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1. ESPORULAÇÃO DE Alternaria alternata f.sp. citri PATÓTIPO “TANGERINA” IN 

VITRO 

 
Resumo 

A mancha-marrom de Alternaria causada pelo fungo Alternaria alternata f.sp. citri 

patótipo “tangerina” é umas das principais doenças dessa cultura. O patógeno ataca folhas e 

frutos jovens, causando queda precoce. Para estudos dos seus mecanismos de patogenicidade 

ou de resistência das plantas, pode-se realizar a produção de esporos e inoculação in vitro. 

Contudo, muitos isolados de Alternaria spp.  não esporulam bem nessas condições. Sabe-se 

que, fatores como luz e nutrição podem afetar tanto a fase de crescimento quanto a reprodução. 

Neste estudo, verificou-se a produção de esporos in vitro combinando-se diferentes tipos de 

iluminação (luz emitida por diodos – LED ou luz próxima ao ultravioleta – NUV) e dois tipos 

de meio de cultura (batata-dextrose-ágar – BDA ou carbonato de cálcio-sacarose-ágar – CaCO3-

A). Foram quantificados o número de esporos produzidos por unidade de área de colônia e as 

porcentagens de germinação de esporos, de formação de apressórios e de esporos pigmentados. 

Ainda, observou-se o aspecto de colônias e a esporulação por meio de microscopia eletrônica 

de varredura. Por fim, a agressividade do patógeno foi quantificada após a inoculação de folhas 

destacadas da cultivar de tangerina Ponkan. Todos os experimentos foram conduzidos em 

delineamento completamente casualizado. Maior quantidade de esporos foi obtida em colônias 

cultivadas em meio de cultura CaCO3-A por três dias sob LED, e posterior transferência para 

luz NUV, por quatro dias. Esses esporos, apresentaram maior porcentagem de germinação, de 

pigmentação e características semelhantes da espécie. Os esporos produzidos em meio de 

cultura BDA, apresentaram menor porcentagem de germinação, pigmentação, porém, 

formaram maior porcentagem de apressórios in vitro, resultando em maior severidade da 

doença quando inoculados em folhas de tangerina. Contudo, suas características morfológicas 

foram diferentes das descritas para a espécie. Desta forma, foi possível desenvolver um método 

capaz de produzir esporos do fungo em grande quantidade in vitro e com capacidade de causar 

infecção quando inoculados no hospedeiro.  

Palavras chave: Esporulação; Meio de cultura; LED; NUV; Patogenicidade 

 

Abstract 

Brown spot caused by the fungus Alternaria alternata f.sp. citri tangerine pathotype is 

one of the main diseases of tangerines. The pathogen infects young leaves and fruits causing 

early fruit drop and plant decline. Studies for understand pathogenicity’s mechanisms of the 

fungus or resistance of the host can be carried out through in vitro production of spores followed 

by host inoculation. However, many strains of Alternaria spp. do not produce enough spores in 

these situations. It is known that light and nutrition can affect fungus growth and reproduction. 

In this study, it was verified the in vitro production of spores combining two types of 

illumination (Light-Emitting Diode – LED, and Near of Ultraviolet – NUV) and two culture 

medium (potato-dextrose-agar – PDA, and calcium carbonate agar – CaCO3-A). It was 

quantified the number of spores per mm2 of colony, germination (%), appressorium formation 

(%), and spores pigmentation. Additionally, it was observed the appearance of the colonies and 

the sporulation by scanning electron microscopy. Lastly, the disease severity was quantified 
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after inoculation on detached leaves of Ponkan tangerine. All experiments were carried out in 

completely randomized design. The highest number of spores was obtained from colonies 

grown for three days on CaCO3-A medium under LED, and posteriorly kept for four days under 

NUV. These spores showed highest germination, pigmentation, and their morphology matched 

with the species description. The spores produced on PDA showed highest number of 

apressorium in vitro, and highest disease severity when inoculated on host leaves. However, 

spores produced on PDA showed different morphological characteristics from those described 

for the species. Thus, it was possible to develop a method for in vitro mass spores production 

with capacity of infecting the host.  

Keywords: Sporulation; Culture medium; LED; NUV; Severity 

 

1.1. Introdução 

O Brasil é um dos principais produtores citrícolas do mundo. O desenvolvimento 

acentuado do setor principalmente a partir da segunda metade do século XX, porém, a partir no 

início século XXI, com o aparecimento de novos agentes patogênicos no país, a área de 

produção destinada à citricultura tem sido reduzida gradativamente. Entre 2000 e 2014, somente 

no estado de São Paulo, o cultivo de tangerineiras foi reduzido em mais de 58 %, conforme os 

dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2014).  

Essa redução coincide com o período de detecção em território brasileiro do Greening, 

doença causada pela bactéria “Candidatus Liberibacter” e transmitida pelo psilídio Diaphorina 

citri (Coletta-Filho et al., 2004). Essa doença veio somar a outros problemas fitossanitários que 

acometem cultivares de tangerinas Murcott e Fremont como o cancro-cítrico (Xanthomonas 

citri subsp. citri) (Schwarz, 2009). Ainda nos primeiros anos do século XXI, registrou-se a 

presença do fungo Alternaria alternata f.sp. citri patótipo “tangerina” no estado do Rio de 

Janeiro, sendo que as duas principais cultivares (Ponkan e Murcott) (Citrus reticulata) 

cultivadas no Brasil são suscetíveis à doença (Goes et al., 2001; Bassanezi et al., 2016). A 

identificação de A. alternata a nível de patótipo leva em consideração aspectos morfolóficos, 

moleculares e de patogenicidade sobre hospedeiros específicos. 

Fungos do gênero Alternaria apresentam conidióforos pigmentados com crescimento 

determinado ou simpodial e comprimento variável. Os conídios são pigmentados com septos 

horizontais e longitudinais, com crescimento acropetal, ou seja,  produzidos sucessivamente em 

cadeias, sendo o do ápice mais jovem (Barnett & Hunter, 1986). Atualmente, além das 

características morfológicas utilizadas classicamente na taxonomia de fungos imperfeitos, estão 

sendo empregadas técnicas de biologia molecular principalmente para a separação em nível de 
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espécies (Woudenberg et al., 2013, 2015b,a). Assim, sabe-se que o gênero é composto por um 

conjunto de espécies saprofíticas e patogênicas, as quais foram divididas em 26 seções. 

Alternaria seção Alternaria é onde se classificam importantes patógenos de plantas. Nesta 

seção, há 35 espécies que não são distinguíveis morfologicamente ou por técnicas de biologia 

molecular, e todas essas são denominadas Alternaria alternata (Woudenberg et al., 2015b).  

A classificação atual também reconhece algumas f.sp. como A. alternata f.sp. mali 

(mancha-de-alternaria em maçã), A. alternata f.sp. fragariae (mancha-de-alternaria em 

morangueiro) e A. alternata f.sp. citri, nesse último caso dividido em patótipo “tangerina” e 

patótipo “limão-rugoso”, cuja separação baseia-se na síntese de fitotoxinas. Enquanto A. 

alternata f.sp. citri patótipo “limão-rugoso” produz a toxina ACLR, que causa mancha-marrom 

em C. jambhiri, o patótipo “tangerina” (Figura 1) produz a toxina ACT, que causa mancha-

marrom de Alternaria em C. reticulata. Essa divisão em patótipos inicialmente sugerida por 

NISHIMURA (1978) tem sido mantida em recentes estudos que abordam a taxonomia do 

gênero (Woudenberg et al., 2015b).  

 

 

Figura 1. Em (A) conidióforos e conídios de Alternataria alternata patótipo tangerina, produzidos in 

vitro em meio CaCO3-A. Observam-se a pigmentação de conídios formados em cadeia acropetal e 

conidióforos com crescimento simpodial. Em (B) colônia de A. alternata em meio de cultura BDA 

7 dias após a repicagem (Fonte: Ricardo Felipini). 

 

Independentemente do gênero, a partir de uma fonte de nutrientes contínua, o 

desenvolvimento fúngico tende a ocorrer de forma balanceada entre o crescimento e 

multiplicação celular. Sugere-se que sob condições in vitro, meios sólidos apresentam maior 

similaridade para microrganismos que parasitam folhas, frutos e ramos. Para obtenção desse 

crescimento in vitro de modo satisfatório, faz-se então necessário o fornecimento de nutrientes 

50 µm 

A B 
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e preferencialmente a adição de um agente solidificante que em muitos casos é o ágar (Griffin, 

1994).  

Em seguida ao crescimento vegetativo, alguns fatores ambientais podem desencadear 

alterações no metabolismo fúngico resultando na diferenciação celular para reprodução. Esse 

processo pode iniciar a partir da percepção de sinais ambientais que estimulam a esporulação, 

como nutrição, temperatura, luz, dióxido de carbono e umidade. Essa percepção por parte do 

microrganismo desencadeia a ativação de genes relacionados à esporulação. A influência de 

fatores nutricionais foi descrita inicialmente por Klebs (1899), o qual observou que: a exaustão 

de nutrientes cessava o crescimento vegetativo fúngico; células anteriormente bem nutridas, a 

partir da interrupção da nutrição entravam em fase de reprodução; a possibilidade de alteração 

na composição e proporção de nutrientes poderiam estimular a esporulação; condições 

nutricionais antes da transferência de um meio para outro influenciavam na esporulação; e que 

sais inorgânicos podem influenciar a reprodução e o vigor geral do fungo. Esses ficaram 

conhecidos como os Princípios de Klebs. 

Fungos do gênero Alternaria são conhecidos como fungos de “luz/escuro” por 

apresentarem a característica da produção de conidióforos nos períodos nos quais estão 

submetidos à luz, enquanto os conídios são produzidos no escuro (Rotem, 1994). Uma das 

explicações para isso é a presença de pigmentos no fungo. Trione & Leach (1969) detectaram 

um pigmento que apresenta pico de absorção de ondas no comprimento de 310 nm, o qual 

denominaram de P310. Esse pigmento é produzido na presença da luz e estimula a esporulação 

de A. chrysanthemi e A. dauci, sugerindo-se, assim, que atue como um fotorreceptor. A 

utilização de luz com comprimentos de onda próximos ao ultravioleta (NUV) é algo 

constantemente utilizado para produção de esporos de fungos do gênero Alternaria (Aragaki, 

1961; Leach, 1962, 1967; Pulz, 2007; Rodrigues et al., 2010).  

As lâmpadas fluorescentes do tipo tubular são frequentemente utilizadas para 

iluminação de salas de crescimento fúngico e câmaras de incubação do tipo BOD. Pulz (2007) 

avaliando a distribuição espectral de lâmpadas fluorescentes para esporulação de A. solani  

notou grande esporulação nos intervalos de 310-440 nm e 620-670 nm (Pulz & Massola, 2009), 

sendo que a primeira faixa abrange o comprimento de onda de absorção do pigmento “P310” 

descrito por Trione & Leach (1969). Contudo, em alguns laboratórios as lâmpadas fluorescentes 

estão sendo substituídas por diodos emissores de luz (LED). Os LEDs podem apresentar 

comprimentos de onda variáveis em função da sua composição. Em relação às lâmpadas 

convencionais apresentam vantagens como maior durabilidade, tamanho reduzido e não 

aquecimento do ambiente (Massa et al., 2008).  
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Porém, no caso de A. alternata f.sp. citri patótipo “tangerina” se observou a 

dificuldade de produção massal de esporos quando as colônias foram mantidas sob LED 

emissores de luz branca. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um método 

para produção massal de esporos do patógeno combinando o desenvolvimento fúngico sob LED 

e NUV sobre os meios de cultura batata-dextrose-ágar (BDA) e carbonato de cálcio-sacarose-

ágar (CaCO3-A).  
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2. INTERAÇÕES ENTRE Alternaria alternata f.sp. citri PATÓTIPO “TANGERINA” 

COM AS CULTIVARES PONKAN, MURCOTT E FREMONT 

 
Resumo 

Durante a interação entre fitopatógenos e plantas pode ocorrer uma série de 

eventos, os quais resultam em resistência ou suscetibilidade às doenças. Este trabalho, 

buscou avaliar o processo infeccioso de Alternaria alternata f.sp. citri patótipo 

“tangerina” sobre as cultivares suscetíveis Ponkan e Murcott e na resistente Fremont. Para 

isso, abordaram-se técnicas de microscopia e bioquímica fitopatológica. A germinação 

de esporos do fungo sobre folhas destacadas foi observada por meio de microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) 6, 12 e 24 h após a inoculação (HAI). Adicionalmente, 

verificaram-se respostas bioquímicas nas folhas por meio da quantificação de peroxidases 

(POX), catalases (CAT), superóxido dismutase (SOD) e também a presença e teor de 

peróxido de hidrogênio (H2O2). A concentração de melondialdeído (MDA) foi medida 

como indicativa da peroxidação de lipídeos. Os efeitos da inoculação na estrutura dos 

tecidos das folhas foram verificados por meio de cortes histológicos e observação em 

microscópio óptico de luz. Para verificar alterações nas folhas a nível subcelular, 

realizaram-se análises por meio de microscópio eletrônico de transmissão (MET) de 

secções transversais do material vegetal 24 h após a inoculação. Os resultados de MEV 

revelaram que,  nas três cultivares analisadas, independentemente de serem suscetíveis 

ou resistente, houve germinação, formação de apressórios e entrada do fungo na cavidade 

estomática. Ao avaliarem-se as atividades enzimáticas e o acúmulo de H2O2, verificaram-

se dois tipos diferentes de reações: nas cultivares suscetíveis (Ponkan e Murcott) o 

aumento das atividades de SOD e CAT foi mais discreto e houve acúmulo de H2O2 e 

reação de hipersensibilidade (RH), enquanto que na cultivar resistente Fremont não houve 

RH e as atividades de SOD e CAT se mostraram mais intensas. Os sintomas histológicos 

da inoculação nas folhas suscetíveis puderam ser observados por meio de microscopia de 

luz nas cultivares Ponkan e Murcott, porém sem notar a presença de hifas do patógeno no 

interior do tecido. A nível subcelular, por meio de MET, notou-se, 24 HAI, nas cultivares 

suscetíveis, plasmólise das células com destaque para a fragmentação das membranas 

plasmáticas das células epidermais e parenquimáticas. Assim, sugere-se que a resistência 

da cultivar Fremont esteja relacionada à sua capacidade de detoxificar espécies reativas 

de oxigênio como H2O2, não responder à inoculação por meio de RH e não apresentar 

danos nas membranas plasmáticas, sítio de ação da toxina do patógeno. 

Palavras-chave: SOD; CAT; POX; Resposta de hipersensibilidade; Peróxido de 

hidrogênio; Microscopia 

 

Abstract 

During the host-phytopathogen interactions a series of events can occur, which result 

in resistance or susceptibility to the diseases. This work aimed to evaluate the infectious process 

of Alternaria alternata f.sp. citri "tangerine" pathotype on the susceptible cultivars Ponkan and 

Murcott and on the resistant Fremont. For that, techniques of microscopy and phytopathological 

biochemistry were addressed. The germination of fungal spores on detached leaves was 
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observed by scanning electron microscopy (SEM) 6, 12 and 24 hour after inoculation (HAI). In 

addition, biochemical changes in the leaves were verified through quantifications of 

peroxidases (POX), catalases (CAT), superoxide dismutase (SOD) and also the presence and 

content of hydrogen peroxide. The concentration of melondialdehyde (MDA) was measured as 

indicative of lipid peroxidation. The effects of inoculation in leaf tissues were verified through 

light microscopy. To verify changes into the leaves at subcellular level, analyzes were 

performed by transmission electron microscope (TEM) of the plant material 24 HAI. SEM 

results showed that the three cultivars analyzed, regardless of being susceptible or resistant, 

there was germination, appressorium formation, and entrance of the fungus through the stomata. 

When enzymatic activities and hydrogen peroxide accumulation (H2O2) were evaluated   , two 

different types of responses occurred: in the susceptible cultivars (Ponkan and Murcott) the 

increase of SOD and CAT activities was more discreet, and there was accumulation of H2O2 

and hypersensitivity reaction (HR), whereas in cv. resistant Fremont, there was no HR, and 

SOD and CAT activities were more intenses. The histological symptoms of inoculation in 

susceptible leaves could be observed by light microscopy in cvs. Ponkan and Murcott, but with 

no hyphae of the pathogen inside the tissues. TEM results revealed that the susceptible cultivars 

showed cell plasmolisis and plasma membrane fragmentation 24 HAI on the inoculated leaves. 

Thus, it is suggested that the resistance of cv. Fremont is related to its ability to detoxify reactive 

oxygen species, besides  not responding to inoculation through HR and showing no damage  to 

plasma membranes. 
 

Keywords: SOD; CAT; POX; Hypersensitivity reaction; Hydrogen peroxide; Microscopy 

 

2.1. Introdução 

A mancha-marrom de Alternaria causada por Alternaria alternata f.sp. citri patótipo 

“tangerina” (Woudenberg et al., 2015b) é uma das principais doenças que acometem o cultivo 

de tangerinas (Citrus reticulata e alguns de seus híbridos) (Souza et al., 2009). O fungo infecta 

tecido vegetal jovem causando manchas necróticas de coloração marrom e senescência de 

folhas e frutos. Quando a infecção incide sobre folhas mais velhas as lesões são menores 

(Timmer & Gottwald, 2000). Após a queda de folhas e frutos, o patógeno pode se desenvolver 

saprofiticamente (Timmer et al., 1998). Sobre as lesões, o fungo produz conídios com 4-6 

septos transversais e 1 ou mais septos longitudinais que, ao atingirem a maturidade, são 

disseminados pelo vento (Feichtenberger et al., 2005). 

As cultivares de tangerinas, Ponkan (C. reticulata) e Murcott (C. reticulata x C. 

sinensis), mais plantadas no mundo são suscetíveis à mancha-marrom de Alternaria (Reis et al., 

2007; Souza et al., 2009). Enquanto a cultivar Ponkan apresenta frutos grandes com casca 

pouco aderida aos gomos,  a cultivar Murcott ou “Honey Tangerine” como é conhecida nos 

EUA, produz frutos médios com casca fina e muito aderida aos frutos (Saunt, 2000). Uma das 

estratégias para o controle da doença tem sido a busca por cultivares resistentes à doença. Nesse 
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contexto, uma opção é a cultivar Fremont (C. clementina x C. reticulata) (Saunt, 2000), a qual 

não apresenta sintomas quando inoculada como o patógeno (Reis et al., 2007).  

Durante o processo infeccioso, alguns fungos produzem toxinas como mecanismo de 

ataque. Em alguns casos, essas toxinas específicas de hospedeiros (TEH) atuam como 

moléculas reconhecíveis pelo hospedeiro, se ligando  a um sítio específico e podendo suprimir 

respostas de defesa da planta nos processos de infecção e colonização (Nishimura & Kohmoto, 

1983; Scheffer & Livingston, 1984; Kohmoto et al., 1991). No caso de A. alternata f.sp. citri 

patótipo “tangerina”, o fungo utiliza a toxina ACT como um mecanismo de ataque e indica-se 

que seu sítio de ação se encontrae na membrana plasmática (Kohmoto et al., 1993). Outro 

patótipo de A. alternaria f.sp. citri que causa doença em C. limon e C. jambhiri é denominado 

“limão-rugoso” e produz a TEH chamada ACLR, a qual tem como um sítio de ação as cristas 

mitocondriais (Akimitsu et al., 1989). Quando o patótipo “tangerina” é inoculado em C. limon 

e o patótipo “limão-rugoso” sobre C. reticulata, não há desenvolvimento de sintomas (Kohmoto 

et al., 1979). Outro sítio de ação conhecido de TEHs são os cloroplastos, como ocorre em 

células de folhas de macieira na presença da toxina AM produzida por A. alternata patótipo 

“maçã”, a qual também afeta a membrana plasmática (Park et al., 1981). 

As toxinas fúngicas podem ser reconhecidas pelas plantas e alterar o metabolismo 

oxidativo, aumentando as concentrações de espécies reativas de oxigênio (EROs) como radicais 

superóxido (O2
-1), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radicais hidroxila (OH). Esse acúmulo de 

EROs pode resultar na morte da célula vegetal, conhecida como “reação de hipersensibilidade” 

(Heiser et al., 1998; Heiser & Osswald, 2008). No caso de patógenos necrotróficos como A. 

alternaria, sabe-se que são capazes de detoxificar EROs, permitindo-lhes a infecção e 

colonização (Lin et al., 2011; Yang & Chung, 2012). Durante esse processo de interação entre 

patógeno e hospedeiro no metabolismo oxidativo estão envolvidas uma série de enzimas como 

o complexo NADPH-oxidase, capaz de formar radical superóxido (O2
·-), da superóxido 

dismutase a qual transforma o radical superóxido em peróxido de hidrogênio (H2O2) e da 

catalase que pode converter o H2O2 em água (H2O) e O2 (Heiser & Osswald, 2008). As 

peroxidases por sua vez, podem estar envolvidas no processo de eliminação do peróxido de 

hidrogênio através da sua utilização como substrato para síntese de lignina ou outros compostos 

(Harkin & Obst, 1973; Passardi et al., 2005). Assim, se por um lado os patógenos como A. 

alternata f.sp. citri patótipo “tangerina” podem utilizar mecanismos de ataque como toxinas, 

as plantas podem apresentar mecanismos de defesa que resultam na formação de barreiras 

físicas como deposição de calose no sítio de infecção, formação de papilas ou espessamento da 
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parede celular, ou ainda a formação de compostos tóxicos patógeno como fitoalexinas e 

peróxido de hidrogênio (Pascholati & Dalio, 2018).  

Análises estruturais através de estudos de microscopia podem auxiliar na identificação 

dos eventos envolvidos durante a interação entre plantas e patógenos. Em um primeiro 

momento da interação é possível verificar a formação de estruturas especializadas para fixação 

e penetração do patógeno como apressórios (Dita et al., 2007; Carvalho et al., 2011; 

Koshikumo, 2011). Outras técnicas que utilizam corantes ou reagentes que conferem coloração 

ao tecido foliar podem demostrar respostas de defesa como acúmulo de lignina, espessamento 

de parede, formação de papilas, acúmulo de peróxido de hidrogênio e reação de 

hipersensibilidade (Dita et al., 2007; Llorens et al., 2013; Araujo & Paschoalino, 2015). Por 

meio de microscopia eletrônica de transmissão, pode-se, por exemplo, observar sítios de ação 

de toxinas e alterações a nível intracelular (Kohmoto et al., 1979; Park et al., 1981, 1988; 

Akimitsu et al., 1989). Apesar de algumas comparações morfológicas entre a cultivar resistente 

Fremont com as cultivares suscetíveis Ponkan e Murcott terem sido realizadas, o motivo da 

resistência da Fremont ainda não está esclarecido (Pacheco, 2015).  

Para melhor compreensão desse patossistema, este estudo buscou avaliar a germinação 

de esporos de A. alternata f.sp. citri patótipo “tangerina” sobre folhas das cultivares suscetíveis 

Ponkan e Murcott e da cultivar resistente Fremont. Ainda, verificou-se a atividade de enzimas 

oxidativas durante as primeiras 48 HAI do patógeno. Adicionalmente, analisaram-se o acúmulo 

de peróxido de hidrogênio e a peroxidação de lipídios nas folhas inoculadas, assim como a 

sensibilidade do fungo ao peróxido de hidrogênio in vitro. Por fim, análises estruturais por 

microscopia de luz e microscopia eletrônica de transmissão foram efetuadas para verificar 

possíveis alteração anatômicas.  
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