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RESUMO

A mancha marrom de alternaria, causada por Alternaria alternata patotipo tangerina é
uma importante doenca fungica que afeta tangerinas, tangelos e tangores, gerando sérios
danos a producdo. No Brasil, o primeiro relato do patdgeno ocorreu no Rio de Janeiro em
2001 e atualmente a doenga estd disseminada em varios estados, com énfase em Minas
Gerais, sendo 0 municipio de Campanha um dos maiores produtores do pais. Nesse contexto,
0 objetivo deste trabalho foi comparar diferentes métodos na determinagéo da sensibilidade de
isolados de A. alternata patdtipo tangerina, a um fungicida inibidor da succinato
desidrogenase. Foram avaliadas as sensibilidades de 7 isolados de A. alternata obtidos de
folhas e frutos de Tangerina Ponkan da cidade de Campanha no estado de Minas Gerais ao
fungicida Cantus, pertencente ao grupo quimico dos inibidores da succinato desidrogenase
(SDHI). O fungicida foi adicionado em meio de cultura BDA com e sem &cido
salicilhidroxamico (SHAM) em dose discriminatéria de 10ppm. A avaliacdo consistiu na
determinacdo da inibicdo do crescimento micelial, comparado com a testemunha. Quando
comparados o0s resultados entre 0s experimentos de crescimento micelial sem SHAM e com
SHAM, observou-se um decréscimo médio de 9,97mm no crescimento micelial com SHAM.
Tal resultado justifica 0 uso do SHAM como inibidor da rota alternativa de respiracao
fangica. Nos experimentos de crescimento micelial todos os isolados foram fenotipicamente
sensiveis, isso é, com valores de crescimento relativo menores que 50%, por outro lado, nos
experimentos de germinacdo apenas o isolado CP4 apresentou fenétipo de sensibilidade.
Portanto, visto que a avaliacdo da germinagdo de esporos € o método mais utilizado para
avaliacdo da sensibilidade a fungicidas, é possivel inferir que a avaliacdo do crescimento
micelial ndo é um método eficiente para determinacdo de sensibilidade.

Palavras-chave: Mancha marrom de alternaria; boscalida; dose discriminatoria; acido
salicilhidroxamico.



SUMMARY

Alternaria brown spot, caused by Alternaria alternata pathotype tangerine, is an
important fungal disease that affects tangerines, tangelos and tangors, causing serious damage
to production. In Brazil, the first report of the pathogen occurred in Rio de Janeiro in 2001
and the disease is currently disseminated in several states, with emphasis on Minas Gerais,
with the municipality of Campanha being one of the largest producers in the country. In this
context, the objective of this work was to compare different methods for determining the
sensitivity of A. alternata pathotype tangerine isolates to a succinate dehydrogenase inhibitor
fungicide. The sensitivities of 7 isolates of A. alternata obtained from leaves and fruits of
Tangerina Ponkan from the city of Campanha in the state of Minas Gerais to the fungicide
Cantus, belonging to the chemical group of succinate dehydrogenase (SDHI) inhibitors, were
evaluated. The fungicide was added to PDA culture medium with and without
salicylhydroxamic acid (SHAM) at a discriminating dose of 10ppm. The evaluation consisted
of determining the inhibition of mycelial growth, compared with the control. When
comparing the results between mycelial growth experiments without SHAM and with SHAM,
an average decrease of 9.97mm in mycelial growth with SHAM was observed. This result
justifies the use of SHAM as an inhibitor of the alternative route of fungal respiration. In the
myecelial growth experiments, all isolates were phenotypically sensitive, that is, with relative
growth values lower than 50%, on the other hand, in the germination experiments, only the
CP4 isolate showed a sensitivity phenotype. Therefore, since the evaluation of spore
germination is the most used method for evaluating sensitivity to fungicides, it is possible to
infer that the evaluation of mycelial growth is not an efficient method for determining
sensitivity.

Keywords: Alternaria brown spot; boscalid; discriminatory dose; salicylhydroxamic acid.
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1 INTRODUCAO

A mancha marrom de alternaria (MMA), causada por Alternaria alternata patdtipo
tangerina é uma importante doenca fungica que afeta tangerinas, tangelos e tangores, gerando
sérios danos a producdo. A presenca desta em areas de cultivo de citros ja foi relatada em
diversos paises. No Brasil, o primeiro relato ocorreu no Rio de Janeiro, em 2001 e atualmente
a doenca esta disseminada em varios estados, com énfase em Minas Gerais, especialmente no
municipio de Campanha, um dos maiores produtores do pais (GOES et al., 2001; TIMMER et
al., 2003).

Embora muito cultivada a variedade de tangerina Ponkan é bastante suscetivel a
mancha marrom de alternaria. O patdgeno atinge érgdos jovens da parte aérea da planta
causando lesdes de coloracdo marrom escura em folhas e frutos jovens, e lesGes de coloracao
marrom com presenca de halo amarelado em folhas maduras (SPOSITO et al.; TIMMER et
al., 2003).

O controle da MMA requer taticas de manejo integrado, com a combinacdo de praticas
culturais e aplicacdo de fungicidas. O uso de fungicidas constitui a principal medida de
controle da mancha marrom de alternaria. Os fungicidas comerciais mais utilizados sdo a base
de cobre e os inibidores da quinona oxidase (Qol), ou a sua combinacdo com inibidores da
desmetilacdo (DMI) (MENDONCA; PEREZ & TIMMER, 2005).

Devido a importancia do controle da doenca para garantir uma boa producgéo, séo
necessarias sucessivas pulverizacdes, muitas vezes de forma sequencial com o mesmo
mecanismo de acdo, de Qol ou DMI. Essa forma de manejo pode levar a perda da
sensibilidade do patdégeno (BRENT & HOLLOMON, 2007a), dificultando e comprometendo
a eficiéncia dos tratamentos, como ja verificados no estado da Flérida nos Estados Unidos
(VEGA & DEWDNEY, 2014).

Os fungicidas pertencentes ao grupo ISDH atuam no complexo mitocondrial 11, mais
especificamente na enzima succinato desidrogenase (SDH). Atuam bloqueando o transporte
de elétrons da succinato para ubiquinona, e impedindo a conversdo de succinato a fumarato,
interferindo em dois processos importantes, sendo eles: o transporte de elétrons mitocondrial e
no ciclo de Krebs (STAMMLER et al., 2015; KLAPPACH & STAMMLER, 2019). Embora
0s novos fungicidas ISDH sejam eficientes para 0 manejo de diversas doengas, sua utilizacao
excessiva, sem a rotacdo de modos de acédo, tem favorecido o aumento da pressao de selecao
de individuos resistentes ou com sensibilidade reduzida a diferentes fitopatégenos (AVENOT
& MICHAILIDES, 2010).



No Brasil o fungicida Cantus ndo é registrado para o controle da MMA, entretanto
existem trabalhos nos EUA verificando a sensibilidade de A. alternata a boscalida. Sendo
assim, é necessario verificar a sensibilidade de A. alternata a outros grupos de fungicidas,
como o dos inibidores da succinato desidrogenase (ISDH) ao qual pertence o Cantus.

Tendo em vista 0 exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes métodos na
determinacdo da sensibilidade de isolados de A. alternata pat6tipo tangerina a fungicida

inibidor da succinato desidrogenase.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Producéo de tangerina

A producdo mundial de tangerinas e seus hibridos atingiu 39,1 milhdes de toneladas
em 2020. A China é o pais que mais produz tangerina no mundo, com 59,1% da producao
total. O Brasil é o quarto maior produtor mundial, com 2,6% da producdo em 2020 (FAO,
2023), sendo a tangerina Ponkan, a principal cultivar plantada no pais (LORENZIet al. 2006).

No Brasil, os principais Estados produtores sdo: Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio Grande
do Sul e Parana. Sendo eles responsaveis por aproximadamente 86% do total da producéo
brasileira. Minas Gerais é 0 segundo maior produtor, com 233.048 toneladas/ano em média no
periodo de 2019 a 2021 (IBGE, 2023).

Em Minas Gerais 0 municipio de Campanha destaca-se por ser o0 maior produtor de
tangerina Ponkan do estado, com producdo média de 42.900 toneladas/ano e o terceiro maior
produtor no Brasil (IBGE, 2023).

2.2 Mancha marrom de alternaria

A mancha marrom de alternaria, causada pelo fungo Alternaria alternata patotipo
tangerina (Fr:Fr) Keissler., ja foi relatada em diversos paises produtores de citros (TIMMER
et al., 2003). No Brasil, o primeiro relato foi no Rio de Janeiro, em 2001 (GOES et al., 2001),
e posteriormente foi relatada presente em outros estados produtores de citros, como S&o
Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Parané, afetando seriamente os pomares formados
pela tangerina Ponkan (Citrus reticulata Blanco) e tangor Murcott, principais variedades
cultivadas no Pais. (SPOSITO et al., 2003).

O ciclo da MMAse inicia com a sobrevivéncia do patdgeno em folhas, ramos e frutos
afetados, presentes na planta ou em restos culturais (TIMMER et al., 1998). Os conidios, sdo
produzidos em abundancia na superficie das lesbes de tecidos maduros ou mortos e
disseminados pela agdo de chuva e vento. O processo de infecgédo e colonizagcdo de A.
alternata ocorre pela penetracdo direta ou através dos estdbmatos, iniciando a producgdo de
toxina hospedeiro especifica, a ACT, causando a destruicdo das células ao redor do ponto de
penetracdo garantindo nutrientes para sua sobrevivéncia (AKIMITSU; PEEVER; TIMMER et
al., 2003). Periodos de molhamento foliar de 10 a 12 horas e temperaturas de 20 a 30°C
favorecem a infecgédo do patogeno (TIMMER et al., 2003; STUART et al., 2009).



Nas folhas jovens, inicialmente os sintomas aparecem na forma de lesfes necroticas
com halo amarelado resultantes da atuacdo da toxina ACT liberada nos tecidos do hospedeiro.
Em folhas maduras os sintomas da mancha marrom de alternaria s&o manchas amarronzadas,
circundadas por um halo amarelo. Posteriormente, essas leses aumentam de tamanho, se
tornando lesdes alongadas e escuras, ocasionando com o tempo, secamento e queda das folhas
(REIS et al., 2006). Nos frutos, as lesbes aparecem rapidamente apos a infeccdo, sdo de

coloracdo marrom-escura, deprimidas e com halo amarelado (FEITCHENBERG et al., 2005).
2.3 Controle da mancha marrom de alternaria

O controle da MMA ¢ feito principalmente com aplica¢cdes de fungicidas, método que
apresenta varios fatores desfavoraveis, devido ao grande nimero de aplicacBes que sdo
necessarias, podendo chegar até 12 aplicacbes com fungicidas a base de cobre no Brasil
(PEREZ & TIMMER, 2005), o que pode levar a danos ao ambiente e a saude dos envolvidos.
Préticas culturais como proporcionar maior espacamento entre as plantas, possibilitando
maior circulacdo de ar e evitando alta umidade, além de evitar adubagdo nitrogenada pesada e
irrigacao excessiva (MENDONCA, 2005). Além disso, o fungo s6 se multiplica em tecidos
mortos, sendo recomendavel a realizacdo de podas de inverno para eliminacdo dos restos
culturais do pomar (TIMMER et al., 2003).

2.4 Fungicidas inibidores da succinato desidrogenase (ISDH)

Os fungicidas pertencentes ao grupo ISDH atuam no complexo mitocondrial 11, mais
especificamente na enzima succinato desidrogenase (SDH). Atuam bloqueando o transporte
de elétrons da succinato para ubiquinona, e impedindo a conversdo de succinato a fumarato,
interferindo em dois processos importantes, sendo eles: o transporte de elétrons mitocondrial e
no ciclo de Krebs (AVENOT & MICHAILIDES, 2010; STAMMLER et al., 2015;
KLAPPACH & STAMMLER, 2019).

Em 2003, foi langado no mercado o ingrediente ativo boscalida com amplo espectro de
acao sobre os fungos fitopatogénicos, passando a atuar sobre basidiomicetos e ascomicetos.
Assim, os fungicidas ISDH passaram a ter maior importancia no mercado de produtos de
protecdo de plantas (AVENOT & MICHAILIDES, 2010; STAMMLER et al., 2015;
KLAPPACH & STAMMLER, 2019).

Embora os novos fungicidas ISDH sejam eficientes para o manejo de diversas

doencas, sua utilizagdo excessiva, sem a rotacdo de modos de acdo, tem favorecido o aumento



da pressdo de selecdo de individuos resistentes ou com sensibilidade reduzida a diferentes
fitopatogenos (AVENOT & MICHAILIDES, 2010).

2.5 Resisténcia de A. alternata a fungicidas Qol, DMI e SDHI

O controle da MMA consiste no uso de fungicidas inibidores da quinona oxidase
(Qol), ou a sua combinacdo com inibidores da desmetilacdo (DMI). Sdo empregadas
sucessivas pulverizagdes destes no campo, muitas vezes de forma sequencial e com 0 mesmo
modo de acdo, devido a essa forma de manejo ocorre um favorecimento da perda de
sensibilidade do patdgeno e selecdo de linhagens resistentes, além dos danos ambientais
devido ao acimulo de residuos quimicos (BRENT & HOLLOMON, 2007a).

Nesse contexto, em 2008, no estado da Florida nos Estados Unidos da América, foi
detectada em alta frequéncia a resisténcia de Alternaria spp a fungicidas Qol em pomares de
tangerina (VEGA & DEWDNEY, 2014), tornando 0 manejo da doenca mais desafiador.

Para A. alternata patOtipo tangerina ndo ha registro de isolados resistentes aos
fungicidas ISDH. Ainda assim, Vega e Dewdney (2014) sugerem a rotagdo de produtos com
diferentes modos de acdo, como também evitar o uso seguido de produtos do grupo IQe e
ISDH, para que ndo ocorra a multipla resisténcia, a fim de garantir a eficiéncia do fungicida

por mais tempo.



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Isolados de Alternaria alternata

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Microscopia Eletronica e Anélise
Ultraestrutural (LME), situado no Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras-MG.

Os isolados de A. alternata utilizados neste trabalho foram previamente obtidos por
Pinheiro (2021), de folhas e frutos infectados de Tangerina Ponkan (Citrus reticulata)
coletados em pomares localizados na cidade de Campanha no estado de Minas Gerais (Tabela
1).

Tabela 1 - Informacbes sobre os isolados de Alternaria alternata patotipo tangerina
utilizados: municipio de origem, cédigo do isolado, hospedeiro e data da coleta

dos isolados.

. .- : Data de coleta
Municipio Caodigo Hospedeiro (més/ano)
Campanha CP1A Tangerina Ponkan 02/20
Campanha cp3# Tangerina Ponkan 02/20
Campanha CP4A Tangerina Ponkan 02/20
Campanha Ccpe” Tangerina Ponkan 02/20
Campanha CPgt Tangerina Ponkan 02/20
Campanha CP20B Tangerina Ponkan 02/20
Campanha CP278 Tangerina Ponkan 02/20

Legenda: * fruto; B folha.
Fonte: Pinheiro (2021).

3.2 Fungicida

O fungicida Cantus® (boscalida, 500 g kg; Basf), que possui ingrediente ativo
boscalida (Tabela 2) foi diluido em &gua destilada e autoclavada para obtencdo de uma

solugéo estoque de 1 g L1,

Tabela 2 - Caracteristicas do fungicida utilizado: ingrediente ativo (i.a.), produto comercial,
empresa fabricante e concentracdo do ingrediente ativo (i.a.) no produto
comercial.

Ingrediente ativo (i.a.) Produto Comercial Empresa  Concentracéo do i.a.

Boscalida/Anilida Cantus® Basf 500 g.Kg*!

Fonte: Do autor (2023).



3.3 Avaliacdo da sensibilidade de Alternaria alternata a SDHI por meio do crescimento

micelial

Para avaliacdo da sensibilidade, os isolados foram reativados, discos de micélio com 5
mm de diametro conservados em “Castellani” foram colocados em placas contendo meio de
cultura BDA e incubados a 25°C + 1°C, fotoperiodo de 12h. Destas placas foram retirados
discos de micélio com 5 mm de didmetro e transferidos para placas de BDA com e sem
fungicida. Quatro isolados foram repicados em cada placa, replicadas quatro vezes cada.
Posteriormente, as placas foram seladas com plastico filme, e transferidas para estufas BOD, a
25°C + 1°C, sob fotoperiodo de 12h, por cinco dias.

No experimento sem acido salicilhidroxadmico (SHAM), o fungicida foi adicionado em
meio de cultura BDA, acrescido de cloranfenicol, um antibiético que age impedindo a
realizacdo da sintese proteica. No experimento com &cido salicilhidroxdmico (SHAM), o
fungicida foi adicionado em meio de cultura BDA, acrescido de cloranfenicol e &cido
salicilhidroxamico (SHAM) a 0,05 mM. SHAM foi adicionado ao meio com objetivo de
inibir a rota alternativa da respiracdo do fungo.

Foram utilizadas doses discriminatdrias de 10 ppm do fungicida para determinacao da
sensibilidade. O experimento foi avaliado em duplicatas, sendo empregado o delineamento de
blocos inteiramente casualizado, com quatro repetigdes.

Para avaliacdo foi medido o didmetro das col6nias nos dois sentidos perpendiculares
da placa, utilizando paquimetro digital. Deste modo, foi calculado o diametro médio da
colbnia subtraindo o tamanho do disco de micélio original (5 mm) para cada isolado. Os
valores de crescimento micelial foram convertidos em crescimento relativo (CR) para cada
isolado, comparando o tamanho da coldnia do controle com o tamanho da colnia na presenca
de fungicida através da seguinte formula: 100 x (média do diametro da col6nia da placa sem

fungicida/ média do diametro da coldnia da placa com fungicida).
3.5 Avaliacéo da sensibilidade de Alternaria alternata a SDHI por meio da germinagao

Para montagem do experimento de germinacdo, discos de micélio conservados em
“Castellani” foram colocados em placas contendo meio de cultura Agar-Agua e incubados a
25°C + 1°C, no escuro por 14 dias para promog¢do da esporulacdo. Apds a produgdo dos
conidios, 4 mL de agua destilada e autoclavada foi adicionada em cada placa e os conidios
foram desalojados com alga de Drigalski. A suspenséo obtida foi transferida para tubos Falcon

de 15 mL. A concentracdo de conidios foi medida em cdmara de Neubauer e ajustada a um



valor de 1 x 10* mL™t. Uma mistura de 50 pL da suspensdo de conidios e 100 L de solugéo
(Agua-Fungicida-SHAM) contendo o fungicida boscalida nas concentragdes de 0 (controle) e
10 pg mL*? foram adicionados em placas de 48 pogos estéreis. As placas foram
acondicionadas em BOD durante 12h, decorrido esse periodo a germinacao dos conidios foi
paralisada pela adicdo de uma aliquota de 20 pL de lactoglicerol em cada poco da placa.
Foram avaliados 100 conidios de forma aleatdria em cada poco da placa. Conidios que
possuiam o tubo germinativo com tamanho igual ou superior ao seu préprio tamanho foram
considerados germinados. A germinacdo foi avaliada em Microscopio de Epifluorescéncia
DM 2000 (Leica).

O experimento foi avaliado em duplicatas, sendo empregado o delineamento de blocos

inteiramente casualizado, com trés repeticGes.
3.6 Avaliacdo da resisténcia pratica

Para a montagem do experimento de avaliagdo da resisténcia préatica, folhas novas do
hibrido tangelo Piemonte foram destacadas e imersas em etanol 70% por 30 segundos,
seguido de imersdao em solucdo de hipoclorito de sédio por 1 minuto. Essas folhas foram
lavadas em agua destilada e autoclavada por duas vezes e colocadas em capela para secagem.
Apos este procedimento, metade das folhas foram tratadas com solucdo (Agua-Fungicida)
contendo o fungicida boscalida na concentragéo de 10 pug mL™.

Discos de micélio conservados em “Castellani” foram colocados em placas contendo
meio de cultura Agar-Agua e incubados a 25°C + 1°C, no escuro por 14 dias para promogGao
da esporulacdo. Apo6s a producdo dos conidios, 4 mL de &gua destilada e autoclavada foi
adicionada em cada placa e os conidios foram desalojados com alca de Drigalski. A suspensao
obtida foi transferida para tubos Falcon de 15 mL. A concentragdo de conidios foi medida em
camara de Neubauer e ajustada a um valor de 1 x 10* mL™. As suspensdes de conidios foram
passadas nas folhas destacadas com cotonetes. Cada tratamento era composto por trés
repeticoes.

A avaliacdo da germinagdo de conidios de A. alternata patotipo tangerina em folhas
destacadas do hibrido tangelo foi realizada. A observacdo em microscopio eletrénico de
varredura (MEV) foi feita com suspensdes de conidios preparadas como descrito acima. As
concentracdes de 0 pug mL-1 e 10 pg mL-1 de boscalida foram utilizadas. Ao total trés folhas
destacadas foram inoculadas para cada tratamento e o experimento foi realizado uma vez
(Figura 1). Fragmentos de 5 mm foram retirados das folhas apds 24 h posterior a inoculagdo

com o auxilio de um furador. As amostras foram fixadas em solugdo Karnovsky (pH 7,2) e



desidratadas em série de acetona (BOZZOLA; RUSSELL, 1999). A secagem dos espécimes
foi realizada em aparelho de ponto critico (Bal-tec CPD 030 Balzers) seguido de recobrimento
com ouro em evaporador Sputter Coater (Bal-tec SCD 050 Balzers) (Figura 2). A aquisi¢éo
das imagens foi feita em MEV Zeiss LEO EVO 40 XVP no Laboratorio de Microscopia
Eletronica e Anélise Ultraestrutural da UFLA. As imagens obtidas foram editadas e pranchas
foram preparadas utilizando o software Corel Draw.

Figura 1 - Preparacao para avaliacdo de resisténcia in vivo. (A) Sequencia de imersdo (Etanol
70%, hipoclorito de sédio, agua, &gua); (B) Secagem; (C) Ajuste da concentracao
de conidios com auxilio da cdmara de Neubauer; (D) folhas inoculadas.

Fonte: Do autor (2023).

Figura 2 - Preparacdo para observacdo em microscopio eletrénico de varredura (MEV). (A)
Karnovsky (pH 7,2) e tampdo cacodilato 0,05M; Série de acetona para
desidratagéo; (C) Stubs.

Fonte: Do autor (2023).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca na taxa de crescimento micelial (Figura 3). Em média, a taxa de
crescimento micelial foi 9,97mm menor no experimento com SHAM quando comparado ao
experimento sem SHAM. Justificando assim, o uso do SHAM como inibidor da rota
alternativa de respiragdo fungica. Como visto por Costa (2014), onde espécies de
Colletotrichum na presenca do fungicida azoxistrobina acrescido do SHAM apresentaram
crescimento micelial reduzido quando comparado com a testemunha e o fungicida sem a
presenca do SHAM.

Figura 3 - Crescimento micelial de coldnias de A. alternata patétipo tangerina produzidas em
meio de cultura BDA. As médias representam os resultados do experimento com e

sem SHAM.
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Fonte: Do autor (2023).

Além disso, ainda com relacdo aos resultados entre os experimentos de crescimento
micelial, todos os isolados foram classificados fenotipicamente como sensiveis a boscalida,

ou seja, com valores de crescimento relativo, menores que 50% (Tabela 3).

Tabela 3 - Crescimento relativo (CR) de A. alternata pato6tipo tangerina produzidas em meio
de cultura BDA. As meédias representam os resultados do experimento com e sem

SHAM.
Isolado Crescimento relativo (mm)
¢/ SHAM s/ SHAM
CP1 36,57 47.00
CP3 40,72 42,56
CP4 7,99 8.86

CP6 13,62 24,13



CP8 13,63 33,88
CP20 16,36 29,48
CP27 23,70 36,52

Fonte: Do autor (2023).

Por outro lado, nos experimentos de germinacdo foi observado que o fungicida
boscalida ndo foi capaz de inibir a germinacao de conidios de A. alternata. Todos os isolados
de A. alternata, com excegdo do CP4, foram classificados como fenotipicamente resistentes
(Tabela 4). Resultados semelhantes foram obtidos por Stammere Speakman (2006), que
observaram que esporos de isolados de B. cinerea continuaram a germinar na presenca de

boscalida mesmo na concentracdo mais alta.

Tabela 4 - Porcentagem de germinacdo de esporos de A. alternata patotipo tangerina
produzidos em meio de cultura Agar-Agua.

Isolado Germinacao relativa (%0)
CP1 79,33
CP3 70,47
CP4 30,62
CP6 51,39
CP8 50,92
CP20 89,91
CP27 112,91

Fonte: Do autor (2023).

De acordo com o observado é possivel inferir que a avaliagdo do crescimento micelial
ndo permite diferenciar, quanto a sensibilidade ao fungicida, os isolados em estudo, por outro
lado o teste de germinacdo de esporos se mostrou um método eficiente. Justificando porque o
método de avaliacdo da germinacdo de esporos é o mais utilizado para avaliacdo da
sensibilidade a fungicidas ISDH (MONDAL et al., 2005; POSSIEDE et al., 2009).

Por meio da avaliacdo da sensibilidade de A. alternata pela germinacdo de conidios foi
visto que o fungicida analisado ndo impediu a germinacdo dos conidios, como tambeém foi
observado por Reis (2022), que testou diversos fungicidas para A. alternata, entre eles
boscalida.

A germinagdo dos conidios de A. alternata dos isolados, em folhas foram avaliadas em
microscopia eletrénica de varredura. No tratamento de Oppm de boscalida foi possivel
observar a germinacdo dos conidios para todos os isolados. A germinacdo dos conidios foi

inibida na presenca de boscalida a 10 ppm para o isolado CP4. Corroborando com Condé



(2018), que verificou resultados semelhantes para germinacgdo de conidios em 0 e 100 pg mL-
1 de piraclostrobina, onde ndo foi possivel observar a germinacdo dos conidios para 0s

isolados.

Figura 4 - Eletromicrografias de varredura com detalhes de conidios de A. alternata patotipo
tangerina em folhas destacadas de tangelo. Sendo (A) controle do isolado CP1; (B)
controle do isolado CP1; (C) tratamento a 10 ppm de boscalida; (D) tratamento a
10 ppm de boscalida; (E) controle do isolado CP4; (F) controle do isolado CP4;
(G) tratamento a 10 ppm de boscalida; (H) tratamento a 10 ppm de boscalida.

Fonte: Do autor (2023).



Figura 5 - Eletromicrografias de varredura com detalhes de conidios de A. alternata patétipo
tangerina em folhas destacadas de tangelo. Sendo A e B isolado CP20; C e D
isolado CP27.

Fonte: Do autor (2023).

Segundo o Comité de Acdo a Resisténcia a Fungicidas (FRAC), A. alternata é um
patdgeno considerado de alto risco por apresentar resisténcia em curto periodo de tempo de
exposicdo a fungicidas. Situacdes semelhantes foram observadas em outros patossistemas
fangicos, como Alternaria solani em batata ou Botrytis cinerea em morango, em que a
resisténcia a boscalida tem aumentado em populagdes devido a utilizagdo de forma sucessiva
do mesmo principio ativo, eliminando as populagdes mais sensiveis do patdégeno, porém
gradativamente sendo aumentada a frequéncia das formas menos sensiveis (BRENT &
HOLLOMON, 2007b; MALLIK et al. 2014; VELOUKAS et al. 2013).

Por fim, é importante ressaltar que mais importante do que rotacionar principios é
preciso rotacionar modos de acdo, por exemplo, a piraclostrobina, azoxistrobina, entre outros,

que sdo principios ativos diferentes, contudo possuem o mesmo modo de acao.



5 CONCLUSAO

Portanto, é possivel inferir que a avaliagdo do crescimento micelial ndo é um método
eficiente para determinacdo de sensibilidade de Alternaria alternata a fungicida SDHI, sendo

o teste de germinacdo de esporos 0 melhor método.
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