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RESUMO

A mancha marrom de alternaria é uma doenga causada pelo fitopatdgeno Alternaria alternata
patétipo tangerina, que causa danos severos em pomares de tangerina e seus hibridos. No
Brasil os relatos de ocorréncia do patdgeno sdo verificados desde 2001, e hoje o patdgeno é
detectado em diversos estados produtores da fruta. Objetivou-se nesse trabalho avaliar a
sensibilidade de trinta isolados de diferentes localidades, os quais foram identificados como
A. alternata por meio de analises morfoldgicas e teste de patogenicidade. Os mesmos foram
avaliados quanto a sensibilidade a triaz6is (DMI — inibidores da demetilacdo), estrobilurinas
(Qol — inibidores da quinona oxidase) e carboxamida (SDHI — inibidores da enzima succinato
desidrogenase), além de possiveis custos adaptativos. Os isolados apresentam resisténcia aos
fungicidas DMI e SDHI, com valores de ECsy entre 4,47 pg mL' a 27,22 pg mL?
(difenoconazol), 7,42 pg mL™ a 15,53 ug mL™ (tebuconazol) e 2,68 pg mL™ a 28,72 ug mL™
(boscalida). Todos os isolados oriundos de Campanha-MG apresentaram resisténcia a
fungicidas Qol, sendo insensiveis tanto a azoxistrobina quanto a piraclostrobina com ECs
superiores a 1600 pg mL™ e 120 ug mL™, respectivamente. N&o foram observadas reducées
na esporulacdo dos fendtipos de resisténcia a SDHI e DMI. O crescimento micelial dos
isolados DMI resistentes sofreu reducdo e indicam a possibilidade de custo adaptativo.
Isolados SDHI resistentes apresentaram hipersensibilidade ao stress oxidativo. A ocorréncia
de fendtipos de resisténcia a fungicidas triazéis, estrobilurinas e carboxamida nas areas
amostradas sugerem uma pressao de selecdo a individuos resistentes.

Palavras-chave: Resisténcia. SDHI. Qol. DMI. Mancha marrom de alternaria.



ABSTRACT

The alternaria brown spot is the disease caused by the pathogen Alternaria alternata
pathotype tangerine, that has caused severe damage in tangerine and hybrids is in orchards. In
Brazil, reports of the pathogen occurrence have been verified since 2001, and today the
pathogen is detected in several fruit-producing states. The objective of this work was to
evaluate the sensitivity of thirty isolates from different locations, which were identified as A.
alternata through morphological analysis and pathogenicity test. They were evaluated for
sensitivity to triazoles (DMI — demethylation inhibitors), strobilurins (Qol — quinone oxidase
inhibitors) and carboxamide (SDHI — succinate dehydrogenase enzyme inhibitors), in addition
to possible adaptive costs. The isolates show resistance to the fungicides DMI and SDHI, with
ECso values between 4.47 pg mL™ to 27.22 ug mL™ (difenoconazole), 7.42 pg mL™ to 15.53
ng mL™? (tebuconazole) and 2.68 pg mL™ to 28.72 ug mL™ (boscalide). All isolates from
Campanha-MG showed resistance to Qol fungicides, being insensitive to both azoxystrobin
and pyraclostrobin with ECs higher than 1600 pg mL™ and 120 pg mL™, respectively. No
reductions in sporulation of SDHI and DMI resistance phenotypes were observed. The
myecelial growth of resistant DMI isolates was reduced and indicate the possibility of adaptive
cost. Resistant SDHI isolates showed hypersensitivity to oxidative stress. The occurrence of
resistance phenotypes to triazoles, strobilurins and carboxamide fungicides in the sampled
areas suggest a selection pressure for resistant individuals.

Keywords: Resistance. SDHI. Qol. DMI. Alternaria brown spot.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

O género Citrus é composto por grupos e, entre eles, destaca-se o das tangerinas
(Citrus reticulata Blanco) e seus hibridos (FERREIRA et al., 2016). Os frutos s&o
caracterizados pela casca alaranjada e pela polpa composta por gomos de facil separacao.

Segundo a FAO (2019), o Brasil é o sétimo maior produtor mundial de tangerina,
entretanto, o volume de exportacGes ainda € pequeno, pois a maior parte da producdo visa o
abastecimento do mercado interno com o consumo de frutas in natura, em sua maior parte a
cultivar Ponkan, n&o apreciada por consumidores do mercado externo. A produgéo dessa fruta
estd concentrada na regido sudeste do pais e o estado de Minas Gerais se destaca, por ser o
segundo maior produtor, respondendo por aproximadamente 21% da producdo brasileira
(IBGE, 2019).

As tangerineiras podem ser acometidas por diversas pragas e doencas, e dentre as
doencas destaca-se a Mancha Marrom de Alternaria (MMA), cujo agente etioldgico € o fungo
Alternaria alternata (Fr.:Fr.) Keissl pat6tipo tangerina (PEEVER et al., 2004), que acomete
cultivares de tangerina e seus hibridos (TIMMER et al., 2003). Entre as cultivares comerciais
suscetiveis a MMA estdo: ‘Ponkan’, ‘Dancy’, tangor ‘Murcott’ e tangelos (FERREIRA et al.,
2016).

A mancha marrom de alternaria foi relatada pela primeira vez na Australia (COBB,
1903). Outros registros de sua disseminacdo ocorreram na Espanha (VICENT et al., 2000),
China (WANG et al., 2010), Turquia (CANIHOS et al., 1997) e Argentina (PERES et al.,
2003). O primeiro relato no Brasil ocorreu em 2001 no estado do Rio de Janeiro (GOES et al.,
2001) e dois anos apds, houve relatos em diversos outros estados brasileiros, incluindo, Minas
Gerais, Rio Grande do Sul, S&o Paulo e Paraiba (SPOSITO et al., 2003; LOPES et al., 2009).

Os sintomas da infeccdo pelo patdgeno podem ser visualizados em frutos, folhas e
galhos, em Orgdos jovens pode ser observado 24 horas apds o contato entre o fungo e a planta,
apresentando pequenas lesdes ovais e circulares de coloragdo marrom escura. Em folhas e
frutos amadurecidos a lesdo de coloragdo marrom é circundada por um halo amarelo
(TIMMER et al., 1998; FERREIRA et al., 2016; AKIMITSU; PEEVER; TIMMER, 2003).

No cenario atual os danos aos plantios comerciais de tangerineiras var. “Dancy”,
“Ponkan” e tangor “Murcott” sdo severos, com reducdo da produtividade e qualidade dos

frutos, resultando na inviabilidade da manutencdo dos pomares. Em epidemias, o patégeno
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causa abortamento de frutos e seca de ramos e ponteiros (TIMMER et al., 1998; FERREIRA
et al., 2016; AKIMITSU; PEEVER; TIMMER, 2003). Para 0 manejo da MMA recomenda-se
a utilizacdo de mudas sadias e sempre que possivel, de cultivares resistentes, implantacdo do
pomar em area com boa aeracdo e em espacamento adequado, realizacdo de podas de limpeza
e utilizacdo de fungicidas durante o inicio de brotacGes, floracdes e frutificacdo, a fim de
evitar a disseminacdo do patégeno no pomar (ZAMPRONIO et al., 2013; FERREIRA et al.,
2016).

Entre os grupos quimicos recomendados para o controle da MMA estdo as
carboxamidas (FRAC codigo 7) , triazdis (FRAC cddigo 3) e estrobilurinas (FRAC codigo
11) (FRAC, 2018). As carboxamidas atuam nas mitocondrias, no complexo Il na cadeia de
transporte de elétrons, como inibidoras da enzima succinato desidrogenase (SDHI),
impedindo a oxidacdo do succinato a fumarato (FRAC, 2014). Os triazdis, por sua vez, atuam
como inibidores da demetilacdo (DMI) durante a formacdo do ergosterol (ZIOGAS;
MALANDRAKIS, 2015). As estrobilurinas atuam como inibidoras da quinona oxidase (Qol),
mais especificamente nas mitocéndrias, no complexo Il da cadeia de transporte de elétrons
(FRAC, 2012). Em consequéncia nao ocorre a formacdo de ATP, necessario para manutengao
e desenvolvimento do fitopatogeno.

A diminuicdo da sensibilidade de fungos a fungicidas DMI foi relatada em Alternaria
alternata, Uncinula necator, Venturia inaequalis, Monilinia fructicola, Zymoseptoria tritici,
Didymella bryoniae (AVENOT et al., 2016; DELYE; LAIGRET; CORIO-COSTET, 1997;
KOLLER; WILCOX, 2001; LUO; SCHNABEL, 2008; MILGATE et al., 2016; THOMAS;
LANGSTON JR; STEVENSON, 2012), a fungicidas SDHI em Botrytis cinerea, Didymella
bryoniae, Alternaria alternata (FERNANDEZ-ORTUNO et al., 2017; THOMAS;
LANGSTON JR; STEVENSON, 2012; AVENOT; MICHAILIDES, 2007; YANG,;
BRANNEN; SCHNABEL, 2014) e, a fungicidas Qol em Alternaria alternata, Cercospora
kikuchii, Plasmopara viticola (VEGA; DEWDNEY, 2014; SAUTUA et al., 2020; SANTOS
et al., 2020).

Até o presente estudo ndo ha, disponivel para conhecimento publico, relato sobre a
deteccdo de isolados de Alternaria alternata patotipo tangerina, coletados em pomares
brasileiros, resistentes a fungicidas SDHI e DMI. Além disso, até o presente, ndo ha relato

sobre a sensibilidade de isolados prospectados do municipio de Campanha-MG a fungicidas

Qol.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cultivo da Tangerina

O Brasil é o sétimo maior produtor mundial de tangerina (FAO, 2019). A producao
dessa fruta ocupa o segundo lugar de importancia em relacdo a producao nacional de espécies
citricas, ficando atrés apenas da producdo de Laranja. Segundo dados do IBGE (2019), foram
produzidas 984.897 toneladas de tangerina no ano agricola de 2019, sendo que 61,3% do total
produzido estd concentrado na regido sudeste do pais. Por sua vez, o Estado de Minas Gerais
se destaca por ser o segundo maior produtor nacional, respondendo por aproximadamente
21% da producdo brasileira. No ano de 2019 a &rea plantada de tangerina no Brasil era de
52.928 hectares, desse total, 11.433 em Minas Gerais.

O género Citrus € composto por grupos, como exemplos: laranjas (Citrus sinensis L.
Osbeck.), limdes (Citrus limon L. Burmann f.) e tangerinas (Citrus reticulata Blanco), sendo
as tangerinas e seus hibridos o segundo grupo de maior importancia comercial (FERREIRA et
al., 2016). Entre os hibridos das tangerinas estdo os tangelos (C. reticulata x C. paradisi
Macfad) e tangores (C. reticulata x C. sinensis (L.) Osb). Séo caracteristicas dos frutos desse
grupo a casca alaranjada, frutos de tamanho grande e polpa composta por gomos de facil
separacéo.

A Mancha Marrom de Alternaria (MMA), cujo agente etioldgico é o fungo Alternaria
alternata (Fr.:Fr.) Keissl pat6tipo tangerina (PEEVER et al., 2004), é uma doenca que
acomete cultivares de tangerina e seus hibridos (TIMMER et al., 2003), sendo considerada de
grande importancia entre as cultivares comerciais suscetiveis, como: ‘Ponkan’, ‘Dancy’,

tangor ‘Murcott’ e tangelos (FERREIRA et al., 2016).

2.2 O género Alternaria e suas caracteristicas

O género Alternaria foi descrito pela primeira vez por Nees em 1816 e, a identificacéo
das espécies pertencentes ao género teve como base, antes do desenvolvimento de tecnologias
moleculares, caracteristicas morfologicas. O maior expoente desse periodo foi Emory Guy
Simmons, que contribuiu na identificacdo de novas espécies e agrupamento das espécies ja
existentes (LAWRENCE; ROTONDO; GANNIBAL, 2016). A identificacdo morfoldgica

utilizava caracteristicas dos conidios, como: cor, forma e septacdo (LAWRENCE;
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ROTONDO; GANNIBAL, 2016) para separar as espécies, contudo, ha indicios de que a
condicdo de cultivo pode influenciar a morfologia dos conidios (LEACH; ARAGAKI, 1970).
Com o avanc¢o dos métodos moleculares, a classificagdo dentro do grupo passou a aliar anélise
de DNA e caracteres morfologicos. Segundo Lawrence, Rotondo e Gannibal. (2016) os
estudos envolvendo filogenia causaram mudancas na taxonomia e sistematica, devido a isso
0s autores propuseram que o nimero de se¢des dentro do género fosse elevado para 27, o que
vigora atualmente. Para possibilitar a identificacdo das espécies dentro do género Alternaria
foram estabelecidos marcadores moleculares, sdo eles: gpd, Alt al, actina, ATPase,
calmodulina (LAWRENCE et al., 2013).

O agente etiologico da mancha marrom de alternaria foi identificado pela primeira vez
como A. citri Ellis e Pierce (WHITESIDE, 1976), devido a semelhangas morfoldgicas entre o
agente etiolégico da MMA e a Podriddo Negra de Alternaria (PNA). Posteriormente o agente
etioldgico da doenca foi caracterizado como Alternaria alternata (KOHMOTO; SCHEFFER;
WHITESIDE, 1979), e passou a ser associado ao “patotipo” citri (SOLEL, 1991). O termo
patétipo foi empregado, pois apesar das semelhancas morfoldgicas os patdégenos apresentam
diferencas na patogenicidade (TSUGE et al., 2013).

Associados a doencas em citros tem-se dois patétipos de A. alternata, 0s mesmos
utilizam como base para a separacéo, a especificidade quanto ao hospedeiro e a producdo de
toxinas hospedeiro-especificas (HSTs). O pat6tipo especificamente associado a limdo-rugoso
(Citrus jambhiri Lush) e limao-cravo (Citrus limonia Osbeck) produz a toxina hospedeiro-
especifica ACRL (Alternaria Citri Rough Lemon) e causa a doenca conhecida como mancha
foliar de alternaria (MFA), enquanto o patOtipo tangerina, especifico a tangerinas (Citrus
reticulata Blanco), tangelos (C. reticulata x C. paradisi Macfad.) e tangores (C. reticulata x
C. sinensis (Linnaeus) Osbeck), produz a toxina ACT (Alternaria Citri Tangerine), sendo o
agente causal da MMA (HUANG et al., 2014; TSUGE et al., 2013; AKIMITSU; PEEVER,;
TIMMER, 2003; KOHMOTO; AKIMITSU; OTANI, 1991).

O patogeno Alternaria alternata, anteriormente classificado como pertencente a se¢éo
Alternata (WOUDENBERG et al., 2013), e atualmente pertencente a secdo Alternaria,
constituida por aproximadamente 60 espécies, que na literatura sdo frequentemente chamadas
de Alternaria de esporos pequenos (LAWRENCE; ROTONDO; GANNIBAL, 2016). Essa
secdo inclui diversos fitopatdgenos, tanto produtores quanto ndo produtores de HSTSs, entre 0s
produtores sdo conhecidos os patdtipos “magd”, “morango”, “pera japonesa”, “tomate”,

“tabaco”, “limdo-rugoso” e “tangerina” (TSUGE et al., 2013; AKIMITSU et al., 2014).
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2.3 A mancha marrom de Alternaria (MMA)

A mancha marrom de alternaria € uma doenca que acomete tangerineiras e seus
hibridos, reduz a produtividade e a qualidade dos frutos (CANIHOS; PEEVER; TIMMER,
1999), causada pelo fungo Alternaria alternata, devido a distribuicdo mundial dos cultivos de
citros (FAO, 2019), a importancia desse patdgeno torna-se global. O primeiro relato da MMA
ocorreu na Australia (COBB, 1903), outros registros de sua disseminacdo foram feitos na
Espanha (VICENT et al., 2000), China (WANG et al., 2010), Turquia (CANIHOS et al.,
1997), Argentina (PERES et al., 2003). No Brasil, a primeira deteccdo da doenca foi feita por
(GOES et al., 2001), em plantas no estado do Rio de Janeiro e nos anos seguintes a doenca foi
relatada em outros Estados produtores, incluindo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Séo
Paulo e Paraiba (SPOSITO et al., 2003; LOPES et al., 2009).

Os danos aos plantios comerciais de tangerineiras var. “Dancy”, var. “Ponkan” e o
tangor “Murcott” sdo severos, inviabilizando, por muitas vezes, a manutencao dos pomares. A
sintomatologia da doenca pode ser visualizada em frutos e folhas tanto jovens quanto
maduras. Em 6rgdos jovens a doenca causa lesdes marrons, pode causar queda precoce e seca
de ramos e ponteiros (TIMMER et al., 1998; FERREIRA et al., 2016; AKIMITSU; PEEVER,;
TIMMER, 2003). Em folhas e frutos amadurecidos a lesdo de coloragdo marrom é circundada
por um halo amarelo (AKIMITSU; PEEVER; TIMMER, 2003).

O agente etiologico causador da mancha marrom de alternaria é A. alternata patotipo
tangerina, o qual possui como caracteristica morfologica, grandes conidios de cor marrom-
escura dotados de septos transversais e longitudinais dispostos em cadeias acropetais (ELLIS,
1971). A esporulacdo € estimulada por mudancas bruscas de umidade e impacto de gotas na
superficie da folha. Além disso, os conidios podem ser disseminados pelo vento ou agua,
infectando outros 6rgaos da mesma planta ou de outras plantas suscetiveis presentes no pomar
(FERREIRA et al., 2016; AKIMITSU; PEEVER; TIMMER, 2003). O patdgeno necessita de
determinadas condi¢Ges ambientais que favorecam sua dispersédo, temperaturas entre 20 e 30
°C e molhamento foliar por um periodo de 10 a 12 horas (FERREIRA et al., 2016), contudo a
temperatura 6tima para a infecgdo é 27°C (CANIHOS; PEEVER; TIMMER, 1999).

Em condicBes Otimas e na presenca de umidade os conidios iniciam a germinacéao e
liberam, antes mesmo de penetrarem no tecido vegetal, a toxina hospedeiro-especifica ACT, a
qual causa a morte da célula antes mesmo da infeccdo, pois afeta a integridade da membrana
plasmatica, induzindo o vazamento de eletrolitos das células (KOHMOTO et al., 1993;
WANG et al., 2020; AKIMITSU; PEEVER; TIMMER, 2003). De acordo com o observado
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por Solel; Kimchi (1998) o patdgeno penetra de maneira direta, formando apressorio, ja

segundo Akimitsu; Peever; Timmer (2003) a penetracdo ocorre através dos estdmatos.

2.4 Controle quimico da MMA

O manejo da mancha marrom de alternaria inclui vérias praticas que devem ser
adotadas a fim de evitar a entrada ou disseminacdo do fitopatdgeno no pomar. Recomenda-se
a utilizacdo de mudas sadias, cultivares resistentes e a utilizacdo de fungicidas para o controle
da MMA, em épocas favoraveis a doenca como, durante o inicio de brotacdes, floracbes e
frutificacdo (FERREIRA et al., 2016). De acordo com Timmer et al. (2003), o namero de
pulverizacdes visando o controle da MMA pode chegar a 15, devido a isso, 0 custo de
producdo torna-se invidvel, levando a erradicacdo de pomares (AZEVEDO et al., 2010).

Entre os grupos quimicos recomendados para o controle da MMA estéo os fungicidas
protetores, a base de cobre (Fungicide Resistance Action Committee [FRAC] codigo M1),
ditiocarbamatos (FRAC cédigo M3), dicarboximidas (FRAC codigo 2), estrobilurinas (FRAC
codigo 11), carboxamidas (FRAC cddigo 7) e triaz6is (FRAC codigo 3) (FRAC, 2018).

Os triazOis atuam como inibidores da demetilacdo (DMI) durante a formacdo do
ergosterol (ZIOGAS; MALANDRAKIS, 2015). Os fungicidas DMI inibem a biossintese de
ergosterol, sendo essa molécula, presente na membrana plasmatica, um importante
componente para o crescimento flingico (ZARN; BRUSCHEWEILER; SCHLATTER, 2003).
Devido a seu mecanismo de acgdo, os triazois sdo recomendados na rotacdo com outros
fungicidas (AVENOT et al., 2016).

As carboxamidas atuam nas mitocondrias, no complexo Il na cadeia de transporte de
elétrons, como inibidoras da enzima succinato desidrogenase (SDHI), impedindo a oxidacao
do succinato a fumarato, em consequéncia nao ocorre a formacdo de ATP, necessario para
manutencdo e desenvolvimento do fitopatdgeno (FRAC, 2014). A boscalida atua na atividade
de reducdo de quinino, isso é, de maneira e em local diferente das demais moléculas SDHI
(AVENOT; MICHAILIDES, 2007; ZHANG et al., 2009). O complexo Il estd dividido em
quatro subunidades proteicas (A, B, C e D), o local de atuacdo de SHDI compreende as
subunidades B, C e D (FRAC, 2014; FERNANDEZ-ORTUNO et al., 2017; HAGERHALL,
1997).

As estrobilurinas atuam na respiracdo mitocondrial, mais especificamente como
inibidoras da quinona oxidase (Qol) (BRENT; HOLLOMON, 2007). Ao se ligarem no sitio
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Qo, as estrobilurinas impedem a transferéncia de elétrons entre o citocromo b e o citocromo
c (BARTLETT etal., 2002). Essa interacdo ocorre no complexo Il da cadeia de transporte de
elétrons, em consequéncia ndo ocorre a sintese de ATP (FERNANDEZ-ORTUNO, 2008;
FRAC, 2012).

Entre os produtos registrados no Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT),
para o controle de doengas em Citros encontram-se: trés moléculas do grupo quimico DMI,
trés moléculas do Qol e uma molécula de SDHI. As estrobilurinas totalizam 96 produtos

registrados, os triazdis 50, e a carboxamida 10 produtos.

2.5 Resisténcia a SDHI, DMI e Qol

Segundo HE et al. (2019), os fungicidas DMI possuem um baixo risco de selecéo de
resisténcia. Contudo a resisténcia ou diminuicdo da sensibilidade a triazois tem sido notificada
em diversos fungos como, Uncinula necator, Venturia inaequalis, Monilinia fructicola,
Zymoseptoria tritici, Didymella bryoniae (DELYE; LAIGRET; CORIO-COSTET, 1997;
KOLLER; WILCOX, 2001; LUO; SCHNABEL, 2008; MILGATE et al., 2016; THOMAS;
LANGSTON JR; STEVENSON, 2012). A resisténcia a DMIs estd ligada ao acimulo de
diversas substituicGes de codons em varios genes, também chamada de resisténcia
quantitativa (HE et al., 2019).

Mutagdes no gene CYP51 tem sido relatada na literatura como relacionadas a
diminuicdo da sensibilidade de Parastagonospora nodorum, Zymoseptoria tritici, Blumeria
graminis f. sp. hordei a fungicidas triazéis (PEREIRA, MCDONALD, BRUNNER, 2017;
HEICK, JUSTESEN, JORGENSEN, 2017; TUCKER et al., 2020).

Casos de resisténcia ou reducdo da sensibilidade a SDHI foram observados em
Botrytis cinerea, Didymella bryoniae, Alternaria alternata (FERNANDEZ-ORTUNO et al.,
2017; THOMAS; LANGSTON JR; STEVENSON, 2012; AVENOT; MICHAILIDES, 2007;
YANG; BRANNEN; SCHNABEL, 2014). As mutagdes relatadas na literatura como
relacionadas a resisténcia a carboxamidas ocorrem em qualquer uma das trés subunidades na
qual o fungicida atua. Na subunidade B as mutacdes ndo sinonimias ocorrem na posicao 277,
na qual uma histidina pode ser mutada por uma tirosina ou arginina. Nas subunidades C e D
as mutacGes mais frenquentes sdo: H134R e D133R, nas quais uma histidina e um &cido

aspartico, respectivamente, sdo mutados em arginina (AVENOT et al., 2008a; AVENOT,;
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SELLAM; MICHAILIDES, 2009; YANG; BRANNEN; SCHNABEL, 2014; FAN et al.,
2015; MALANDRAKIS et al., 2018).

Resisténcias aos fungicidas Qol foram relatadas em Pyricularia grisea, Alternaria
alternata, Cercospora kikuchii, Plasmopara viticola, Venturia inaequalis (VINCELLI;
DIXON, 2002; VEGA; DEWDNEY, 2014; SAUTUA et al., 2020; SANTOS et al., 2020;
GUR et al., 2021; CHITOLINA et al., 2021). A mutacdo pontual ndo sinonimia que confere
resisténcia a estrobilurinas, amplamente relatada na literatura, é caracterizada pela
substituicdo de uma glicina por uma alanina na posicdo 134 no gene do citocromo b
mitocondrial (GISI et al., 2002; FERNANDEZ-ORTUNO, 2008; VEGA; DEWDNEY, 2014).

3 CONSIDERACOES GERAIS

Estudos a fim de subsidiar informac6es sobre a sensibilidade de isolados de Alternaria
alternata patotipo tangerina sdo uma importante ferramenta no manejo da doenca. Dados
sobre a eficacia de moléculas para o controle da MMA sdo necessarios para um correto
manejo dos grupos quimicos, de forma a possibilitar a manutengéo da capacidade de controle

do patégeno e a reducdo da pressao de selecdo de individuos resistentes.
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CAPITULO 2

SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DE Alternaria alternata A FUNGICIDAS SDHI,
DMI e Qol

RESUMO

A mancha marrom de alternaria é uma doenga causada pelo fitopatdgeno Alternaria alternata
patétipo tangerina, que causa danos severos em pomares de tangerina e seus hibridos. No
Brasil os relatos de ocorréncia do patégeno sdo verificados desde 2001, sendo hoje a doenca
detectada em diversos Estados produtores. Objetivou-se nesse trabalho avaliar a sensibilidade
de trinta isolados, identificados como A. alternata, por meio de analises morfoldgicas e teste
de patogenicidade, de diferentes localidades. Estes foram avaliados quanto a sensibilidade a
triazois, estrobilurinas e carboxamida, além de possiveis custos adaptativos. Os isolados
apresentam resisténcia aos fungicidas DMI e SDHI, com valores de ECs entre 4,47 uygmL™ a
27,22 ug mL™* (difenoconazol), 7,42 pg mL™ a 15,53 pg mL™ (tebuconazol) e 2,68 pg mL™ a
28,72 pg mL™? (boscalida). Todos os isolados oriundos de Campanha-MG apresentam
resisténcia a fungicidas Qol, sendo insensiveis tanto a azoxistrobina quanto a piraclostrobina
com ECs superiores a 1600 pg mL™ e 120 pug mL™, respectivamente. N&o foram observadas
reducdes na esporulacdo dos fendtipos de resisténcia a SDHI e DMI. O crescimento micelial
dos isolados DMI resistente sofreram penalidades e indicam a possibilidade de custo
adaptativo. Isolados SDHI resistentes apresentaram hipersensibilidade a stress oxidativo. A
ocorréncia de fenotipos de resisténcia a fungicidas triazdis, estrobilurinas e carboxamida nas
areas amostradas sugerem uma pressao de selecdo a individuos resistentes.

Palavras-chave: Tangerina. Boscalida. Estrobilurina. Triazol.
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ABSTRACT

The brown spot of alternaria is the disease caused by the phytopathogen Alternaria alternata
pathotype tangerine, the damage caused in tangerine orchards and hybrids is severe. In Brazil,
reports of the occurrence of the pathogen have occurred since 2001, being subsequently
detected in several producing states. The objective of this study was to evaluate the sensitivity
of thirty isolates from different locations were identified as A. alternata by means of
morphological analysis and pathogenicity test, they were evaluated for sensitivity to triazoles,
strobilurins and carboxamide, in addition to possible adaptive costs. The isolates have
resistance to fungicides DMI and SDHI, with ECs, values between 4.47 pg mL™ to 27.22 pg
mL™ (difenoconazole), 7.42 pg mL™ to 15.53 pg mL™ (tebuconazole) and 2.68 pg mL™ to
28.72 pg mL™ (boscalide). All isolates from Campanha-MG are resistant to Qol fungicides,
being insensitive to both azoxystrobin and pyraclostrobin with ECs, greater than 1600 pg mL”
! and 120 pg mL™, respectively. No penalties were observed in the sporulation of SDHI and
DMI resistance phenotypes. The mycelial growth of resistant DMI isolates suffered penalties
and indicate the possibility of adaptive cost. Resistant SDHI isolates showed hypersensitivity
to oxidative stress. The occurrence of resistance phenotypes to triazole, strobilurin and
carboxamide fungicides in the sampled areas suggests a selection pressure on resistant
individuals.

Keywords: Tangerine. Boscalida. Strobilurin. Triazole.
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1 INTRODUCAO

O género Citrus é composto por grupos, como exemplos: laranjas (Citrus sinensis L.
Osbeck.), limdes (Citrus limon L. Burmann f.) e tangerinas (Citrus reticulata Blanco), sendo
as tangerinas e seus hibridos o segundo grupo de maior importancia comercial (FERREIRA et
al., 2016). Entre os hibridos de tangerinas estdo os tangelos (C. reticulata x C. paradisi
Macfad) e tangores (C. reticulata x C. sinensis (L.) Osb).

Segundo a FAO (2019), o Brasil € o sétimo maior produtor mundial de tangerina. A
producdo dessa fruta ocupa o segundo lugar de importancia em relacdo a producdo nacional
de espécies citricas, ficando atras apenas da producdo de Laranja. Segundo dados do IBGE
(2019) o estado de Minas Gerais se destaca por ser 0 segundo maior produtor nacional,
respondendo por aproximadamente 21% da producéo brasileira.

Entre as doencas capazes de causar danos aos cultivos de tangerina, destaca-se a
Mancha Marrom de Alternaria (MMA), cujo agente etioldgico é o fungo Alternaria alternata
(Fr.:Fr.) Keissl patétipo tangerina (PEEVER et al., 2004).Esse patégeno produz a toxina
hospedeiro-especifica ACT, dessa forma, sendo capaz de causar doenca apenas em
tangerineiras e seus hibridos.(TSUGE et al., 2013; AKIMITSU et al., 2014).

Entre 0s grupos quimicos recomendados para o controle da MMA estdo as
carboxamidas (FRAC codigo 7) , triaz6is (FRAC cddigo 3) e estrobilurinas (FRAC codigo
11) (FRAC, 2018). As carboxamidas atuam nas mitocéndrias, no complexo Il na cadeia de
transporte de elétrons, como inibidoras da enzima succinato desidrogenase (SDHI),
impedindo a oxidacdo do succinato a fumarato (FRAC, 2014). Os triazdis, por sua vez, atuam
como inibidores da demetilacdo (DMI) durante a formacdo do ergosterol (ZIOGAS;
MALANDRAKIS, 2015). As estrobilurinas atuam como inibidoras da quinona oxidase (Qol),
mais especificamente nas mitocondrias, no complexo Ill da cadeia de transporte de elétrons
(FRAC, 2012) Em consequéncia ndo ocorre a formacdo de ATP, necessario para manutencao
e desenvolvimento do fitopatdgeno.

Para fungicidas DMI mutag¢Ges no gene CYP51 tém sido relatadas na literatura como
relacionadas a diminuicdo da sensibilidade (PEREIRA, MCDONALD, BRUNNER, 2017;
HEICK, JUSTESEN, JARGENSEN, 2017; TUCKER et al., 2020). As mutag0es relatadas na
literatura como relacionadas a resisténcia a fungicidas SDHI ocorrem em qualquer uma das
trés subunidades na qual ele atua. Na subunidade B ocorrem as mutacdes H277R e H277Y, ja
nas subunidades C e D as mutac¢des mais frequentes sdo: H134R e D133R (AVENOT et al.,
2008a; AVENOT; SELLAM; MICHAILIDES, 2009; YANG; BRANNEN; SCHNABEL,
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2014; FAN et al., 2015; MALANDRAKIS et al., 2018). J& mutacdo associada a elevados
niveis de resisténcia a Qol, amplamente relatada na literatura é a G134A no gene do
citocromo b mitocondrial (GISI et al., 2002; FERNANDEZ-ORTUNO, 2008; VEGA;
DEWDNEY, 2014).

Até o presente estudo ndo ha, disponivel para conhecimento publico, relato sobre a
deteccdo de isolados de Alternaria alternata patotipo tangerina, coletados em pomares
brasileiros, resistentes aos fungicidas SDHI e DMI. Além disso, até o presente, ndo ha relato

sobre a sensibilidade de isolados prospectados do municipio de Campanha-MG aos fungicidas

Qol.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéo dos isolados

Isolados de Alternaria alternata patotipo tangerina foram obtidos de folhas e frutos
infectados de cultivares de tangerina Ponkan e Dancy e seus hibridos tangelo BRS Piemonte
(C. reticulata x C. paradisi Macf.) e tangor Murcott (C. sinensis L. Osbeck x C. reticulata L.
Blanco). Amostras foram coletadas no municipio de Campanha—Minas Gerais, delas
obtiveram-se doze isolados. Além deles, foram utilizados oito isolados previamente obtidos
em Perddes-MG e trés isolados de Pogos de Caldas-MG, os ultimos cedidos pela Colecao
Micoldgica de Lavras (CML). Isolados representantes das cidades Santa Adélia-SP, Monte
Alto-SP, Sorocaba-SP, Araruama-RJ, Itaborai-RJ e Silva Jardim-RJ foram cedidos pelo
Professor Antonio de Goes da Universidade Estadual de Sdo Paulo (UNESP) Campus
Jaboticabal (Tabela 1).

Os isolamentos e obtencdo das culturas monospdricas dos isolados do municipio de
Campanha-MG foram realizados como descrito a seguir. Folhas e frutos infectados foram
lavados em agua corrente e secos em papel, fragmentos com cerca de 4 mm? foram retirados
das folhas e casca dos frutos. O processo de desinfestacdo superficial consistiu em colocar os
fragmentos por 30 segundos em &lcool etilico 70%, seguido por 1 minuto em hipoclorito de
sodio 2%, posteriormente foram lavados em &agua destilada esterilizada para retirada do
excesso de hipoclorito, os fragmentos foram colocados em placa de Petri contendo meio
Batata-Dextrose-Agar (BDA) acrescido de Cloranfenicol e incubados a 25°C com fotoperiodo
de 12 horas por 7 dias. Apds o crescimento das coldnias, discos de micelio foram cortados
com um canudo plastico e retirados com palito de dente, ambos estéreis, os discos foram
cultivados em placas de Petri com meio agar-agua a 25°C com fotoperiodo 24 h de escuro por
14 dias para induzir a producdo de conidios. Uma aliquota de 5mL de agua destilada
esterilizada foi adicionada a placa e conidios foram desalojados com al¢a de Drigalski
esterilizada, 1mL da suspensdo foi pipetado e espalhado em placa de Petri contendo meio
agar-agua e incubados a 25°C por 12 h. Um conidio germinado de cada isolado foi coletado e
transferido para placa de Petri contendo meio BDA e incubado a 25 °C com fotoperiodo de 12

horas por 5 dias para obtencdo da cultura monosporica.



Tabela 1 - Isolados de Alternaria alternata patétipo tangerina utilizados nesse estudo.
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Isolado Hospedeiro Localidade
PE1 Tangerina Ponkan Perddes, MG
PE2 Tangerina Ponkan Perddes, MG
PE4 Tangerina Ponkan Perddes, MG
PE9 Tangerina Ponkan Perddes, MG
PE13" Tangerina Ponkan Perddes, MG
PE14" Tangerina Ponkan Perddes, MG
PE15 Tangerina Ponkan Perddes, MG
PE16 Tangerina Ponkan Perddes, MG
13FR’ Tangerina Dancy Araruama, RJ
6FR” Tangerina Dancy Silva Jardim, RJ
5FR” Tangerina Dancy Itaborai, RJ
33M” Mexerica Monte Alto, SP
15M" Tangor Murcott Santa Adélia, SP

15HM” Tangor Murcott Santa Adélia, SP

CML44" Tangerina Ponkan Pouso Alegre, MG

CML45" Tangerina Ponkan Pouso Alegre, MG

CML46" Tangerina Ponkan Pouso Alegre, MG
MS” Tangor Murcott Sorocaba, SP
CP1 Tangerina Ponkan Campanha, MG
CP2 Tangerina Ponkan Campanha, MG
CP3 Tangerina Ponkan Campanha, MG
CP4 Tangerina Ponkan Campanha, MG
CP5 Tangerina Ponkan Campanha, MG
CP6 Tangerina Ponkan Campanha, MG
CP7 Tangerina Ponkan Campanha, MG
CP8 Tangerina Ponkan Campanha, MG
CP12 Tangerina Ponkan Campanha, MG
CP20 Tangerina Ponkan Campanha, MG
CP26 Tangerina Ponkan Campanha, MG
CP27 Tangerina Ponkan Campanha, MG
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" Isolados obtidos e descritos por Condé (2018). " Isolados fornecidos pela Colecdo Micoldgica de
Lavras-CML.
Fonte: Do autor (2021).

2.1.1 Identificacao e testes de patogenicidade dos isolados

Com o objetivo de avaliar a macromorfologia das col6nias, discos de cultura
monosparica dos isolados foram colocados em placas de Petri com meio de cultivo BDA
(Kasvi) a 25°C com fotoperiodo de 12 horas durante 7 dias. Depois foram observados
aspectos como coloracao e textura do micélio aéreo. Para avaliar a micromorfologia, discos de
cultura monospérica foram cultivados em meio SNA (LESLIE; SUMMERELL, 2006) com
pequenos pedacos de celofane esterilizado em sua superficie. As culturas foram incubadas em
B.O.D. a 25 °C no escuro por 14 dias. Pedagos de celofane contendo esporulagédo do fungo
foram posicionados em laminas no microscopio de campo claro Zeiss Primo Star do
Laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural da UFLA, para observacédo
do tamanho, forma e coloracao dos conidios.

A patogenicidade dos isolados foi avaliada por meio da inoculagdo dos isolados em
folhas destacadas de tangelo cv. BRS Piemonte, hibrido sensivel a Mancha Marrom de
Alternaria (MMA), e folhas de laranja Bahia, utilizadas como controle negativo. Discos
miceliais de 5 mm foram repicados em placas de Petri contendo Agar-agua e incubados a 25
°C com fotoperiodo de 24h de escuro por 14 dias para induzir a producdo de conidios. Uma
aliquota de 5mL de agua destilada esterilizada foi adicionada a placa e conidios foram
desalojados com alca de Drigalski esterilizada, 0 numero de conidios foi avaliado utilizando
camara de Neubauer, as suspensdes foram calibradas para a concentracdo de 2x10* conidios
por mL. As inoculacdes foram realizadas na face abaxial das folhas destacadas com cotonete
embebido na suspensao, as folhas foram acondicionadas sobre folha de papel filtro em caixas
Gerbox com pedacos de algoddo embebido em agua estéril para manutencdo da umidade.
Decorridas 72 horas ap06s a inoculagdo, as folhas foram avaliadas quanto a presenca de
sintomas caracteristicos da doenga. Isolados de Campanha-MG que causaram sintomas apenas
nas folhas de tangelo cv. BRS Piemonte foram considerados como pertencentes ao patotipo

tangerina.
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2.2 Avaliacao in vitro da sensibilidade dos isolados

Testes in vitro para a avaliacdo da sensibilidade dos isolados a fungicidas DMI, SDHI
e Qol para determinacdo da ECso (concentragcdo capaz de inibir em 50% o crescimento
micelial) foram realizados. Os isolados foram cultivados em meio BDA (Kasvi) acrescido de
cloranfenicol e incubados a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas por 7 dias para a producédo de
inculo. Os fungicidas Cantus® (Boscalida a 500 g kg™; Basf), Folicur® (Tebuconazol a 200 g
L; Bayer), Score® (Difenoconazol a 250 g L™; Syngenta), Amistar WG® (Azoxistrobina a
500 g kg; Syngenta) e Comet® (Piraclostrobina a 250 g L™; Basf) foram diluidos em agua
destilada para obterem-se solucdes estoque de 1 g L™.

Todos o0s experimentos descritos a seguir foram montados em delineamento
inteiramente ao acaso (DIC) com seis repeticdes. Os experimentos foram repetidos ao menos

uma vez.

2.2.1 Avaliacdo in vitro da sensibilidade a fungicidas SDHI

Nesse experimento o delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com
6 repeticdes. As doses de 0 (controle); 5; 50; 100; 150; 300; 450 e 600 pg mL™ do fungicida
Cantus® (boscalida) foram utilizadas para determinar a ECs dos isolados. Para a montagem
dos experimentos in vitro utilizou-se 0 meio de cultivo BDA e, aos mesmos foram acrescidos
cloranfenicol e acido salicilhidroxamico (SHAM) a 0,05 mM. O SHAM foi adicionado ao
meio de cultivo para suprimir a rota alternativa da respiracdo do fungo. Discos de micélio
com 5 mm de diametro foram retirados de indculos com 7 dias de crescimento e transferidos
para placas contendo meio de cultivo BDA acrescido com as doses de cada tratamento. Em
cada placa foram repicados quatro isolados. As placas foram incubadas a 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas por 6 dias.

De acordo com a sensibilidade a boscalida, os isolados de A. alternata foram
separados em quatro classes, sendo elas: isolados sensiveis (S) quando os valores de ECs
variaram entre 0 e 1 pg mL™ , isolados com sensibilidade reduzida (SR) com valores de ECs
entre 1 e 15 pug mL™, isolados com resisténcia intermediaria (R1) quando os valores de ECso
variaram entre 15 e 100 pug mL™, e isolados altamente resistentes (AR) quando os valores de
EC50 foram superiores a 100 pg mL* (MATIC et al, 2019; AVENOT; MORGAN;
MICHAILIDES, 2008b).



33

2.2.2 Avaliacdo in vitro da sensibilidade a fungicidas DMI

Nesses experimentos o delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC),
com 6 repeticdes. As doses de 0 (controle); 1; 10; 50; 100; 150 e 200 pg mL™ do fungicida
Folicur® (tebuconazol) e 0 (controle); 10; 25; 50; 100; 150 e 200 ug mL™ do fungicida Score®
(difenoconazol) foram utilizadas para determinar a ECsp dos isolados. Para a montagem dos
experimentos in vitro utilizou-se 0 meio de cultivo BDA e, aos mesmos foi adicionado
cloranfenicol a 0,05 mM. Discos de micélio com 5 mm de diametro foram retirados de
indculos com 7 dias de crescimento e transferidos para placas contendo meio de cultivo BDA
acrescido com as doses de cada tratamento. Em cada placa foram repicados quatro isolados.
As placas foram incubadas a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas por 6 dias.

De acordo com os valores de ECs e baseado nas escalas de Edgington; Khew; Barron
(1971); Tavares; Souza (2005) os isolados foram classificados em 4 classes de sensibilidade
aos fungicidas, a saber: ECsp < 1 pg mL™ - alta sensibilidade (AS); ECso > 1 e < 10 pg mL™ -
moderada sensibilidade (MS); ECso > 10 e < 50 pg mL™ - baixa sensibilidade (BS); ECs > 50
ng mL™* - insensibilidade (1).

2.2.3 Avaliacdo in vitro da sensibilidade a fungicidas Qol

Nesse experimento o delineamento utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), com
6 repeticdes. As doses de 0 (controle); 100; 200; 400; 800; 1200 e 1600 ug mL™ do fungicida
Amistar WG® (azoxistrobina) e 0 (controle); 1; 10; 40; 80; 100 e 120 ug mL™ do fungicida
Comet® (piraclostrobina) foram utilizadas para determinar a ECso dos isolados. Para a
montagem dos experimentos in vitro utilizou-se 0 meio de cultivo BDA e, ao mesmo foram
acrescidos cloranfenicol e acido salicilhidroxdmico (SHAM) a 0,05 mM. Discos de miceélio
com 5 mm de diametro foram retirados de indculos com 7 dias de crescimento e transferidos
para placas contendo meio de cultivo BDA acrescido com as doses de cada tratamento. Em
cada placa foram repicados quatro isolados. As placas foram incubadas a 25 °C com
fotoperiodo de 12 horas por 6 dias.
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2.3 AVALIACAO DO CUSTO ADAPTATIVO

Os isolados com fenotipos de resisténcia e sensibilidade aos fungicidas foram
selecionados de acordo com os resultados de ECsy. Dessa forma, foram selecionados quatro
isolados compreendendo dois SDHI-resistentes e dois SDHI-sensiveis a Cantus®; cinco
isolados compreendendo dois DM I-resistentes e um DMI-sensivel & Folicur® e dois isolados
compreendendo DM |-resistentes e um DMI-sensivel & Score®.

Os parametros avaliados quanto ao custo adaptativo foram: crescimento micelial,
esporulacdo in vitro, stress oxidativo e stress osmotico. Todos 0s experimentos descritos a
seguir foram montados em delineamento inteiramente ao acaso (DIC) com quatro repeti¢oes

por isolado. Os experimentos foram repetidos a0 menos uma vez.

2.3.1 Crescimento micelial

Para montagem do experimento de crescimento micelial, discos de micélio de cada um
dos isolados foram transferidos para meio BDA e incubados a 25 °C com fotoperiodo de 12
horas por 7 dias.

2.3.2 Esporulacéo in vitro

Para a avaliacdo da producdo de conidios os isolados foram cultivados em meio de
cultivo Agar-agua e incubados a 25 °C no escuro por 14 dias. Decorrido esse tempo, 5 mL de
agua destilada estéril foi adicionada em cada placa e, com uma al¢a de Drigalski os conidios
foram desalojados da placa, logo em seguida a solucédo obtida foi acondicionada em béqueres.

A quantificagdo dos conidios foi realizada utilizando cadmara de Neubauer.

2.3.3 Sensibilidade osmética (SOS) e Sensibilidade oxidativa (SOX)

O herbicida Gramoxone 200® (Paraquate a 200 g L™*; Syngenta) foi utilizado como
indicador de stress oxidativo. Para a montagem dos experimentos in vitro utilizou-se o meio
de cultivo BDA e Gramoxone 200® nas doses de: 0 (controle); 50; 100 e 200 pg mL™. Discos

de micélio com 5 mm de didametro foram retirados de coldnias com 7 dias de crescimento e
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transferidos para placas contendo meio de cultivo BDA acrescido com as doses de cada
tratamento. Em cada placa foram repicados quatro isolados. As placas foram incubadas a 25
°C no escuro por 5 dias.

O Cloreto de Sodio (NaCl) foi utilizado como indicador de stress osmotico. Para a
montagem dos experimentos in vitro utilizou-se o meio de cultivo BDA e NaCl nas doses de:
0 (controle); 4 e 8 pg mL™. Discos de micélio com 5 mm de didmetro foram retirados de
indculos com 7 dias de crescimento e transferidos para placas contendo meio de cultivo BDA
acrescido com as doses de cada tratamento. Em cada placa foram repicados quatro isolados.

As placas foram incubadas a 25 °C no escuro por 5 dias.

3 VARIAVEIS ANALISADAS

Para a avaliacdo da sensibilidade in vitro dos isolados a fungicidas, os didmetros da
col6nia foram obtidos com um paquimetro digital e deles foi subtraido o tamanho do disco de
micélio original (5 mm). Esses valores de crescimento micelial foram convertidos em

crescimento relativo (CR), por meio da seguinte formula:

MDC

CR = (MDT

)*100

Sendo:
CR: crescimento relativo, em porcentagem;
MDC: média do diametro do controle;

MDT: média do didmetro do tratamento.

Apos a conversdo do crescimento micelial em CR, determinou-se as ECsp por meio de
regressdes nao lineares do CR pelo log das doses dos fungicidas usando o software ED50plus
v1.0 (Vargas, 2000).

Nos testes de SOX e SOS, os valores de crescimento micelial também foram
convertidos em CR.

O crescimento micelial foi avaliado aos 5 dias ap0s incubacdo. Foram determinados 0s
didmetros da coldnia em duas dire¢bes perpendiculares com um paquimetro digital e deles foi
subtraido o tamanho do disco de micélio original (5 mm). Utilizou-se a média dos valores
obtidos nas duas direcGes para determinar o crescimento micelial de cada isolado.

Nos experimentos de esporulagéo in vitro foi quantificado o nimero de conidios.
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4 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis analisadas em cada experimento foram submetidas ao teste de
ShapiroWilk (p>0,05) para verificar a normalidade dos dados.

Atendida a normalidade, os dados foram submetidos a analise de variancia (Teste F p
<0,05) e quando significativo, as variaveis qualitativas foram comparadas por Teste de Scott-
Knott (p<0,05). Quando ndo atendido o pressuposto da normalidade, os dados foram
submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Realizou-se a analise conjunta dos experimentos repetidos no tempo para verificar se
houve diferenca entre 0s mesmos.

Para todas as andlises foi utilizado o software R Core Team (2021).
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5 RESULTADOS

5.1 Identificagdo dos isolados e teste de patogenicidade

As coldnias obtidas dos isolamentos dos materiais vegetais de Campanha-MG (Figura

1) apresentam caracteristicas condizentes com o género Alternaria.

Figura 1 - Frutos sintomaticos obtidos no municipio de Campanha-MG.

Fonte: Do autor (2021).
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A identidade foi confirmada por meio da micromorfologia e macromorfologia das
coldnias. Na micromorfologia foi possivel observar conidios pigmentados, fragmosporos e
dictiosporos, com formato variando entre conidios ovoides a elipsdides, de tamanho pequeno

a médio (Figura 2).

Figura 2 - Conidios de Alternaria alternata de tangerina.

Fonte: Do autor (2021).

J& na macromorfologia observou-se formacdo de micélio aéreo abundante de
coloracdo branca, acinzentado-claro a acinzentado-escuro (Figura 3) com reverso variando de
marrom-claro a marrom-escuro com bordas brancas (Figura 4). Essas caracteristicas estdo em
concordancia com o que foi descrito em trabalhos anteriores (ELLIS, 1993; LAWRENCE et
al., 2013; WOUDENBERG et al., 2015).
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Figura 3 - Placas de isolados de Alternaria alternata obtidos de tangerinas de Campanha-
MG.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 4 — Reverso das placas de isolados Alternaria alternata obtidos de tangerinas de
Campanha-MG.

Fonte: Do autor (2021).

A patogenicidade dos isolados de Campanha-MG foi confirmada. Decorridas 72 horas

apo6s a inoculagdo observou-se sintomas em folhas de tangelo cv. BRS Piemonte. Em
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contrapartida, nas folhas de laranja cv. Bahia ndo ocorreu reproducéo de sintomas (Figura 5).
Os demais isolados utilizados nesse estudo foram identificados e caracterizados em trabalho
anterior realizado por Condé (2018).
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Figura 5 - Teste de patogenicidade dos isolados de Alternaria alternata patdtipo tangerina
prospectados de Campanha-MG.

Fonte: Do autor (2021).
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N&o houve diferenga significativa entre os experimentos repetidos no tempo para as

varidveis analisadas (p<0,05). Dessa forma, utilizou-se a média dos valores desses

experimentos.

5.2.1 Avaliacdo in vitro da sensibilidade a fungicidas SDHI

Os valores de ECs, para a boscalida variaram entre 2,68 pg mL™ e 28,72 pug mL°

!(Tabela 2).

Tabela 2 - VValores médios da concentracado efetiva que inibe o crescimento micelial em 50%

(ECs0) para boscalida em isolados de Alternaria alternata patotipo tangerina.

Isolado ECso (ug mL™) Sensibilidade”
PE1 3,701 SR
PE2 19,57 b RI
PE4 19,80 b RI
PE9 4,31k SR
PE13 2,68 m SR
PE14 11,71 e SR
PE15 4,65 k SR
PE16 9,73 g SR
13FR 9,59 g SR
6FR 3,19 m SR
5FR 4,43 k SR
33M 6,06 i SR
15M 6,27 i SR

15HM 7,35 h SR

CML44 7,63 h SR

CML45 7,88 h SR

CML46 7,13 h SR
MS 3,72 1 SR
CP1 28,55 a RI
CP2 10,61 f SR
CP3 28,72 a RI
CP4 19,67 b RI
CP5 591i SR
CP6 529 SR
CP7 10,72 f SR
CcP8 9,35 g SR
CP12 12,19 e SR
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CP20 10,40 f SR
CP26 16,83 ¢ RI
Cp27 12,92 d SR
Média 10,35

Legenda: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott
(p<0,05). " Isolados sensiveis (S), isolados com sensibilidade reduzida (SR), isolados com resisténcia
intermediéria (RI), e isolados altamente resistentes (AR), baseado nas classes propostas por Matic et
al. (2019) ); Avenot; Morgan; Michailides (2008b).

Fonte: Do autor (2021).

5.2.2 Avaliacéo in vitro da sensibilidade a fungicidas DMI

Os valores de ECs para o difenoconazol variaram entre 4,47 ug mL™ e 27,22 pg mL™
(Tabela 3).
Tabela 3 - Valores médios da concentracdo efetiva que inibe o crescimento micelial em 50%

(EC50) para difenoconazol e tebuconazol em isolados de Alternaria alternata
patétipo tangerina.

lad Difenoconazol Tebuconazol
Isolado ECs (g ML) | Sensibilidade” | ECso (ugmL™) | Sensibilidade”
PEL 6,85 i MS 11,25 ¢ BS
PE2 12,26 d BS 14,07 b BS
PE4 11,07 e BS 10,83 ¢ BS
PE9 11,10 BS 11,70 d BS
PE13 27,22 a BS 11,25 ¢ BS
PE14 13,98 b BS 15,53 a BS
PE15 8,90 g MS 11,91 d BS
PE16 14,41 b BS 12,48 ¢ BS
13FR 11,15¢ BS 12,08 d BS
6FR 5,75 ] MS 9,72 f MS
5FR 7,66 h MS 14,92 a BS
33M 12,20 d BS 11,33 ¢ BS
15M 5,54 ] MS 8,38 g MS
15HM 4,47 k MS 7,42 h MS
CML44 8,27 g MS 11,03 BS
CML45 12,85 ¢ BS 11,41 e BS
CML46 6,97 i MS 11,84 d BS
MS 11,07 e BS 12,74 ¢ BS
CP1 8,48 g MS 11,64 d BS
CP2 11,58 BS 12,13 d BS
CcP3 8,85 g MS 12,09 d BS
CP4 12,47 d BS 12,82 ¢ BS
CcP5 12,88 ¢ BS 14,48 b BS
CP6 11,02 ¢ BS 10,57 e BS
CP7 8,56 g MS 12,51 ¢ BS

CP8 13,81 b BS 11,23 e BS
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CP12 10,42 f BS 10,70 e BS
CP20 11,14 e BS 11,76 d BS
CP26 11,37 e BS 11,73 d BS
CP27 9,95f MS 12,66 c BS
Média 10,74 11,81

Legenda: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott
(p<0,05). "Alta sensibilidade (AS), Moderada sensibilidade (MS), Baixa sensibilidade (BS), Insensivel
(I, baseado nas escalas de Edgington; Khew; Barron (1971); Tavares; Souza (2005).

Fonte: Do autor (2021).

5.2.3 Avaliacao in vitro da sensibilidade a fungicidas Qol

Os isolados foram insensiveis a presenca da azoxistrobina, com valores de ECs
superiores & 1600 pug mL™, os valores de ECs, observados para piraclostrobina, com excecao
do isolado CP5, foram superiores & 120 ug mL™ (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores médios da concentracdo efetiva que inibe o crescimento micelial em 50%
(ECso) para azoxistrobina e piraclostrobina em isolados de Alternaria alternata
patétipo tangerina.

ECso (ug mL™)
Isolado Azoxistrobina Piraclostrobina
CML44 > 1600 >120
CML45 > 1600 >120
CML46 > 1600 > 120
CP1 > 1600 > 120
CP2 > 1600 >120
CP3 > 1600 > 120
CP4 > 1600 > 120
CP5 > 1600 43,61
CP6 > 1600 > 120
CP7 > 1600 >120
CP8 > 1600 > 120
CP12 > 1600 >120
CP20 > 1600 > 120
CP26 > 1600 > 120
CP27 > 1600 >120
Média - -

Fonte: Do autor (2021).
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5.3 Avaliacao do custo adaptativo

5.3.1 Crescimento micelial

Quando comparados os fenotipos de resisténcia e sensibilidade a SDHI, os isolados
CP1 e 6FR apresentaram a maior media de crescimento micelial, diferindo-se
significativamente (p<0,05) dos isolados CP3 e PE13, tais isolados também diferiram entre si
(Tabela 5). Ja para os fenotipos de resisténcia e sensibilidade a DMI, o isolado 15HM
apresentou maior média diferindo-se significativamente (p<0,05) dos isolados PE14 e 5FR

(para tebuconazol) e PE13 (para difenoconazol) (Tabela 5).

Tabela 5 - Tabela comparativa do crescimento micelial dos isolados representativos SDHI
resistentes e SDHI sensiveis; DMI resistente e DMI sensiveis de Alternaria
alternata patotipo tangerina.

Isolado Crescimento micelial (mm) apoés 5 dias
Resistente Boscalida Tebuconazol Difenoconazol
CP1 49,16 a* - -
CP3 47,13 b - -
PE14 - 38,54 b -
5FR - 42,72 b -
PE13 - - 39,23 b
Sensivel
6FR 50,69 a - -
PE13 39,23 ¢ - -
15HM - 58,69 a 58,69 a

'Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott
(p<0,05).
Fonte: Do autor (2021).

5.3.2 Esporulacéo

Os dados de esporulacdo para tebuconazol e difenoconazol possuem uma alta
frequéncia de valores iguais, como consequéncia ocorre o afastamento dos pressupostos da
ANAVA mesmo aplicando transformacao, ndo possibilitando a realizacdo de teste de media.

Devido a isso os dados foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.
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Quando comparados os fendtipos de resisténcia e sensibilidade a SDHI, o isolado CP1
apresentou a maior media de esporulacdo diferindo-se significativamente dos demais isolados
(p<0,05) (Tabela 6), para os fendtipos de resisténcia e sensibilidade a tebuconazol, o isolado
PE14 foi diferente (p<0,05) dos isolados 15HM e 5FR. Para difenoconazol foi observada
diferenca (p<0,05) entres os isolados PE13 e 15HM (Tabela 6).

Tabela 6 - Tabela comparativa da esporulagéo dos isolados representativos SDHI resistentes
e SDHI sensiveis; DMI resistente e DMI sensiveis de Alternaria alternata
patétipo tangerina.

Isolado Esporulagéo (conidios mL™)
Resistente Boscalida Tebuconazol* Difenoconazol*
CP1 36,59 x 10" a* - -
CP3 26,50 x 10* b - -
PE14 - 1,6 x10°a -
5FR - 0x10° b -
PE13 - - 1,62 x 10* a
Sensivel
6FR 0,37 x 10*d - -
PE13 1,68 x 10° ¢ - -
15HM - 0x10° b 0x10° b

'Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott
(p<0,05). *Os dados foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, sendo que as
multiplas comparagdes foram realizadas pelo teste de Dunn’s, a 5% de probabilidade. As letras
mindsculas distintas indicam diferencas significativas entre as medianas.

Fonte: Do autor (2021).

5.3.3 Sensibilidade osmética (SOS) e Sensibilidade oxidativa (SOX)

Hipersensibilidade ao stress osmotico foi observada nos isolados com fendétipo de
resisténcia a boscalida quando comparados aos sensiveis na dose de 4% (p<0,05) (Tabela 7),
os isolados com fenotipo de resisténcia a tebuconazol e difenoconazol sofreram penalidades
(Tabelas 8 e 9), apresentando reducdo (p<0,05) no crescimento relativo (CR) quando
comparados com os fenotipos sensiveis.

Em relagdo a sensibilidade oxidativa, os isolados com fenétipo de resisténcia a
boscalida apresentaram CR inferior (p<0,05) em todas as doses quando comparados aos

isolados sensiveis (Tabela 7), por outro lado, ndo foram observadas diferencas entre os
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isolados com fenotipo de resisténcia e sensibilidade a tebuconazol e difenoconazol (p<0,05)

(Tabelas 8 e 9).

Tabela 7 - Tabela comparativa da SOS e SOX dos isolados de Alternaria alternata patotipo
tangerina dos fendtipos de resisténcia e sensibilidade a SDHI.

Crescimento relativo (%)
Isolado Sensibilidade Osmotica Sensibilidade Oxidativa
(NacCl) (Paraquate)
4% | 8% 50ppm | 100ppm | 200 ppm

Boscalida
Resistente

CP1 51,54 d* 48,28 a 85,64 b 62,93 d 31,90 ¢

CP3 53,51 ¢ 3549 ¢ 83,96 ¢ 73.81b 42,88 b
Boscalida
Sensivel

6FR 61,56 b 42,08 b 82,02 d 65,34 ¢ 31,92¢

PE13 84,64 a 31,08 d 92,82 a 78,88 a 56,07 a

CV (%) 1,71 2,4 0,59 0,70 0,99

'Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott

(p<0,05).
Fonte: Do autor (2021).

Tabela 8 - Tabela comparativa da SOS e SOX dos isolados de Alternaria alternata pato6tipo
tangerina dos fendtipos de resisténcia e sensibilidade & DMI (Tebuconazol).

Crescimento relativo (%)
Isolado Sensibilidade Osmética Sensibilidade Oxidativa
(NaCl) (Paraquate)
4% | 8% 50ppm | 100ppm | 200 ppm
Tebuconazol
Resistente
PE14 49,26 bt 40,56 b 85,53 a 75,82 a 69,23 a
5FR 3281c 32,34c 82,78 b 62,07 b 33,86 b
Tebuconazol
Sensivel
15HM 75,97 a 4151 a 76,95 ¢ 54,67 ¢ 22,98 ¢
CV (%) 0,99 0,74 0,46 0,89 1,11

"Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si de acordo com o teste de Scott-Knott

(p<0,05).
Fonte: Do autor (2021).
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Tabela 9 - Tabela comparativa da SOS e SOX dos isolados de Alternaria alternata patotipo
tangerina dos fenétipos de resisténcia e sensibilidade a DMI (Difenoconazol).

Crescimento relativo (%)
Isolado Sens'b'"?ﬁgéssmoma Sensibilidade Oxidativa (Paraquate)
4% | 8% 50 ppm | 100 ppm | 200 ppm
Difenoconazol
Resistente
PE13 84,64 a 31,08 b 92,82a 78,88 a 56,07 a
Difenoconazol
Sensivel
15HM 75,97 b 41,51 a 76,95 b 54,67 b 22,98 b
CV (%) 1,12 1,59 0,54 0,83 1,36

'Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si de acordo com o teste de Scott-

Knott (p<0,05).
Fonte: Do autor (2021).
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo in vitro da sensibilidade de isolados de Alternaria alternata patotipo

tangerina
6.1.1 Avaliacdo in vitro da sensibilidade a fungicidas SDHI

Os valores de ECs para a boscalida variaram entre 2,68 ug mL™ e 28,72 pg mL™?, em
contrapartida, Vega e Dewdney (2015) em estudo com isolados de Alternaria alternata
proveniente de plantas de citros observaram valores de ECsq entre 0,07 ug mL™ e 5,84 pg
mL™. J4 Avenot et al. (2014) em estudo com isolados A. alternata obtidos de plantas de
pistache sem histdrico de pulverizacdo com fungicidas SDHI, descreveram valores de ECsg
2,184 pg mL™ & 4,357 pg mL™ em isolados com sensibilidade reduzida. J4 em &reas com
histrico de aplicacio de fungicidas SDHI os autores observaram valores de ECsp >100 mL™
para isolados de resisténcia alta. Mati¢ et al. (2019) observaram resultado semelhante em
estudo com isolados de Alternaria spp. obtidos de hortalicas, com valores de ECs entre 4,51
nug mL? para isolados com sensibilidade reduzida e 34,32 pug mL™ para isolados com
resisténcia intermediéria.

Com base nos resultados obtidos nesse estudo, € possivel levantar duas hipéteses: a de
que apesar de moléculas de SDHI ndo serem registradas no Brasil para esse patossistema,
fungicidas do grupo quimico das carboxamidas estdo sendo utilizados a campo em pomares
de tangerina. A outra hipdtese diz respeito a existéncia de individuos resistentes na populacéo
mesmo antes dessa ser exposta ao fungicida.

De acordo com os valores de ECs observados e as classes propostas por Mati¢ et al.
(2019); Avenot; Morgan; Michailides (2008b) pode-se inferir que entre os isolados utilizados
no presente estudo ndo se tem isolados sensiveis (S), mas sim isolados com sensibilidade

reduzida (SR) e resisténcia intermediaria (RI).

6.1.2 Avaliacéo in vitro da sensibilidade a fungicidas DMI

Os valores de ECs para o difenoconazol variaram entre 4,47 pg mL™ e 27,22 pg mL™,
em contrapartida, Ishii et al. (2021) observaram valores de ECs entre 1,880 mg L™ e >10 mg

L™ em estudo com isolados resistentes de Cercospora beticola. Reuveni e Sheglov (2002)
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observaram o valor médio de 25 ug mL™ em experimentos de germinacdo e 0,8 pg mL™ em
experimento de crescimento micelial com isolados de A. alternata obtidos de macieiras.

Para tebuconazol, os valores de ECs, variaram entre 7,42 pg mL™ e 15,53 pg mL’
!(Tabela 3). Em &reas com histérico de aplicacdo de fungicida Ishii et al. (2021) observaram
valores de ECsq entre 1,243 mg L™ 4 2,675 mg L™ para isolados de A. alternata. J& Avenot et
al. (2016) observaram em isolados de A. alternata provenientes de plantas de pistache valores
de ECsoentre 0,02 pg mL™ e 2,99 ug mL™. Kayamori et al. (2021) verificaram valores médios
de ECso de 5,7 ug mL™ em isolados de Cercospora beticola. Em isolados de Colletotrichum
truncatum Zang et al. (2017) descreveram valor de ECsp>40 pg mL™.

Com base nos valores obtidos para os fungicidas difenoconazol e tebuconazol e as
escalas de Edgington; Khew; Barron (1971); Tavares; Souza (2005) pode-se inferir que entre
os isolados utilizados no presente estudo ndo se tem isolados altamente sensiveis, mas sim

isolados com sensibilidade moderada e baixa.

6.1.3 Avaliacéo in vitro da sensibilidade a fungicidas Qol

No presente estudo todos os isolados foram insensiveis a presenca da azoxistrobina,
com valores de ECs, superiores & 1600 pg mL™, esse valor é duas vezes a dose de ingrediente
ativo presente na dose recomendada do produto. Em contrapartida, Vega et al. (2012)
descreveram valores de ECs, superiores a 10 pg mL™ para azoxistrobina, ja& Chitolina et al.
(2021) observaram ECs; superiores a 100 pg mL™ em isolados de A. alternata patétipo
tangerina. Em isolados de A. alternata obtidos de plantas de pistache foram observados
valores de ECs; superiores a 200 pg mL™ para azoxistrobina (KARAOGLANIDIS; LUO;
MICHAILIDES, 2011a).

Mondal et al. (2005) descreveram a dose discriminatéria de 10 pg mL™ para
piraclostrobina em isolados de A. alternata pat6tipo tangerina, ja os valores de ECs
observados nesse trabalho, com excecdo do isolado CP5, foram superiores & 120 pg mL™.

Chitolina et al. (2021) observaram ECs superiores a 100 pg mL™ para piraclostrobina.

6.2 Avaliacao do custo adaptativo

6.2.1 Crescimento micelial
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O fendtipo de resisténcia a SDHI ndo sofreu reducdo de crescimento micelial em
BDA, concordando com o observado por Fan et al. (2015) e Avenot, Sellam e Michailides
(2016) em isolados de A. alteranata e Chen et al. (2021) em isolados de Fusarium asiaticum.
Esse resultado indica que o isolado com fendtipo de resisténcia pode competir de forma
efetiva com isolados com fenotipo de sensibilidade. Por outro lado os fenotipos de resisténcia
a DMI sofreram redugdo no crescimento micelial, resultado semelhante foi observado por
Karaoglanidis et al. (2011b) em isolados de Penicillium expansum, ja Malandrakis et al.
(2015) ndo observaram penalidades em isolados de A. alteranata. He et al. (2019) hipotetiza
que as penalidades que acometem isolados resistentes a DMI diminuam a frequéncia dos

mesmos em populagdes.

6.2.2 Esporulagio

O isolado CP1 apresentou a maior média de esporulacdo (p<0,05), em concordancia,
Malandrakis et al. (2018) observaram que isolados resistentes de A. alternata exibiram maior
esporulacdo quando comparados com sensiveis. Em contrapartida, Fan et al. (2015) néo
descreveram diferencgas na esporulagéo de isolados de A. alternata, Cox, Bryson e Schnabel
(2007) observaram resultado semelhante em Monilinia fructicola.

Os fenotipos de resisténcia a tebuconazol e difenoconazol apresentaram as maiores
medianas, o contrério foi descrito por Zhang et al. (2017) que descreveram reducdes na
esporulacdo de isolados de C. truncatum com resisténcia a fungicidas DMI, por outro lado,
Malandrakis et al. (2015) ndo observaram diferencas na esporulacdo de isolados de A.

alteranata.

6.2.3 Sensibilidade osmética (SOS) e Sensibilidade oxidativa (SOX)

Isolados com fenotipo de resisténcia a boscalida foram mais sensiveis ao stress
osmotico quando comparados aos isolados fenotipicamente sensiveis na dose de 4%, em
contrapartida Fan et al. (2015) ndo observou penalidade em isolados de A. alternata na
mesma dose. Malandrakis et al. (2017) observou redugdo no crescimento micelial em um
mutante de Penicillium expansum a 5% de NaCl. Ja os isolados com fenétipo de resisténcia a
tebuconazol e difenoconazol sofreram penalidades no crescimento relativo (CR) quando

comparados com os fendtipos sensiveis, tal resultado esta em concordancia com o relato de
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Gao et al. (2018) e Liu et al. (2009) em Colletotrichum acutatum e Sclerotinia sclerotiorum,
respectivamente.

Quanto a sensibilidade oxidativa, os isolados com fenotipo de resisténcia a boscalida
apresentaram CR inferior em todas as doses quando comparados aos isolados sensiveis,
concordando com o observado em isolados de A. alternata por Avenot, Sellam e Michailides
(2017) e Fan et al. (2015).
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7 CONCLUSOES

Os isolados de Alternaria alternata patétipo tangerina obtidos de material vegetal
oriundo de Campanha-MG apresentam resisténcia a fungicidas Qol.

Isolados utilizados nesse estudo apresentam resisténcia a fungicidas DMI e SDHI.

N&o foram observadas reducfes na esporulacdo dos fenotipos de Alternaria alternata
de tangerinas, com resisténcia a SDHI e DMI. Isolados SDHI resistentes apresentaram

hipersensibilidade a stress oxidativo.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos com maior abrangéncia geografica sdo de suma importancia para avaliar a
sensibilidade de isolados de Alternaria alternata patétipo tangerina em pomares brasileiros.
O emprego de ferramentas de biologia molecular é necessario para verificar a

existéncia de mutacdes nos fendtipos de resisténcia do presente estudo.
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