horas antes da inoculacdo de S. lycopersici. Porém, os fungicidas captana
e azoxistrobina sao opcdes de acao preventiva com aplicacdo de até 24 horas antes da inoculacgéo.
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