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RESUMO

Avaliacdo da sensibilidade de Alternaria alternata, agente causal da mancha

marrom em tangerinas, a fungicidas inibidores da succinato desidrogenase

A mancha marrom de alternaria, causada por Alternaria alternata, é a principal
doenca fungica que afeta tangerinas e seus hibridos. No Brasil, a doenca é
controlada, principalmente, pelo uso de fungicidas do grupo dos inibidores da
guinona externa (IQe) em mistura com inibidores da desmetilagdo do carbono 14
(IDM), além de produtos cupricos. Em 2017 houve relatos de ineficiéncia dos
fungicidas sitio-especificos no controle da doenga e, em 2021, foi comprovada a
resisténcia de isolados de A. alternata coletados em pomares do Estado de Sao
Paulo a fungicidas do grupo IQe. Mediante o cenério de perda de sensibilidade aos
fungicidas IQe, utilizados para controle da mancha marrom de alternaria, este estudo
objetivou avaliar a sensibilidade de A. alternata aos fungicidas bixafem, boscalida,
fluxapiroxade e pidiflumetofem, todos pertencentes ao grupo dos inibidores da
succinato desidrogenase (ISDH). Para atingir esse objetivo, diversos experimentos
foram conduzidos, com isolados de A. alternata de uma colecdo de fendtipos de
sensibilidade e resisténcia a fungicidas do grupo IQe, coletados em diversos
municipios do Estado de S&o Paulo. Inicialmente, a avaliagdo da sensibilidade de A.
alternata foi realizada por meio da determinacédo da concentracdo efetiva para inibir
50% (CEso) da germinacdo de conidios, porém nenhum dos fungicidas ISDH
testados inibiu a germinagdo, embora todos afetassem a elongacdo do tubo
germinativo. Assim, a avaliacdo da sensibilidade aos fungicidas ISDH passou a ser
realizada pela inibicdo do crescimento micelial de A. alternata. Foram determinadas
as CEsp dos fungicidas para inibicdo de 37 isolados de A. alternata e a sensibilidade
de 226 isolados foi avaliada com ensaios onde utilizou-se uma concentragcéo
discriminatdria para cada um dos fungicidas testados. Todos os isolados de A.
alternata, exceto o isolado PR 29/21, foram sensiveis aos fungicidas ISDH testados.
Os valores de CEsg dos isolados sensiveis variaram de 0,14 a 1,14 ug.ml'l, 0,23 a
8,82 ug.ml?, 0,10 a 0,97 ug.ml?, e 0,01 a 0,27 pg.ml™?, respectivamente para 0s
fungicidas bixafem, boscalida, fluxapiroxade e pidiflumetofem. A CEsp do isolado PR
29/21 foi >100 pg.ml™* para boscalida e 15,86 pg.ml™*, 27,20 pg.ml™ e 1,16 ug.mi™,
respectivamente para bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem. Realizou-se o
sequenciamento parcial de subunidades do complexo SDH para identificagcdo de
mutacdes no isolado resistente e em seis isolados adicionais. A mutacdo H134R na
subunidade SDHC, que confere alta resisténcia ao fungicida boscalida, foi
identificada apenas no isolado PR 29/21. Ensaios in vivo foram realizados com
intuito de verificar a resisténcia pratica aos isolados de A. alternata com valores
elevados de CEsg a boscalida. O isolado PR 29/21 causou elevada severidade nas
folhas tratadas com boscalida, mas o controle da doenca foi de 99,6% com o
fungicida pidiflumetofem. Os demais isolados foram inibidos pela aplicacdo dos
fungicidas nas folhas de tangerina. Esses resultados mostram que os fungicidas
ISDH sdo uma alternativa para controle da mancha marrom de alternaria em
tangerinas, caso venham a ser registrados para controle da doenca. Mesmo com a
comprovagéo da sensibilidade de A. alternata aos fungicidas ISDH, a identificagédo
de um isolado resistente € um alerta para que medidas anti-resisténcia sejam



empregadas para promover maior longevidade aos fungicidas sitio-especificos no
controle desta doenca.

Palavra-chave: Controle quimico, Fungicidas ISDH, Sensibilidade a fungicidas,
Tangerinas, Doenca de plantas
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ABSTRACT

Sensitivity evaluation of Alternaria alternada, the causal agent of tangerine

brown spot, to succinate dehydrogenase inhibitors fungicides

Alternaria brown spot, caused by Alternaria alternata, is the main fungal
disease that affects tangerines and their hybrids. In Brazil, the disease is mainly
controlled by the use of fungicides from the group of Quinone outside inhibitor (Qol)
in mixture with 14a-Demethylation inhibitor (DMI), in addition to copper fungicides.
The inefficiency of site-specific fungicides in controlling the disease in tangerine
orchards at the State of S&o Paulo was reported in 2017 and in 2021, the resistance
of A. alternata isolates to Qol has been proven. Given the scenario of loss of
sensitivity to Qol fungicides this study aimed to evaluate the sensitivity of A. alternata
to the fungicides bixafen, boscalid, fluxapyroxad and pydiflumetofen, all belonging to
the group of succinate dehydrogenase inhibitors (SDHI). To achieve this goal,
several experiments were carried out. Initially, the evaluation of the sensitivity of A.
alternata was performed by determining the effective concentration to inhibit 50%
(ECsp) of conidia germination, but none of the tested SDHI fungicides inhibited
germination, although all affected the germ tube elongation. Thus, the evaluation of
sensitivity to SDHI fungicides was performed mycelial growth assays. The ECs of
SDHI fungicides was determined for 37 isolates of A. alternata. The sensitivity of
additional 226 isolates of A. alternata to SDHI fungicides was evaluated by a
discriminatory concentration for each of the tested fungicides. All A. alternata
isolates, except PR 29/21, were sensitive to the tested SDHI fungicides. The ECsg
values of the sensitive isolates ranged from 0.14 to 1.14 ug.ml™, 0.23 to 8.82 pg.ml™,
0.10 to 0.97 pg.ml?, and 0.01 to 0.27 pg.ml™?, respectively for bixafem, boscalid,
fluxapyroxad and pydiflumetofem. The ECs, of isolate PR 29/21 was >100 ug.ml™ for
boscalid and 15.86 pg.ml?, 27.20 and 1.16 pg.ml™, respectively for bixafen,
fluxapyroxad and pydiflumetofen. Partial sequencing of subunits of the SDH complex
was performed to identify mutations in the resistant isolate and in six additional
isolates. The H134R mutation in the SDHC subunit, which confers high resistance to
the boscalid fungicide, was identified only in isolate PR 29/21. In vivo assays were
carried out in order to verify the practical resistance to A. alternata isolates with high
ECso values to boscalid. The PR 29/21 isolate caused high severity in leaves treated
with boscalid, but the disease control was 99.6% with the fungicide pydiflumetofen.
The other isolates were inhibited by the application of fungicides on tangerine leaves.
These results show that SDHI fungicides are an alternative for the control of
alternaria brown spot on tangerines, if they are registered to control the disease.
Even with the proof of the sensitivity of A. alternata to SDHI fungicides, the
identification of a resistant isolate is an alert for the use of anti-resistance measures
to promote greater longevity to site-specific fungicides in the control of this disease.

Keywords: Chemical control, SDHI fungicides, Sensitivity to fungicides, Tangerines,
Plant disease
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1. INTRODUCAO

A citricultura brasileira contribui para o desenvolvimento socioeconémico do
Pais por meio das receitas geradas nas exportacdes e na comercializacdo no
mercado nacional, como também pela geracdo de empregos diretos e indiretos
(Lopes et al., 2011). O Brasil produz laranjas, tangerinas, limas e limdes, sendo a
laranja doce a principal cultura citrica cultivada. No entanto, a producdo de
tangerinas tem se destacado, colocando o Pais como quarto maior produtor mundial
(FAOSTAT, 2022). Os principais estados produtores de tangerina do Brasil sdo Sao
Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Parana (IBGE, 2020).

Dentre as variedades cultivadas de tangerinas no Estado de S&o Paulo, a
‘Ponkan’ (Citrus reticulata Blanco) e o tangor ‘Murcott’ (Citrus sinensis L Osbeck x
Citrus reticulata Blanco) s&o as mais produzidas (Chiarini et al., 2017; IEA, 2022).
Embora muito cultivadas, essas variedades sdo suscetiveis a mancha marrom de
alternaria, causada pelo fungo necrotrofico Alternaria alternata (Fr.) Keissl. patotipo
tangerina (Timmer et al., 1998).

A mancha marrom de alternaria é uma doenca que afeta tecidos jovens de
folhas, frutos e ramos. Nas folhas, os sintomas surgem como pequenas pontuacdes
negras, que podem se expandir para grandes areas necréticas, enquanto os frutos
apresentam lesGes marrons ou negras, de tamanho variado, podendo apresentar
erupcbes (Timmer et al., 2003). Os sintomas nos frutos, principalmente naqueles
destinados ao mercado in natura, causam danos qualitativos (Stuart et al., 2009). Os
frutos sdo suscetiveis desde a queda das pétalas até atingirem cerca de cinco
centimetros de didametro. Embora a literatura reporta que a suscetibilidade das folhas
ocorrem do inicio de sua expansao até completa formacdo (Timmer et al., 2000;
Bhatia et al., 2003), as folhas da variedade ‘Murcott’, sdo suscetiveis até atingirem
cerca de trés centimetros de comprimento. A mancha marrom de alternaria é de
dificil controle, sendo recomendado o manejo integrado, com a combinacdo de
praticas culturais e aplicacdes de fungicidas (Timmer et al., 2003; Stuart et al., 2009;
Ferreira et al., 2016). O uso de fungicidas constitui a principal medida de controle da
mancha marrom de alternaria. A frequéncia de aplicacdes de fungicidas é variavel,
podendo chegar até 15 por ano (Timmer et al., 2003). Dentre os fungicidas
comerciais mais utilizados e eficientes estdo os a base de cobre (de acao
‘multissitio’ e imdveis na planta), os inibidores da quinona externa (IQe) e os

inibidores da desmetilacdo do carbono 14 (IDM), ambos de acao ‘uni-sitioc’ e com
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mobilidade na planta (Reis et al., 2007; Karaoglanidis et al., 2011; Vega & Dewdney,
2015). No entanto, a partir de 2008 no Estado da Flérida, nos Estados Unidos, foram
identificados isolados de A. alternata patétipo tangerina resistentes aos fungicidas
IQe. Desta forma, as opcbes de produtos para controle da doenca diminuiram,
dificultando o manejo da mancha marrom (Vega & Dewdney, 2014). Recentemente
no Brasil, no ano de 2017, produtores de tangerina relataram a baixa eficiéncia de
fungicidas piraclostrobina e azoxistrobina, os dois pertencentes ao grupo 1Qe, para
controle da mancha marrom de alternaria. A resisténcia a fungicidas do grupo IQe de
isolados de A. alternata coletados em pomares de tangerina do Estado de S&o Paulo
foi comprovada em 2021 (Chitolina et al., 2021). Parte desses isolados também
apresentou reducéo de sensibilidade ao fungicida tebuconazol, do grupo IDM (Amin
et al., 2021).

Mediante a comprovacdo de isolados de A. alternata resistentes a dois
ingredientes ativos do grupo de fungicidas IQe, é necessario verificar a sensibilidade
de A. alternata a outros grupos de fungicidas, como os ISDH. Embora no Brasil ndo
haja registro de produtos comerciais ISDH para o manejo da mancha marrom de
alternaria, estes séo registrados para outras doencas da cultura de citros, como para
controle da pinta preta em citros, causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa (Agrofit,
2022). Entretanto, nos Estados Unidos existem produtos comerciais ISDH para
controle da mancha marrom de alternaria em tangerina, porém sem relatos de

resisténcia do patégeno (Vega & Dewdney, 2015).
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo avaliar a sensibilidade de isolados de
Alternaria alternata patétipo tangerina aos fungicidas bixafem, boscalida,
fluxapiroxade e pidiflumetofem, todos pertencentes ao grupo dos inibidores da
succinato desidrogenase. Os objetivos especificos sdo:

* Determinar concentragbes efetivas dos fungicidas bixafem, boscalida,
fluxapiroxade e pidiflumetofem para inibicdo de 50% (CEsp) da germinacdo dos
conidios e crescimento micelial de A. alternata provenientes de uma colec¢do de
isolados com fendétipos de sensibilidade e de resisténcia a azoxistrobina;

« Classificar fenotipicamente a sensibilidade ou resisténcia de isolados de A.
alternata aos fungicidas bixafem, boscalida, fluxapiroxade e pidiflumetofem com
base em concentracdes discriminatérias;

* Verificar a presenca de pontos de muta¢des nas subunidade SDHB, SDHC e
SDHD do complexo enzimatico SDH, em individuos de A. alternata resistentes;

+ Avaliar, em ensaios in vivo, a sensibilidade de isolados de A. alternata aos

fungicidas boscalida e pidiflumetofem.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Producao de tangerina

A producdo mundial de tangerina e seus hibridos no ano de 2020 passou de
38 milhdes de toneladas. Os principais paises produtores da fruta foram: China,
Espanha, Turquia e Brasil (FAOSTAT, 2022). Nesse mesmo ano, o Brasil produziu
1.026.638 toneladas da fruta, sendo a Regido Sudeste a maior produtora do Pais,
com destaque para os Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (IBGE, 2022). No
Brasil, a maior parte da producdo € destinada ao mercado de frutos in natura
(Azevedo et al., 2010).

Dentre as variedades cultivadas em S&o Paulo se destacam a tangerina
‘Ponkan’ e o hibrido tangor ‘Murcott’, correspondendo a 90% dos pés de
tangerineiras e seus hibridos em producéo (Fundecitrus, 2019; IEA, 2022). O tangor
‘Murcott’ é um hibrido de laranja doce com tangerina, com origem nos Estados
Unidos e introduzido no Brasil em 1948 pelo Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC). Esse hibrido foi bem aceito pelo consumidor e € muito consumido até os dias
atuais. Além das caracteristicas qualitativas dos frutos, esse hibrido apresenta
resisténcia a leprose (Citrus leprosis virus) e a clorose variegada dos citros (Xylella
fastidiosa) (Centro de Citricultura Sylvio Moreira, 2019; Veiga et al.,, 2019). A
tangerina ‘Ponkan’ é mundialmente muito cultivada pela alta produtividade e por
agradar o paladar do consumidor (Pio et al., 2006). Apesar da tangerina ‘Ponkan’ e
do tangor ‘Murcott’ serem amplamente produzidos e apreciados pelos consumidores,
essas variedades sado suscetiveis a mancha marrom de alternaria (Pio et al., 2006;
Azevedo et al., 2010).

Embora o Brasil tenha destaque na producdo mundial de tangerinas, 0s
dados da EMBRAPA (2019) e do IBGE (2022) demonstram decréscimo na area
colhida da fruta no Pais, com reducéo de quase 6 mil hectares em 2020 em relacao
a 2005. Segundo Silva & Landau (2020), no ano de 2002, o Brasil atingiu a maior
area plantada de tangerinas e seus hibridos, porém de 2003 a 2016 houve um
decréscimo de, aproximadamente, 25% na area plantada. Esses declinios nas areas
colhida e plantada podem estar relacionados com o surgimento no Pais, em 2001,
da mancha marrom de alternaria, uma importante doenca da cultura de tangerina
(Goes et al., 2001; Reis et al., 2007; Coulturato et al., 2009; Michelin et al., 2016).
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3.2. Mancha marrom de alternaria

O agente causal da mancha marrom de alternaria é o fungo Alternaria
alternata (Fr.) Keissl., originalmente classificado como Alternaria citri, devido a
similaridade morfolégica de suas estruturas com as da espécie causadora da
podriddo negra dos citros. No entanto, apds andlises moleculares, o agente causal
da mancha marrom de alternaria foi reclassificado como A. alternata patotipo
tangerina (Stuart et al., 2009; Huang et al., 2015).

Existem sete patoétipos conhecidos de A. alternata, dois deles que infectam
citros: um causa doenca em lim&o e outro, em tangerina (Li et al., 2021). O pat6tipo
de A. alternata patogénico a tangerina, produz toxina seletiva de hospedeiro
denominada ACT. Essa toxina é responsavel pelos sintomas de manchas necréticas
com ou sem halo clorético nos érgéos afetados. A toxina ACT, além de toxica para
tangerina e seus hibridos, também o é para toranja e laranja doce, mas ndo causa
toxidez a liméo (Gai et al., 2019). O patétipo de A. alternata patogénico ao liméo
cravo produz a toxina ACR ou ACRL, que interfere na respiracdo celular, mau
funcionamento da fosforilacdo oxidativa e extravasamento de eletrélitos nas células
de hospedeiro suscetivel (Yang; Lin; Chung, 2009). De acordo com Troncoso-Rojas
e Tiznado-Hernandez (2014), essas toxinas seletivas de hospedeiro inibem o
mecanismo de defesa da planta, induzindo a suscetibilidade ao patégeno.

A mancha marrom de alternaria foi identificada pela primeira vez na Australia
no ano de 1903. Nos Estados Unidos, a doenca foi encontrada inicialmente em 1974
infectando tangerinas ‘Dancy’ (Timmer et al., 1998). Em 1989, a mancha marrom de
alternaria foi relatada em Israel (Solel, 1991). Nos anos seguintes, também
localizada na Africa do Sul (Schutte et al., 1992), em Cuba (Isla, 1992), na Colémbia
(Castrocaicedo et al., 1994); na Turquia (Canihos et al., 1997), na Espanha (Vicent
et al., 2000), na Italia (Bella et al., 2001), na Argentina (Peres et al., 2003), no Peru
(Marin et al., 2006) e na China (Wang et al., 2010). Atualmente, segundo Aiello et al.
(2020), essa doenca esta disseminada em todos os paises produtores de tangerina,
causando perdas de producéo e qualidade dos frutos (Timmer et al., 1998; Reis et
al., 2007).

No Brasil, a mancha marrom de alternaria foi detectada pela primeira vez no
Estado do Rio de Janeiro, em 2001, em pomares de tangerina ‘Dancy’ (Goes et al.,
2001). Em Sao Paulo a doencga foi constatada em 2003, nos pomares de tangor

‘Murcott’ (Reis et al.,, 2007; Souza et al., 2009). Grande parte das variedades de
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tangerinas é suscetivel a A. alternata, como as tangerinas ‘Dancy’, ‘Ponkan’ e o
tangor ‘Murcott’; porém, existem algumas com resisténcia ao fitopatbgeno em
condigcbes de campo, como as tangerinas ‘Satsuma’ e ‘Clementina’ (Reis et al.,
2007).

3.2.1. Ciclo da mancha marrom de alternaria em tangerina

Alternaria alternata infecta as brotacfes de tangerineiras e seus hibridos
(Huang et al., 2015; Wang et al., 2020). O ciclo da mancha marrom de alternaria
(Figura 1) se inicia com a sobrevivéncia do patégeno em folhas, ramos e frutos
mortos aderidos a planta ou depositados ao solo. A esporulacao fungica ocorre pelo
desenvolvimento de conidiéforos, que irdo formar os conidios para posterior
disseminacédo. A abundante formacdo de esporos acontecem nas lesbes de tecido
maduro ou morto, raramente ocorre esporulacdo em tecidos lesionados jovens
(Timmer et al., 1998; Timmer et al., 2003; Stuart et al., 2009).

Os conidios séo liberados por meio de chuva e vento ou mudancas bruscas
de umidade relativa do ar, que contribuem para dispersdo e deposicdo dos esporos
no hospedeiro. Apds a deposicdo, o conidio penetra o hospedeiro diretamente ou
por aberturas naturais, como estdbmatos, com auxilio de apressorio. Quando o
patégeno penetra o hospedeiro, inicia a producao de toxina seletiva ACT, seguida de
colonizacdo e reproducdo (Rotem, 1994; Timmer et al., 2003; Reis et al., 2006;
Troncoso-Rojas & Tiznado-Hernandez, 2014). Periodos com molhamento foliar de 8
a 12 horas e temperaturas entre 20 a 28 °C favorecem a infeccdo do patégeno no
hospedeiro (Timmer et al., 2003; Stuart et al., 2009).

Os primeiros sintomas foliares, que ocorrem entre 24 e 36 horas apds a
infeccdo, sdo pequenas manchas escuras de coloracdo marrom ou preta, envoltas
ou néo por halo clorético, que podem se estender por toda a area foliar (Azevedo et
al., 2010). O tamanho das lesbes varia conforme a distribuicdo da toxina ACT no
tecido vegetal, no qual a area lesionada nem sempre esta relacionada com a
colonizagdo do patdgeno, mas sim com a presenca da toxina (Timmer et al., 2000;
Kohmoto et al., 1993; Stuart et al., 2009). Nos ramos, 0s sintomas sado semelhantes
aos das folhas (Santos Filho et al., 2009). Os sintomas em frutos maduros
apresentam lesdes de diversos tamanhos, como também podem apresentar
erupgoes corticosas (Timmer et al., 2003; Santos Filho et al., 2009; Ferreira et al.,

2016). Em casos de alta severidade a planta pode apresentar desfolha, ramos secos
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e queda precoce de frutos (Timmer et al., 2003; Santos Filho et al., 2009; Huang et
al., 2015; Wang et al., 2020).

Sobrevivéncia em
folhas e frutos

-

Conidios

. . &
Sintomas em ..'O'. n} dispersos no ar

folhas e frutos = =*.

- -

maduros _ -’

’ Ciclo da Mancha
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- Infecqao de
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clorético

Figura 1. Ciclo da mancha marrom de alternaria. O fitopatdgeno sobrevive em folhas ou
frutos aderidos a planta ou caidos ao solo, produz conidios, que sdo dispersos pelo
vento ou chuva e entram em contato com tecido suscetivel do hospedeiro, produz toxina
especifica ao hospedeiro que € translocada via sistema vascular, dando origem as
lesbes. Adaptado de Chung (2012).

3.3. Controle da mancha marrom de alternaria

A mancha marrom de alternaria é de dificil controle em razdo da infeccao
ocorrer, principalmente, em brotacdes, as quais nao sao formadas de modo uniforme
na planta. A producdo assincrona de brotos, dificulta 0 manejo do patdgeno com
aplicacdo unica de fungicidas (Timmer et al., 2000; Ferreira et al., 2016). Assim, sdo
necessarias combinacdes de praticas culturais, controle quimico e genético para seu
eficiente manejo. Os tratos culturais que contribuem para o controle da doenca séo:
plantio com espacamento adequado entre plantas, realizagdo de podas de limpeza,
eliminacdo de restos culturais, uso de irrigacdo localizada e adubacao nitrogenada
equilibrada (Swart et al., 1998; Vega e Dewdney, 2014; Ferreira et al., 2016).
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O emprego do controle genético € um método eficaz e de baixo custo, mas
sdo poucas as variedades disponiveis no mercado resistentes & mancha marrom de
alternaria. As tangerinas ‘Clementina’, ‘Satsuma’, ‘Fremont’ e ‘Thomas’, apresentam
alto grau de resisténcia em condi¢cdes de campo (Azevedo et al., 2010; Michielin et
al., 2016; Porcino et al., 2017), mas essas variedades tém pouca expresséo
comercial no Brasil (Porcino et al., 2017, CEAGESP, 2022). Além dessas
variedades, o Centro de Citricultura Sylvio Moreira, do IAC, lancou no ano de 2018 a
cultivar IAC 2019 Maria, resultante do cruzamento entre tangor ‘Murcott’ e a laranja
Péra IAC, resistente & mancha marrom de alternaria. O hibrido IAC 2019 Maria
ainda ndo é amplamente utilizado, devido a recente introdugdo no mercado, porém a
cultivar é promissora como ferramenta para manejo, ndo apenas da mancha marrom
de alternaria, como também da clorose variegada e da leprose dos citros (Centro de
Citricultura Sylvio Moreira, 2019; Veiga et al., 2019).

Embora a utilizacdo de manejos culturais e genético auxiliarem na reducéo da
severidade da doenca, a aplicacdo de fungicidas é fundamental para garantir frutos
de alta qualidade exigidos para o mercado de frutas in natura (Timmer et al., 2003;
Vegan & Dewdney, 2014). Recomenda-se o tratamento quimico no inicio das
brotacbes e na fase reprodutiva, tanto no florescimento quanto na frutificacéo
(Ferreira et al., 2016). Assim, para o eficiente controle da doenca nos pomares, e
dependendo das condi¢cdes climaticas, sdo necessarias diversas aplicacdes de
fungicidas, sendo aqueles a base de cobre os mais utilizados (Timmer et al., 2003).

No Brasil, os fungicidas registrados para manejo da mancha marrom de
alternaria em tangerina incluem apenas cinco ingredientes ativos: Oxido cuproso,
sulfato de cobre e azoxistrobina ou trifloxistrobina (IQe) formulados em mistura com
tebuconazol (IDM) (Agrofit, 2022). Os fungicidas cupricos, multissitios, embora de
baixo custo e com menor toxidez para o ambiente e para 0 homem, podem causar
fitotoxidez a planta quando aplicados repetidas vezes e em altas concentracdes,
além de serem facilmente lavados da superficie vegetal devido a adesado superficial
do produto na planta (Coulturato et al., 2009; Ferreira et al., 2016). Azoxistrobina e
trifloxistrobina sdo os fungicidas mais utilizados para controle de A. alternata em
tangerina e seus hibridos. No entanto, o uso continuo de fungicidas do grupo 1Qe
pode levar a selecdo de isolados resistentes, em funcdo do seu modo de acdo (Ma
et al., 2003; Karaoglanidis et al., 2011; Chitolina et al., 2021). Por essa razéo, esses

fungicidas sao formulados em mistura com tebuconazol, fungicida sitio-especifico e
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sistémico, que atua como inibidor da desmetilacdo do carbono 14 (IDM). Para
reduzir as chances de selecdo de isolados resistentes aos fungicidas sitio-
especifico, recomenda-se também a alternancia de produtos com ingredientes ativos
(i. a.) diferentes por meio da rotacéo de fungicidas de acdo multissitio (Timmer et al.,
2003; Ferreira et al., 2016), além de utilizar o mesmo i. a. até duas vezes por safra
(Santos Filho et al., 2009).

Embora essas estratégias sejam empregadas no manejo da mancha marrom
de alternaria em tangerinas, verificou-se baixa eficiéncia no controle da doenca com
0 uso de fungicidas do grupo IQe no Estado de Sao Paulo, em 2021, diferentemente
do que ocorria em anos anteriores. A comprovacao de isolados resistentes de A.
alternata a fungicidas do grupo IQe dificultou seu manejo pelos produtores, que
dispbem de reduzido numero de ingredientes ativos eficientes (Agrofit, 2022;
Chitolina et al., 2021).

Nos Estados Unidos, em 2011, apGs a ocorréncia de isolados de A. alternata
resistentes aos IQe, foi disponibilizado o uso do fungicida boscalida, pertencente ao
grupo dos inibidores da succinato desidrogenase (ISDH) para substituir o uso de

azoxistrobina (Vega & Dewdney, 2015).

3.4. Fungicidas inibidores da succinato desidrogenase (ISDH)

Os fungicidas pertencentes ao grupo ISDH atuam no complexo mitocondrial I,
mais especificamente na enzima succinato desidrogenase (SDH). Esses fungicidas
blogueiam o transporte de elétrons da succinato para ubiquinona, além de
impedirem a conversao de succinato a fumarato. Assim, os fungicidas ISDH
interferem em dois processos importantes: o transporte de elétrons mitocondrial e no
ciclo de Krebs (Avenot & Michailides, 2010; Stammler et al., 2015; Klappach &
Stammler, 2019). A enzima SDH é composta por quatro subunidades: SDHA, SDHB,
SDHC e SDHD, A é uma flavoproteina, que catalisa a oxidacdo de succinato a
fumarato. A SDHB, proteina composta de trés aglomerados de ferro-enxofre, que
conectam a SDHA com a ubiquinona, além da proteina SDHB ser responsavel pelo
transporte de elétrons da succinato para ubiquinona; as subunidades SDHC e SDHD
sdo proteinas ancoras na membrana hidrofobica, no qual ambas proteinas tém um
sitio de ligacdo na ubiquinona (Ackrell, 2000; Sun et al., 2005; Avenot & Michailides,
2010).
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O grupo de fungicidas ISDH, antes do surgimento do Comité de Acéo de
Resisténcia a Fungicidas (FRAC), eram denominados como carboxamidas. Apos a
fundacdo do FRAC, e a separacao de fungicidas por grupo em relacdo ao seu modo
de acdo, os grupos de fungicidas passaram a ser nomeados em referéncia ao seu
sitio alvo. Assim, as carboxamidas passaram a denomina¢do de fungicidas ISDH
(Stammler et al., 2015).

Os fungicidas ISDH foram lancados no mercado no final da década de 60,
com o0s primeiros i. a. carboxina e oxicarboxina, seguido de diversos outros
fungicidas. Até a década de 90, os fungicidas ISDH forneciam reduzido espectro de
acdo, atuavam basicamente sobre basidiomicetos. Em 2003, apds alteracdes
estruturais moleculares de i.a., foi lancado no mercado o fungicida boscalida com
amplo espectro de acdo sobre os fungos fitopatogénicos, passando a atuar sobre
basidiomicetos e ascomicetos, além de aumentar a eficiéncia do fungicida. Assim, o0s
fungicidas ISDH passaram a ter maior importancia no mercado de produtos de
protecdo de plantas (Avenot & Michailides, 2010; Stammler et al., 2015; Lucas et al.,
2015; Klappach & Stammler, 2019).

A partir de boscalida, foram disponibilizados no mercado diferentes i. a., como
os fungicidas bixafem, fluopyram, fluxapiroxade, sendo estes conhecidos como
fungicidas de segunda geracéo (Sierotzki & Scalliet, 2013; Stammler et al., 2015;
Amaro et al., 2019). Em 2015, foi lancado pidiflumetofem, este fungicida pertence a
um novo grupo quimico dos ISDH, que controla amplo espectro de patdgenos, além
de fornecer controle prolongado sobre a doenca e n&o fornecer resisténcia cruzada
com os principais i. a. Os ultimos fungicidas ISDH lancados foram isoflucipram, no
ano de 2019, e inpirfluxam lancado em 2020. Pidiflumetofem, isoflucipram e
inpirfluxam sdo considerados uma nova geracdo de fungicidas pertencentes ao
grupo ISDH (Jeanmart et al., 2021; Maienfisch & Mangelinckx, 2021). Atualmente
existem 24 ingredientes ativos disponiveis no mercado, distribuidos em 12 grupos
quimicos (FRAC, 2021).

Embora os novos fungicidas ISDH sejam eficientes para o manejo de diversas
doencas, sua utilizagdo excessiva, sem a rotacdo de principios ativos, tem
favorecido o desenvolvimento de resisténcia ou diminuicdo da sensibilidade em
diferentes fitopatégenos (Avenot & Michailides, 2010). Atualmente, existem diversos

patogenos resistentes aos fungicidas ISDH, incluindo isolados de A. alternata na



26

cultura do pistache (Avenot & Michailides, 2007), batata (Ladschoot et al., 2017) e
péssego (Yang et al., 2015).

3.4.1. Resisténcia de fitopatdogenos a fungicidas ISDH

A resisténcia a fungicidas pode ser definida como uma diminui¢cdo parcial ou
total da sensibilidade de um microrganismo a uma determinada molécula ou produto
antifangico. Essa caracteristica é hereditaria e estavel (Ghini & Kimati, 2000; Brent &
Hollomon, 2007). A selecdo de isolados patogénicos resistentes a fungicidas é
favorecida pelo uso continuo de produtos com mesmo i. a. de acdo especifica. A
resisténcia a fungicidas pode ocorrer por meio de pontos de mutagées ou por outros
mecanismos, como superexpressao génica ou bomba de efluxo (Ma & Michailides,
2005; Lucas et al., 2015).

Os fungicidas ISDH sao classificados, segundo o FRAC (2022), como de
médio a alto potencial para fungos fitopatogénicos desenvolverem resisténcia,
devido ao seu modo de acdo especifico. As moléculas carboxina, flutalanil e
boscalida, perderam a eficiéncia no controle de doencas logo apds seu lancamento
no mercado (Hu et al., 2016). Os primeiros relatos de resisténcia de fungos
fitopatogénicos a fungicidas ISDH ocorreram na década de 1970 para Ustilago
maydis e Aspergillus nidulans. Posteriormente a resisténcia foi relatada em Botrytis
cinerea, Alternaria alternata, Corynespora cassiicola e Podosphaera xanthi
(Veloukas et al., 2013; Sierotzki & Scalliet, 2013; Yang et al., 2015).

A resisténcia aos fungicidas ISDH ocorre por mutacbes na enzima SDH. Ja
foram identificadas mais de 27 muta¢fes distribuidas nas subunidades B, C ou D
pela substituicdo de aminoacidos, para diferentes fitopatégenos (Avenot et al., 2009;
Sierotzki & Scalliet, 2013). Os diferentes pontos de mutacdes conferem variacdes
nos niveis de sensibilidade e essa variacdo também esta relacionada com o i.a.
(Avenot et al., 2014; Klappach & Stammler, 2019). Ademais, a resisténcia cruzada
de fungicidas ISDH depende do ponto de mutacao, do i.a., como também da espécie
fungica (Sierotzki & Scalliet, 2013).

As variacdes de sensibilidade ou resisténcia e os pontos de mutacbes
puderam ser verificados em A. alternata patétipo péssego no trabalho de (Yang et
al., 2015). Os autores observaram que as substituicbes de histidina (H) por tirosina
(Y) ou arginina (R) na posi¢ao 277 (H277Y/R) na subunidade SDHB, e a mutagao

H134R na subunidade SDHC, conferem alta resisténcia aos fungicidas boscalida e
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pentiopirade. J& para fluxapiroxade os genétipos séo de reducédo de sensibilidade ou
resisténcia para os isolados com mutacdes H277Y/R, e resisténcia para os isolados
com mutacdo H134R. Para o fungicida fluopiram, as mutacbes H277Y/R
concederam gendtipos sensibilidade ou reducdo da sensibilidade, a mutacdo H134R
forneceu reducao da sensibilidade ou resisténcia. J& a substituicdo de histidina (H)
por leucina (L) no cédon 277 (H277L) conferiu gendtipo de resisténcia para os
fungicidas boscalida, pentiopirade, fluxapiroxade e fluopiram. Esses resultados
mostram que ha variacbes na sensibilidade, resisténcia ou resisténcia cruzada
depende do ponto de mutacédo e do i.a. analisado (Sierotzki & Scalliet, 2013; Yang et
al., 2015).

Além dos pontos de mutacdes na subunidade SDHB H277R/Y/L, também
foram identificadas para A. alternata em pistache substituicbes de prolina (P) por
alanina (A), arginina (R), isoleucina (1), fenilalalina (F) e aspartato (D) na posi¢cdo 230
(P230A/R/I/F/ID), substituicdo de amino&cido asparagina (N) no codon 235 por
aspartato (D), treonina (T), glutamato (E) e glicina (G) (N235D/T/E/G). Na
subunidade SDHC, além da mutacdo H134R, também foi identificada a substituicdo
de serina (S) por arginina (R) na posicdo 135 (S135R). J4& na subunidade SDHD
foram identificadas as mutagbes D123E e H133P. Todos esses pontos de mutacdes
descritos conferem gendtipo de resisténcia a boscalida para A. alternata em pistache
(Avenot et al., 2014; Avenot et al., 2019).

Para A. alternata patétipo tangerina ndo ha registro de isolados resistentes
aos fungicidas ISDH. Ainda assim, Vega e Dewdney (2014) sugerem a rotacao de
produtos com diferentes modos de ac¢do, como também evitar 0 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.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Isolados de Alternaria alternata

Os isolados de A. alternata utilizados neste trabalho foram coletados em
diferentes municipios do Estado de S&o Paulo, nos anos de 2003, 2004, 2017, 2018
e 2021 (Tabela 1). Os isolados de 2003 e 2004 foram coletados logo apds a
identificacdo da mancha marrom de alternaria nos pomares de tangerina do Estado
de S&o Paulo e classificados como linha de base (baseline) para avaliacdo da
sensibilidade a fungicidas do grupo dos inibidores da succinato desidrogenase
(ISDH). Ja os isolados de 2017, 2018 e 2021 foram coletados apoés relatos de falhas
no controle da doencga, mesmo apoés aplicacdes de fungicidas inibidores da quinona
externa (1Qe) formulados em mistura com fungicidas inibidores da desmetilacdo do
Carbono 14 (IDM).

Tabela 1. Informacdes sobre os isolados de Alternaria alternata utilizados neste trabalho:
municipio de origem, cédigo do isolado, nimero de isolados, hospedeiro e data da
coleta dos isolados.

L . Numero de . Data de
Municipio Cadigo : Hospedeiro coleta
isolados \
(més/ano)
Casa Branca LRS 15/03 1 ‘Murcott’ 02/03
Botucatu LRS 21/03 1 ‘Murcott’ 02/03
Capao Bonito LRS 35/03 e 41/03 2 ‘Nova’ 05/03
Aguai LRS 32/04 1 ‘Ponkan’ 04/04
Porto Feliz LRS 01/17 a 09/17 9 ‘Murcott’ 01/17
Séao Pedro do Turvo LRS 21/17 a 25/17 5 ‘Murcott’ 04/17
Séao Pedro do Turvo LRS 27/17 a 30/17 4 ‘Murcott’ 04/17
Ubirajara LRS 31/17 a 40/17 10 ‘Murcott’ 04/17
Bariri BA 1/18 a 15/18 15 ‘Ponkan’ 04/18
Bariri BA 17/18 a 29/18 13 ‘Ponkan’ 04/18
Buri BU 1/18 e 2/18 2 ‘Ponkan’ 04/18
Conchal CH 1/18 a 26/18 26 ‘Ponkan’ 04/18
Conchal CH 28/21 a 40/21 13 ‘Murcott’ 01/21
Paranapanema LRS 5/18 e 6/18 2 ‘Ponkan’ 04/18
Paranapanema LRS 8/18 a 12/18 5 ‘Ponkan’ 04/18
Paranapanema PP 1/21 a 25/21 25 ‘Murcott’ 01/21
Pratania PR 1/18 a 10/18 10 ‘Ponkan’ 04/18
Pratania PR 11/21 e 12/21 2 ‘Ponkan’ 01/21
Pratania PR 14/21 a 19/21 6 ‘Ponkan’ 01/21
Pratania PR 21/21 a 31/21 11 ‘Ponkan’ 01/21
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Tabela 1. Continuacao.

. . Namero de . Data de

Municipio Caddigo . Hospedeiro coleta
isolados .
(més/ano)

Pratania PR 33/21 a 36/21 4 ‘Ponkan’ 01/21
Pratania PR 38/21 a 44/21 7 ‘Ponkan’ 01/21
Socorro SC 1/18 a 8/18 8 ‘Murcott’ 04/18
Socorro SC 10/18 a 30/18 21 ‘Murcott’ 04/18
Socorro SC 31/21 a 54/21 24 ‘Ponkan’ 01/21

Os isolados dos anos de 2003, 2004 e 2017 foram cedidos pelo Dr. E.
Feichtenberger, do Instituto Biologico de Sao Paulo, e permanecem armazenados na
micoteca ‘Dra. Victoria Rossetti’, na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de
Sorocaba. Os isolados de 2018 foram coletados pelo Me. G. M. Chitolina (ESALQ —
USP) e pelo Dr. G. J. Silva Jr (Fundecitrus) e permanecem armazenados no
Laboratério de Fitopatologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” —
Universidade de Sao Paulo (ESALQ - USP). Os isolados de 2021 foram
provenientes de frutos coletados pelo Dr. G. J. Silva Jr, e estdo armazenados no
Laboratorio de Fitopatologia da ESALQ — USP.

Todos os isolados foram obtidos por isolamento indireto, ap6s desinfestacéo
superficial da casca dos frutos citricos, e cultivados em meio de cultura V8 (100 ml
de suco V8, 900 ml de a4gua destilada, 20 g de agar e 10 g de carbonato de calcio),
conforme descrito em Chitolina et al. (2021). Culturas monospoéricas de cada um
desses isolados foram obtidas como se segue: placas de Petri com meio de cultura
V8 contendo discos de micélio de Alternaria alternata de 0,5 cm de didmetro foram
incubadas em camara de crescimento a 20 °C, com fotoperiodo de 12 h, em luz
préxima ao ultravioleta (NUV) por sete dias. Apés o periodo de incubacao, 5 ml de
agua destilada estéril foram depositados sobre a placa e os esporos foram
suspendidos com auxilio de uma alca de Drigalski. A suspensédo de conidios foi
transferida para um Becker, apds filtragem em gaze e ajustada para a concentracéo
de 10% conidios.ml™ com auxilio de camara de Neubaeur. Depositou-se trés
aliquotas de 30 ul de cada suspenséao de conidios proximo ao bordo de uma placa
de Petri com meio agar-agua (AA), com distancia de 1,5 cm entre elas. As placas
foram inclinadas em angulo de, aproximadamente, 60° para deflivio da suspenséo
sobre 0 meio de cultura, de um bordo para outro. Apos o deflavio, as placas
retornaram a posicao horizontal e foram incubadas em camara B.O.D. a 27 °C, na

auséncia de luz por 4 horas. Com auxilio de microscopio 6tico Axio Lab.Al (Carl
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Zeiss), identificou-se um conidio de A. alternata germinado e isolado dos demais em
cada uma das placas. Esses conidios foram repicados para placas de Petri com
meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), as quais foram armazenadas por quatro
dias na temperatura de 27 °C, na auséncia de luz. Apds o crescimento das culturas
monosporicas, estas foram preservadas em papel filtro e armazenadas a -20 °C
(Gongalves et al., 2016).

4.2. Fungicidas

Os ingredientes ativos dos fungicidas utilizados nos experimentos foram
bixafem, boscalida, fluxapiroxade e pidiflumetofem (Tabela 2) todos pertencentes ao
grupo ISDH. O fungicida boscalida foi lancado pela empresa BASF no ano 2003. Em
2010 a BAYER lancou bixafem; em 2012 a BASF lancou fluxapiroxade e em 2015 a
Syngenta lancou pidiflumetofem, sendo este um dos fungicidas mais recentes do
grupo ISDH (Stammler et al., 2015; Amaro et al., 2019; Jeanmart et al., 2021).

As diluicGes seriadas para os fungicidas boscalida e pidiflumetofem foram em
agua destilada estéril a fim de se obter as solucdes estoques de 0,01; 0,1; 1; 10;
100; 1000 pg.ml™* de ingrediente ativo. Para os fungicidas fluxapiroxade e bixafem as
diluicbes foram em dimetilsulféxido (DMSO) para obter as solu¢des estoques de 1;
10; 100; 1000; 10000 pg.ml™.

Tabela 2. Caracteristicas dos fungicidas utilizados neste trabalho: ingrediente ativo, produto
comercial, empresa fabricante e concentragdo do ingrediente ativo (i.a.) nos produtos
comerciais.
Ingrediente ativo

(i.a) Produto Comercial Empresa Concentragéo do i.a.
Bixafem Produto técnico Sigma 100 mg.ml™*
Boscalida Cantus® Basf 500 g.Kg™
Fluxapiroxade Produto técnico Sigma 100 mg.ml™*
Pidiflumetofem Produto técnico Syngenta 183,5g.I"

As concentracfes finais para determinacdo da concentracdo efetiva dos
fungicidas ISDH para inibir 50% (CEsp) da germinagéo de conidios e do crescimento
micelial de A. alternata usadas para bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem foram O;
0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 pg.ml™. Para boscalida a concentracao final foi de 0; 0,001;
0,01; 0,1; 1; 10; 100 pg.ml™.
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4.3. Determinagdo da concentragdo efetiva de bixafem, boscalida,
fluxapiroxade e pidiflumetofem para inibir 50% (CEsp) da germinagéo de
conidios e crescimento micelial de Alternaria alternata

4.3.1. Germinacao de conidios de Alternaria alternata

A determinagdo da CEsp do fungicida boscalida foi realizada para dez
isolados, sendo quatro de 2003, um de 2004 e cinco isolados de 2017. No entanto,
para os fungicidas bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem foram utilizados cinco
isolados (quatro de 2003 e um de 2004). A determinacdo da CEsg foi baseada na
metodologia de Vega & Dewdney (2015).

Solugbes estoques foram adicionadas em meio AA (1,5%) para alcancar as
concentracfes finais desejadas, descritas no item 4.2. Conidios foram obtidos de
colénias com sete dias de idade, cultivadas em meio V8, e a suspensao foi ajustada
para a concentracdo de 2x10* conidios.ml™*, com auxilio da cAmara de Neubauer.
Depositou-se trés aliquotas de 30 ul de cada suspensao de conidios sobre placas de
Petri contendo meio AA com adicdo ou ndo de fungicida. Foram utilizadas trés
placas de Petri para cada concentracdo de fungicida por isolado. As placas foram
incubadas a 27 °C na auséncia de luz por 12 h. Passado o periodo de incubacéo, a
germinacdo dos conidios foi paralisada pela adicdo de uma aliquota de 50 ul de
lactoglicerol sobre cada local de deposicdo dos conidios.

Em cada placa foram avaliados 100 conidios de forma aleatéria. Considerou-
se germinado o conidio que apresentava tubo germinativo de tamanho igual ou
superior ao comprimento do mesmo ou pela presenca de mais de um tubo
germinativo por conidio de tamanho igual ou maior que o0 mesmo. A determinacdo
da CEs foi verificada por meio de regresséo linear entre os valores da porcentagem
de inibicdo (calculada em relacdo ao tratamento controle; concentracéo 0 pg.ml™) e
as concentracdes dos fungicidas correspondentes transformadas em logio. Utilizou-
se delineamento experimental inteiramente casualizado com trés repeticbes e o

experimento foi conduzido duas vezes.

4.3.2 Crescimento do tubo germinativo de Alternaria alternata
O tamanho do tubo germinativo dos conidios foi medido em dois isolados de
A. alternata, LRS 15/03 e LRS 41/03. A medicdo foi realizada para todas as
concentracbes de i.a. utilizados na determinagdo da CEsy de bixafem, boscalida,

fluxapiroxade e pidiflumetofem. Para isso, foram selecionados 30 conidios
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aleatoriamente, por concentracdo de i.a.. O tubo germinativo foi medido com auxilio
do microscopio 6tico Axio Lab (Carl Zeiss) com programa de imagem Zen Blue.
Quando o conidio apresentava mais de um tubo germinativo, todos eram medidos e
o valor final correspondeu a média por conidio. O tamanho relativo do tubo
germinativo foi calculado pela divisdo entre a média dos valores obtidos em cada
concentracdo de fungicida e a média dos valores obtidos no tratamento controle,

sem fungicida.

4.3.3. Crescimento micelial de Alternaria alternata
A determinacéo da concentracéo efetiva de bixafem, boscalida, fluxapiroxade
e pidiflumetofem para inibir 50% (CEsp) do crescimento micelial foi realizada para
trinta e sete isolados de A. alternata coletados em 2003, 2004, 2017, 2018 e 2021
(Tabela 3).

Tabela 3. Informacdes dos isolados de Alternaria alternata utilizados para determinacéo da
concentracao efetiva de bixafem, boscalida, fluxapiroxade e pidiflumetofem para inibir
50% (CEsp) do crescimento micelial: municipio de coleta, cédigo e nimero do isolado e
data da coleta.

L . L Numero de Data de
Municipio Caodigo isolados cpleta
(més/ano)
Casa Branca LRS 15/03 1 02/03
Botucatu LRS 21/03 1 02/03
Capao Bonito LRS 35/03 e 41/03 2 05/03
Aguai LRS 32/04 1 04/04
Porto Feliz LRS 01/17, 02/17, 06/17 e 07/17 4 01/17
Séao Pedro do Turvo LRS 21/17, 22/17, 25/17 e 30/17 4 04/17
Ubirajara LRS 31/17 e 35/17 2 04/17
Bariri BA 7/18 e 20/18 2 04/18
Buri BU 1/18 1 04/18
Conchal CH 03/18, 04/18 e 12/18 3 04/18
Conchal CH 28/21 e CH29/21 2 01/21
Paranapanema LRS 11/18 1 04/18
Paranapanema PP 1/21 a 3/21 3 01/21
Pratania PR 5/18 1 04/18
Pratania PR 29/21 1 01/21
Pratania PR 42/21 a 44/21 3 01/21
Socorro SC 7/18 e 14/18 2 04/18
Socorro SC 31/21 a 33/21 3 01/21

Os fungicidas foram acrescidos em meio BDA para se obter as concentragcdes

desejadas, conforme descrito no item 4.2. Entdo, discos de miceélio (0,5 cm de
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diametro) foram retirados da borda de colbénias com sete dias de crescimento,
cultivadas em meio BDA, e transferidos para placas de Petri contendo meio BDA
acrescido ou ndo de fungicida. As placas foram incubadas a 27 °C, na auséncia de
luz por sete dias. A metodologia foi baseada no trabalho de Vega & Dewdney
(2015).

O tamanho das col6nias foi medido nos dois sentidos perpendiculares da
placa. Assim, foi calculado o diametro médio da colénia descontando o tamanho do
disco micelial. A CEsy foi determinada por meio de regressado linear entre as
porcentagens de inibigdo do crescimento micelial e as concentra¢des dos fungicidas
correspondentes, transformadas em log'®. Utilizou-se delineamento experimental
inteiramente casualizado com trés repeticbes e o experimento foi conduzido duas

Vezes.

4.4. ConcentracOes discriminatérias de bixafem, boscalida, fluxapiroxade e
pidiflumetofem para inibir o crescimento micelial de Alternaria alternata

As concentracdes discriminatérias utilizadas foram determinadas apos os
resultados da determinacdo da CEsp do crescimento micelial dos isolados de A.
alternata e com base no trabalho preliminar de Avenot & Michailides (2010). O
experimento foi conduzido com 226 isolados (Tabela 1) para os quatro fungicidas
ISDH. As concentracdes de i.a. utilizadas foram de 10 e 100 pg.ml™ para boscalida e
de 10 pug.ml™* para bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem.

A conducao e a avaliacdo do ensaio foi realizada de forma similar ao ensaio
da determinagdo da CEsy de crescimento micelial (item 4.3.3). A porcentagem de
inibicdo foi calculada pela divisdo entre o diametro médio da colénia em meio com
fungicida pelo didametro médio da col6nia do tratamento controle (concentracdo 0
ng.ml™t). Realizou-se trés repeticbes por isolado para cada fungicida testado. O
experimento foi realizado duas vezes. As concentracdes de fungicida descritas
acima foram utilizadas para verificar o fenotipo de sensibilidade ou resisténcia dos
isolados. Considerou-se isolados sensiveis aqueles com porcentagens de
crescimento micelial < 50% e resistentes os isolados com crescimento micelial =
50% (Russell, 2002).
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4.5. Avaliagdo in vivo de sensibilidade de isolados de Alternaria alternata
com os fungicidas boscalida e pidiflumetofem

Os isolados utilizados nos ensaios de verificacdo de sensibilidade in vivo
foram escolhidos com base nos valores da CEsy do fungicida boscalida para o
crescimento micelial. Foram selecionados sete isolados (Tabela 4), com um isolado
coletado nos anos de 2003, 2004, 2017, 2018 e trés, em 2021.

Tabela 4. Informacdes dos isolados de Alternaria alternata utilizados para resisténcia pratica
de boscalida e pidiflumetofem: municipio, cédigo do isolado e data da coleta.

. L Data de coleta
Municipio Cdédigo

(més/ano)
Capao Bonito LRS 41/03 05/03
Aguai LRS 32/04 04/04
Sao Pedro do Turvo LRS 21/17 04/17
Bariri BA 7/18 04/18
Conchal CH 29/21 01/21
Pratania PR 29/21 01/21
Socorro SC 33/21 01/21

Como os fungicidas ISDH néo estao registrados para a mancha marrom de
alternaria em tangerina, o calculo da concentracdo de ingrediente ativo a ser
utilizado, correspondeu a 10 e/ou 20 vezes o valor mais alto obtido na determinacgéo
da CEsp de cada fungicida testado, boscalida e pidiflumetofem. As concentracdes de
ingrediente ativo para boscalida foram de 75 e 150 pg.ml™ e para pidiflumetofem de
25 pg.ml™. Realizou-se o ensaio in vivo com folhas destacadas, com metodologia
baseada em Chitolina (2019). Os fungicidas bixafem e fluxapiroxade nao foram
utilizados para o0 ensaio in vivo por serem insolUveis em agua, e se diluidos em
DMSO, néo representaria 0 uso pratico desses fungicidas. Ademais, bixafem e
fluxapiroxade sédo formulados comercialmente em mistura com outros fungicidas,
dificultando a analise.

Folhas jovens de tangerina ‘Murcott’, de tamanho de 3 a 3,5 cm de
comprimento, cultivadas em casa de vegetacao, foram coletadas, lavadas em agua
corrente, seguida de imersdo em alcool 70% por 30 segundos e solugdo de
hipoclorito de sédio a 0,5% por 60 segundos. Apds a desinfestacdo superficial, as

folhas foram enxaguadas em agua destilada estéril e colocadas para secar sobre
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papel filtro em fluxo laminar por, aproximadamente, 40 minutos. Apds secas,
pulverizou-se a face abaxial das folhas com fungicida ou agua destilada estéril até
ponto de escorrimento. As folhas retornaram ao fluxo laminar para secagem por 3 h
e 30 minutos, ou até estarem completamente secas.

A inoculagdo das folhas foi realizada na face abaxial com suspensédo de
conidios na concentracéo de 10° conidios.ml™ para os isolados BA 7/18 e PR29/21,
e 10* conidios.ml™ para os demais isolados ou com &agua destilada estéril, sendo
este o controle negativo. A diferenca de concentracdo na suspensdo de conidios
esta relacionada a agressividade do patdgeno. Isolados menos agressivos foram
inoculados em maior concentragéo e isolados mais agressivos foram inoculados em
menor concentracgao.

Duas laminas de vidro para microscopia foram depositadas em caixa tipo
Gerbox contendo no fundo papel filtro e algoddo umedecido. As folhas inoculadas e
as folhas do tratamento testemunha foram depositados sobre as laminas com a face
abaxial voltada para cima. Apés vedadas, as caixas foram incubadas a 25 °C com
fotoperiodo de 12 h. A incidéncia da doenca foi avaliada 72 h apds a inoculagédo. A
porcentagem da severidade da doenca foi quantificada por meio do programa Quant
(vale et al, 2001). O experimento foi composto de 4 tratamentos, folhas
pulverizadas com agua ou fungicida, com e sem inoculagdo, com 5 folhas por
tratamento, sendo elas as repeticbes. Na analise estatistica foram utilizados os
testes Shapiro-Wilk para avaliar a normalidade das variancias e de Tukey para
verificar a significancia entre tratamentos, ambos testes realizados pelo programa

estatistico Statistica 10.0.

4.6. Extracdo de DNA de isolados de Alternaria alternata, reacfes de
polimerase em cadeia (PCR) e sequenciamento das subunidades SDH
Extracbes de DNA foram realizadas para os sete isolados de A. alternata

utilizados no ensaio in vivo. Micélio de colbénias, com sete dias de idade, cultivadas
em meio BDA foram macerados com areia de aquario estéril para extracdo de DNA.
Seguiu-se protocolo para culturas de leveduras (Yeast Cultures) modificado do kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega). As extracdes de DNA foram
guantificadas em espectrofotbmetro NanoDropTM 1000 (Thermo Fisher
ScientificTM).
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As regides gendomicas amplificadas para caracterizagdo molecular do
complexo SDH foram as subunidades: proteina ferro-enxofre (SdhB), proteina CybL
(SdhC) e proteina CybS (SdhD) (Tabela 5).

Reacdes de polimerase em cadeia (PCR) foram realizadas em volume total
de 25 pl, contendo 12,5 ul GoTag® DNA Polymerase (Promega), 1 pl de cada primer,
8,5 ul de Nuclease Free Water, 2 ul de DNA ou Nuclease Free Water (controle
negativo). As condi¢cdes de amplificacdo para os genes pertencentes ao complexo

SDH estao descritas na Tabela 5.

Tabela 5. Regides de amplificacdo para identificacdo d e pontos de mutacBes do complexo
SDH com primers, sequéncias e condi¢ctes do termociclador para amplificacdo.
Condicoes

Primer Sequéncia (5 - 3’) Gene Termociclador
4Primer CGACGGACTCTACGAATGC
set4 SdhB
*Primer GCATGTCCTTGAGCAGTTGAG 495 °C — 5 min
set 4 40 ciclos: 94 °C—-40s
51°C-50s
®’SDHC-F4 CCA GCG GAG GTA TGT CAT AAT AG sdhc 72 °C -1 min
®SDHC-R4 TCC ATC CAG TGC GGA TAACC 72 °C — 10 min
4SdhD - CATCCAAGTCGTTCCGATATT
Seqsl SdhD
4SdhD - CGTTAGCCACGGTAACCACT
SegR1

#Avenot et al., 2019.
®\Vega e Dewdney, 2015.

Os produtos da PCR foram visualizados em gel de agarose 1% acrescido de
SYBR® Safe DNA Gel Stain em tampado de carregamento 0,5x Tris-borato-EDTA
(TBE). Realizou-se a purificagdo com kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) seguindo protocolo recomendado pelo fabricante. Os produtos da PCR
purificados foram enviados para sequenciamento. O produto da PCR foi
sequenciado em ambas as direcdes e as sequéncias consenso foram obtidas
utilizando o software Sequencher v.5.4.1 (Gene Codes Corporation, 2016). As
sequéncias dos fragmentos de DNA amplificados foram comparados com as
sequencias de A. alternata disponiveis no GenBank e analisadas pelo programa
BioEdit versao 7.2.5.

Os isolados selvagens (wild-type) utilizados como controle para identificacao
de pontos de mutacdo no complexo SDH foram G23-R2-L1-1S, AR-SBL-4S e G14-
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7-2S para as subunidades SDHB, SDHC e SDHD, respectivamente (Vega &
Dewdney, 2015).
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5. RESULTADOS
5.1 Determinagdo da concentragdo efetiva de bixafem, boscalida,
fluxapiroxade e pidiflumetofem para inibir 50% (CEsp) da germinacao de
conidios de Alternaria alternata
Os valores da CEsp estimados para a germinacado de conidios de A. alternata
foram superiores aos da maior concentracdo testada (100 pg.ml™ para boscalida e
10 pg.ml™* para bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem), inclusive para os isolados
classificados como baseline, conforme Tabela 6. Houve altas taxas de germinacao
de conidios, mesmo nas concentra¢cdes mais altas de i. a., (Figura 2). Com base nos
valores de CEsg 0s isolados seriam classificados fenotipicamente como resistentes,

pois ndo houve inibicdo da germinac¢do com uso dos fungicidas do grupo ISDH.

Tabela 6. Valores da concentracdo efetiva de bixafem, boscalida, fluxapiroxade e
pidiflumetofem para inibir 50% (CEs,) da germinacdo de conidios de Alternaria alternata.

Boscalida Bixafem Fluxapiroxade Pidiflumetofem

Isolado E)
CEso (Lg.mI™)
LRS 15/03 >100 >10 >10 >10
LRS 21/03 >100 >10 >10 >10
LRS 35/03 >100 >10 >10 >10
LRS 41/03 >100 >10 >10 >10
LRS 32/04 >100 >10 >10 >10
LRS 01/17 >100 - - -

LRS 02/17 >100 - - -

LRS 21/17 >100 - - -

LRS 22/17 >100 - - -

LRS 31/17 >100 - - -
®tracos indicam isolados que nédo foram avaliados.

Os isolados expostos aos fungicidas boscalida e pidiflumetofem apresentaram
crescimento irregular no tubo germinativo nas concentracdes mais altas (Figura 2C,
F), o que nao foi observado na auséncia de fungicida. Estas deforma¢cfes também
nao foram observadas nos tubos germinativos dos isolados expostos aos fungicidas

bixafem e fluxapiroxade.
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Figura 2. Imagens de conidios germinados do isolado LRS 15/03 de Alternaria alternata na
presenca e na auséncia de fungicidas do grupo ISDH. Conidios germinados na
auséncia de fungicidas (A), a 10 ug.ml* (B) e a 100 pg.ml™* (C) de boscalida e a 10
pg.ml™ de bixafem (D), fluxapiroxade (E) e pidiflumetofem (F). Imagens ao microscopio
otico, com escala de 100 pm.

Os fungicidas analisados ndo impediram a germinacdo dos conidios de A.
alternata, mas afetaram a elongacédo do tubo germinativo (Figura 2). O aumento na
concentracdo do ingrediente ativo, resultou em reducdo do tamanho do tubo
germinativo (Figura 3 e Anexo A). A reducdo do tubo germinativo do isolado LRS
15/03, na concentracdo 10 pg.ml™* em relacdo ao tratamento controle, foi de 80,5%,
83,4%, 83,5% e 89,2%, respectivamente, para boscalida, bixafem, fluxapiroxade e
pidiflumetofem. Para o isolado LRS 41/03, a diminuicdo do tubo germinativo foi
maior, com 82,7%, 88,7%, 88,3% e 88,9%, respectivamente para boscalida,

bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem.
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Figura 3. Tamanho relativo do tubo germinativo dos isolados de Alternaria alternata LRS
15/03 (A) e LRS 41/03 (B) em meio de cultura Agar-Agua (AA) com diferentes
concentracdes de boscalida, bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem em comparacéo
ao tamanho do tubo germinativo dos mesmos isolados em meio de cultura AA sem
adicdo de fungicida. O tamanho dos tubos germinativos foi determinado apés 12 h de
incubacdo em 27 °C, na auséncia de luz.

5.2 Determinacdo da concentracdo efetiva de bixafem, boscalida,
fluxapiroxade e pidiflumetofem para inibir 50% (CEsp) do crescimento
micelial de Alternaria alternata
Os valores da CEsp para os isolados de A. alternata classificados como
baseline variaram entre 0,44 a 8,82 pg.ml™, 0,14 a 0,39 pg.ml™?, 0,26 a 0,97 pg.ml* e
de 0,07 a 0,18 pg.ml™, respectivamente, para boscalida, bixafem fluxapiroxade, e
pidiflumetofem (Tabela 7). Para os demais isolados as variagbes da CEsy foram de
0,23 a 7,61 pg.ml?, 0,18 a 1,14 pg.ml™?, 0,10 a 0,99 pg.ml™ e 0,01 a 0,27 pg.ml™,
respectivamente, para boscalida, bixafem e pidiflumetofem (Tabela 7).

O isolado PR 29/21, coletado em 2021, teve valores da CEsy >100 pg.ml™
para boscalida e de 15,86 pug.ml™, 27,20 e 1,16 ug.ml™*, para bixafem, fluxapiroxade
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e pidiflumetofem, respectivamente (Tabela 7). Estes valores sdo mais altos do que o
verificado para os 36 isolados testados. Assim, o isolado teve fator de resisténcia
>1000 vezes em relacdo ao segundo isolado com maior valor de CEso (LRS 41/03),
como também >1000 vezes em relacdo ao isolado mais sensivel (SC 7/18) para
boscalida. Para bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem o fator de resisténcia do
isolado PR 29/21 em relagdo aos isolados com maior e menor valores da CEsg
variaram de 14 a 88 (isolados BA 7/18 e SC 7/18), 28 a 272 (isolados CH 3/18 e SC
7/18) e 4 a 116 vezes (isolados LRS 22/17 e SC 7/18), respectivamente. Esses
resultados indicam que o isolado PR 29/21 é resistente aos fungicidas boscalida,
bixafem e fluxapiroxade e tem sensibilidade reduzida a pidiflumetofem, em
comparacao aos demais isolados avaliados. Embora o valor da CEsp do isolado PR
29/21 para o fungicida pidiflumetofem seja alto, ainda € um valor menor em relacao

aos de boscalida, bixafem e fluxapiroxade.

Tabela 7. Valores da concentracdo efetiva de boscalida, bixafem, fluxapiroxade e
pidiflumetofem para inibir 50% (CEsp) do crescimento micelial de 37 isolados de
Alternaria alternata.

Isolado Boscalida Bixafem Fluxapiroxade Pidiflumetofem
CEso (ug.ml™)
LRS 15/03 1,33 0,16 0,83 0,12
LRS 21/03 0,44 0,23 0,26 0,07
LRS 35/03 7,16 0,23 0,63 0,11
LRS 41/03 8,82 0,39 0,97 0,18
LRS 32/04 0,75 0,14 0,35 0,11
LRS 01/17 2,01 0,20 0,65 0,17
LRS 02/17 3,73 0,26 0,93 0,04
LRS 06/17 1,69 0,52 0,53 0,11
LRS 07/17 1,96 0,44 0,52 0,07
LRS 21/17 7,61 0,36 0,70 0,13
LRS 22/17 5,69 0,81 0,56 0,27
LRS 25/17 6,14 1,13 0,84 0,08
LRS 30/17 2,37 0,54 0,54 0,07
LRS 31/17 6,70 0,33 0,46 0,20
LRS 35/17 5,33 0,95 0,69 0,15

LRS 11/18 0,82 0,21 0,27 0,04
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Tabela 7. Continuacao.

Isolado Boscalida Bixafem Fluxapiroxade Pidiflumetofem
CEso (ug.ml™)
BA 7/18 6,53 1,14 0,84 0,08
BA 20/18 3,20 0,85 0,70 0,16
BU 1/18 0,41 0,23 0,11 0,02
CH 3/18 2,72 0,57 0,99 0,07
CH 4/18 0,65 0,20 0,26 0,04
CH 12/18 2,16 0,79 0,66 0,11
PR 5/18 1,10 0,42 0,48 0,06
SC 7/18 0,23 0,18 0,10 0,01
SC 14/18 1,84 0,36 0,60 0,05
CH 28/21 2,20 0,66 0,57 0,07
CH 29/21 0,58 0,29 0,24 0,05
PP 01/21 2,08 0,75 0,47 0,08
PP 02/21 1,75 0,78 0,67 0,06
PP 03/21 1,31 0,72 0,57 0,07
PR 29/21 >100 15,86 27,20 1,16
PR 42/21 1,13 0,70 0,61 0,06
PR 43/21 1,63 0,65 0,57 0,09
PR 44/21 1,77 0,62 0,66 0,07
SC 31/21 1,17 0,96 0,63 0,08
SC 32/21 2,07 0,59 0,62 0,08
SC 33/21 4,82 1,11 0,67 0,14

Os isolados LRS 35/03, LRS 41/03, LRS 21/17, LRS 22/17, LRS 25/17, LRS
31/17, LRS 35/17 e BA 7/18 tiveram os valores da CEs, de boscalida entre 5 e 8,82
ug.ml™. Para bixafem os isolados LRS 25/17, BA 7/18 e SC 33/21 tiveram valores
pouco maior que 1 pg.ml?, correspondendo aos valores mais altos para esse
fungicida. Os valores da CEsp mais altos para fluxapiroxade foram 0,93, 0,97 e 0,99
para os isolados LRS 02/17, LRS 41/03 e CH 3/18, respectivamente. Para
pidiflumetofem os valores mais altos foram 0,20 e 0,27 pg.ml™ para os isolados LRS
31/17 e LRS 22/17.

Os isolados coletados no ano de 2021 tiveram, de modo geral, valores da
CEso similares entre os isolados coletados nos demais anos para os fungicidas
testados (Figura 4), como mostra a distribuicdo de frequéncia da CEso para 36
isolados de A. alternata (nédo incluido o isolado PR 29/21). Apenas para o fungicida
boscalida, os isolados coletados em 2017 e dois isolados de 2003 apresentaram 0s

valores mais altos de CEsy. Esses resultados mostram que os diferentes anos de
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coletas dos isolados de A. alternata ndo estao relacionados a alteracdo nos valores

da CEsp para os fungicidas ISDH.
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Figura 4. Frequéncia (%) de 36 isolados de Alternaria alternata coletados em 2003/2004
(n=5), em 2017 (n=10), 2018 (n=10) e 2021 (n=11), em relagcdo aos valores da CEs
(ug.mlI™) dos fungicidas boscalida (A), bixafem (B), fluxapiroxade (C) e pidiflumetofem
(D). O isolado PR 29/21 n&o esta incluso nas figuras.

A frequéncia acumulada dos valores da CEsp para os fungicidas ISDH (Figura
5), considerando todos os isolados, independentemente do ano de coleta, mostra
que a eficiéncia de bixafem na inibicdo de A. alternata estd na faixa de 0,10 a 1
pg.ml™ como fluxapiroxade, o que difere dos demais fungicidas que apresentam
maior diferenca de faixa de valores da CEszy. Boscalida é o fungicida com menor
eficiéncia e pidiflumetofem o de maior eficiéncia na inibicdo de A. alternaria. Isso
sugere que a eficiéncia dos fungicidas esta relacionada ao seu grupo quimico, uma
vez que bixafem e fluxapiroxade pertencem ao grupo “pyrazole — 4 — carboxamide”,
enquanto boscalida pertence ao grupo “pyridine — carboxamides” e pidiflumetofem
ao grupo “N-methoxy-(phenylethyl)-pyrazole-carboxamides”. Embora valores da
CEsp de bixafem e de fluxapiroxade tenham ficado na mesma faixa de valores, nao
houve correlacao significativa entre os valores de CEsg dos diferentes fungicidas

avaliados (Anexo C).
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Figura 5. Distribuicdo dos valores da concentracdo efetiva (CEsp) para inibir em 50% o
crescimento micelial de 36 isolados de Alternaria alternata em frequéncia acumulada
para os fungicidas boscalida, bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem.

5.3 Concentracfes discriminatorias de bixafem, boscalida, fluxapiroxade e
pidiflumetofem para inibir o crescimento micelial de Alternaria alternata

Todos os 226 isolados de A. alternata, com excecdao do PR 29/21, foram
sensiveis aos fungicidas ISDH testados (Figura 6). As concentracdes
discriminatérias de 10 e 100 pg.ml™* de boscalida promoveram niveis similares de
inibicdo do crescimento micelial de A. alternata (Tabela 8, Figura 6A) s. Os isolados
que tiveram inibicBes igual ou maior a 97% para boscalida a 100 pg.ml™* foram LRS
08/17, BA 7/18, BA 17/18, CH 2/18, CH 6/17, CH 7/18, CH 14/18, CH 25/18, PR 3/18
e PR 5/18. O isolado PR 29/21 teve a menor inibicdo do crescimento micelial com
11,8%, sendo o unico isolado fenotipicamente resistente ao fungicida boscalida.

A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de A. alternata promovida
por bixafem foi semelhante aquela promovida por fluxapiroxade na maioria dos
isolados testados (Tabela 8, Figura 6B). No entanto, para alguns isolados, como 0s
coletados em 2003 e 2004, a porcentagem de inibicdo foi maior para bixafem do que
fluxapiroxade. Ja para isolados coletados em 2021, a inibicdo foi maior para
fluxapiroxade. A inibicdo do isolado PR 29/21 na dose discriminatoria de bixafem e
fluxapiroxade foi de 42,2%, e fenotipicamente esse isolado foi classificado como

resistente a esses fungicidas.
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Pidiflumetofem proporcionou as maiores porcentagens de inibicdo no
crescimento micelial de A. alternata, em relacdo aos demais fungicidas avaliados
(Tabela 8, Figura 6B). A maioria dos isolados tiveram inibicdo maior que 95%, varios
deles com 100% de inibicdo. A menor porcentagem de inibicdo foi do isolado PR

29/21 com 68,5%, o que mostra uma sensibilidade reduzida a pidiflumetofem.

Tabela 8. Inibicdo do crescimento micelial (%) de 226 isolados de Alternaria alternata com
os fungicidas boscalida, nas concentragdes de 10 e 100 pg.ml™, bixafem, fluxapiroxade
e pidiflumetofem na concentracéo de 10 pg.ml™, em relacéo a testemunha.
Inibicdo do Crescimento Micelial (%)

Boscalida Bixafem Fluxapiroxade Pidiflumetofem
Isolados 10 pg.ml*t 100 pg.mi™ 10 pg.ml™
LRS 15/03 68,7 73,1 90,5 68,1 91,9
LRS 21/03 78,5 80,5 89,4 82,9 98,5
LRS 35/03 51,9 56,1 93,3 66,4 98,1
LRS 41/03 54,6 55,5 96,3 68,5 81,7
LRS 32/04 78,6 80,8 97,3 80,1 98,0
LRS 01/17 67,1 70,5 94,7 79,4 99,7
LRS 02/17 65,3 70,9 95,8 76,7 100,0
LRS 03/17 68,7 83,1 83,7 88,4 98,5
LRS 04/17 71,9 78,8 88,9 93,4 100,0
LRS 05/17 63,5 77,0 88,5 91,9 99,2
LRS 06/17 63,5 72,5 97,6 97,3 99,0
LRS 07/17 67,0 70,5 84,3 88,1 96,6
LRS 08/17 64,7 70,2 87,2 89,1 94,4
LRS 09/17 72,3 77,2 90,6 91,6 99,8
LRS 21/17 55,6 60,9 91,8 79,6 98,7
LRS 22/17 52,6 58,5 91,1 74,2 92,9
LRS 23/17 69,6 74,2 89,6 93,9 97,8
LRS 24/17 79,3 82,3 91,0 94,7 96,1
LRS 25/17 65,4 73,8 97,2 96,1 97,7
LRS 27/17 70,2 81,8 96,7 98,5 98,5
LRS 29/17 65,9 76,3 85,1 89,9 86,5
LRS 30/17 65,4 88,9 94,6 95,9 98,9
LRS 31/17 55,8 64,7 96,2 82,6 98,3
LRS 32/17 94,4 95,4 95,6 96,4 99,3
LRS 33/17 86,4 92,9 92,8 95,0 99,0
LRS 34/17 71,4 88,3 92,3 93,3 96,0
LRS 35/17 57,6 76,0 84,2 84,9 93,0

LRS 36/17 61,6 74,7 82,9 89,0 92,0




Tabela 8. Continuacao.

Inibicdo do Crescimento Micelial (%)

Boscalida Bixafem Fluxapiroxade Pidiflumetofem
Isolados = g mIT 100 pg.mi” 10 pg.ml*
LRS37/17 75,8 85,2 90,0 92,0 92,0
LRS 38/17 77,2 88,0 82,8 88,9 06,2
LRS 39/17 72,2 86,0 86,7 89,9 93,4
LRS 40/17 64,7 77,0 84,5 85,2 92,0
LRS 05/18 90,4 91,3 98,8 99,5 98,4
LRS 06/18 82,0 90,4 93,4 95,6 99,5
LRS 08/18 95,9 97,1 97,1 99,5 98,9
LRS 09/18 90,7 91,1 96,1 96,8 98,7
LRS 10/18 91,0 88,4 88,7 95,3 96,2
LRS11/18 92,5 95,2 85,1 96,3 99,3
LRS 12/18 74,2 82,1 86,4 90,8 93,6
BA 1/18 64,7 79,2 88,8 98,5 98,5
BA 2/18 74,8 92,0 93,0 98,7 98,4
BA 3/18 66,9 77,5 84,0 92,1 97,7
BA 4/18 84,4 91,3 85,4 94,4 99,7
BA 5/18 60,8 69,3 86,3 87,9 99,3
BA 6/18 83,5 96,3 98,4 99,6 100,0
BA 7/18 90,6 97,5 88,2 100,0 100,0
BA 8/18 90,0 91,4 93,6 100,0 100,0
BA 9/18 74,4 78,8 84,8 92,6 88,5
BA 10/18 82,0 85,9 100,0 100,0 100,0
BA 11/18 67,6 86,6 87,8 96,2 99,2
BA 12/18 92,3 95,3 95,7 100,0 100,0
BA 13/18 71,0 90,6 88,7 97,4 98,6
BA 14/18 67,3 71,4 78,8 92,1 95,6
BA 15/18 67,1 82,9 80,5 87,9 99,7
BA 17/18 97,5 98,5 98,3 97,5 100,0
BA 18/18 88,1 85,2 86,2 95,0 100,0
BA 19/18 77,6 83,7 99,2 99,2 100,0
BA 20/18 56,5 69,9 89,3 98,0 99,7
BA 21/18 72,3 90,1 85,4 93,3 97,0
BA 22/18 83,1 90,7 89,5 95,2 98,6
BA 23/18 81,5 87,0 97,3 99,0 97,7
BA 24/18 88,4 91,1 92,7 95,0 99,4
BA 25/18 87,5 89,9 87,4 92,2 99,5
BA 26/18 75,7 81,9 89,0 92,4 98,0
BA 27/18 67,6 75,0 95,2 97,2 96,4
BA 28/18 84,8 91,7 95,2 96,3 98,2
BA 29/18 90,4 95,7 98,2 99,8 100,0
BU 1/18 84,5 92,8 86,0 98,1 98,2

BU 2/18 69,5 72,0 89,4 92,2 99,4
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Tabela 8. Continuacao.

Inibicdo do Crescimento Micelial (%)

Boscalida Bixafem Fluxapiroxade Pidiflumetofem

Isolados = " g mlIT 100 pg.mi™ 10 pg.ml*

CH 1/18 77,6 80,7 95,5 94,7 98,5
CH 2/18 97,9 98,1 98,5 99,3 100,0
CH 3/18 68,4 69,5 87,6 93,6 99,6
CH 4/18 78,7 82,2 96,3 96,6 100,0
CH 5/18 80,7 90,7 98,3 99,4 98,4
CH 6/18 96,9 98,4 98,4 98,4 98,6
CH 7/18 99,0 99,3 90,4 99,9 99,8
CH 8/18 78,8 81,5 90,5 94,9 98,6
CH 9/18 88,5 91,7 96,5 98,3 97,1
CH 10/18 85,7 93,3 95,1 97,4 96,5
CH 11/18 81,1 85,4 92,7 94,8 99,3
CH 12/18 62,5 70,9 87,5 93,9 93,0
CH 13/18 54,8 60,0 93,9 95,8 98,1
CH 14/18 96,3 99,5 99,6 99,5 99,9
CH 15/18 81,8 82,2 96,4 98,7 98,1
CH 16/18 93,2 95,3 98,4 97,8 98,4
CH 17/18 80,6 87,0 89,2 94,3 96,6
CH 18/18 87,0 88,7 92,5 95,5 99,0
CH 19/18 87,8 91,3 80,1 97,5 97,7
CH 20/18 71,1 85,2 94,5 959 94,7
CH 21/18 88,9 94,8 93,4 100,0 100,0
CH 22/18 73,1 77,0 93,0 97,1 100,0
CH 23/18 81,6 89,0 95,3 98,1 98,2
CH 24/18 91,5 95,3 97,7 100,0 99,8
CH 25/18 96,8 97,8 98,1 100,0 97,3
CH 26/18 72,8 81,9 96,9 97,8 95,5
PR 1/18 90,9 97,6 98,2 99,5 99,5
PR 2/18 95,4 95,7 93,1 99,1 100,0
PR 3/18 91,5 98,0 94,3 100,0 95,2
PR 4/18 59,5 67,6 91,3 96,3 99,0
PR 5/18 94,3 97,4 98,2 98,8 99,7
PR 6/18 74,1 80,2 90,9 95,4 98,5
PR 7/18 76,8 80,7 94,0 95,6 95,0
PR 8/18 64,4 83,5 78,8 87,4 97,0
PR 9/18 63,1 70,1 82,9 89,5 87,9
PR 10/18 73,2 83,2 92,0 96,3 91,5
SC 1/18 63,6 67,0 80,7 90,7 94,5
SC 2/18 88,1 91,2 98,4 97,5 99,9
SC 3/18 66,7 74,4 80,4 82,9 94,6
SC 4/18 61,1 78,7 90,8 95,5 95,2
SC 5/18 86,7 94,2 93,5 100,0 98,6

SC 6/18 60,6 66,7 79,5 95,9 86,7




Tabela 8. Continuacao.

Inibicdo do Crescimento Micelial (%)

Boscalida Bixafem Fluxapiroxade Pidiflumetofem

Isolados = " g mi™ 100 pg.mi” 10 pg.ml™

SC 7/18 71,2 72,3 87,3 94,4 97,4
SC 8/18 71,3 79,9 91,3 94,7 96,0
SC 10/18 73,4 78,1 86,5 88,2 96,5
SC 11/18 70,3 74,6 89,2 95,8 99,4
SC 12/18 77,4 82,1 95,7 96,8 97,1
SC 13/18 79,9 90,8 91,6 95,8 100,0
SC 14/18 74,0 76,9 99,8 98,0 98,0
SC 15/18 95,0 96,1 96,7 100,0 99,8
SC 16/18 71,7 77,7 98,0 99,8 93,4
SC 17/18 68,9 84,0 87,6 98,7 92,7
SC 18/18 83,0 86,5 96,3 99,8 94,7
SC 19/18 69,1 84,9 90,5 97,4 98,5
SC 20/18 55,7 72,5 85,7 97,1 100,0
SC 21/18 65,0 86,0 99,3 99,6 100,0
SC 22/18 63,7 76,8 85,5 95,2 98,9
SC 23/18 85,6 89,9 100,0 99,6 100,0
SC 24/18 65,5 75,2 91,1 97,2 99,5
SC 25/18 73,2 84,8 96,6 99,5 96,4
SC 26/18 93,0 97,0 100,0 100,0 100,0
SC 27/18 64,8 72,2 92,6 97,3 96,3
SC 28/18 84,0 89,1 91,9 100,0 98,3
SC 29/18 69,2 90,2 93,5 100,0 98,8
SC 30/18 59,0 70,5 91,2 100,0 93,8
PR 11/21 63,2 73,2 83,3 97,3 97,1
PR 12/21 72,7 80,3 93,7 99,6 99,3
PR 14/21 67,8 71,9 82,5 98,3 99,1
PR 15/21 72,2 81,5 96,7 98,7 99,6
PR 16/21 69,5 76,6 83,3 98,7 98,9
PR 17/21 66,6 75,7 88,5 99,4 97,4
PR 18/21 65,1 70,6 81,7 96,7 99,1
PR 19/21 68,7 71,4 85,0 97,7 99,5
PR 21/21 62,7 68,0 79,7 95,6 99,6
PR 22/21 64,7 70,1 87,2 97,9 98,5
PR 23/21 70,8 73,7 85,2 97,6 99,5
PR 24/21 70,2 72,7 83,3 92,1 92,4
PR 25/21 73,0 76,1 82,6 96,5 97,0
PR 26/21 73,8 75,4 80,5 96,0 96,9
PR 27/21 71,9 75,3 79,8 95,6 97,5
PR 28/21 81,2 81,6 89,8 96,2 98,4
PR 29/21* 55 11,8 42,2 42,2 68,5

*Isolado com fendtipo resistente.
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Tabela 8. Continuacao.

Inibicdo do Crescimento Micelial (%)

Boscalida Bixafem Fluxapiroxade Pidiflumetofem

Isolados = " g mi™ 100 pg.mi” 10 pug.ml™

PR 30/21 73,8 72,3 80,3 96,5 92,5
PR 31/21 74,0 74,1 82,8 96,2 98,5
PR 33/21 71,6 72,8 80,5 97,4 98,8
PR 34/21 79,5 82,1 90,7 99,7 100,0
PR 35/21 68,2 73,8 84,7 95,2 98,7
PR 36/21 70,2 74,5 81,1 95,4 99,4
PR 38/21 82,1 93,5 90,1 99,3 100,0
PR 39/21 70,8 74,1 80,0 96,0 99,7
PR 40/21 68,7 73,2 79,0 96,5 99,7
PR 41/21 81,9 84,2 88,0 92,1 98,4
PR 42/21 94,7 96,0 97,8 99,5 100,0
PR 43/21 69,0 73,1 86,4 91,0 96,6
PR 44/21 67,5 71,6 86,9 92,0 95,4
CH 28/21 70,3 77,6 90,9 95,1 98,7
CH 29/21 86,8 88,8 91,8 94,8 97,5
CH 30/21 76,3 81,4 87,7 97,1 100,0
CH 31/21 65,2 73,7 93,6 99,0 99,3
CH 32/21 75,4 79,2 82,7 88,9 94,2
CH 33/21 80,4 88,4 97,1 98,5 98,8
CH 34/21 85,3 85,4 97,3 98,5 98,3
CH 35/21 87,0 89,6 95,7 97,2 98,0
CH 36/21 89,4 90,4 97,1 96,5 98,3
CH 37/21 60,5 67,3 94,8 94,9 94,5
CH 38/21 85,4 90,1 92,0 98,3 99,2
CH 39/21 74,5 87,4 84,8 97,2 97,5
CH 40/21 89,6 93,7 95,7 98,1 99,1
PP 01/21 69,8 72,2 82,0 91,4 91,9
PP 02/21 71,2 76,0 95,9 94,6 100,0
PP 03/21 79,9 80,8 90,0 95,8 96,3
PP 04/21 70,3 80,9 88,4 96,5 97,4
PP 05/21 65,3 73,0 89,7 95,7 99,2
PP 06/21 60,0 70,0 89,8 95,7 98,3
PP 07/21 61,8 76,3 88,3 99,0 100,0
PP 08/21 70,7 76,8 83,6 86,2 96,8
PP 09/21 71,3 77,4 85,7 91,8 96,7
PP 10/21 69,7 75,0 86,8 85,1 97,5
PP 11/21 70,5 73,8 88,3 93,6 99,8
PP 12/21 64,3 69,8 93,2 97,0 91,4
PP 13/21 62,2 67,4 82,4 91,0 88,5
PP 14/21 65,9 76,6 82,7 88,3 98,3
PP 15/21 69,7 76,3 82,9 89,1 97,1

PP 16/21 74,7 83,4 88,4 97,3 92,3
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Tabela 8. Continuacao.

Inibicdo do Crescimento Micelial (%)

Boscalida Bixafem Fluxapiroxade Pidiflumetofem

Isolados = " g mi™ 100 pg.mi” 10 pg.ml™

PP 17/21 67,5 76,7 89,4 97,0 94,3
PP 18/21 68,8 75,5 87,2 96,1 97,0
PP 19/21 60,6 72,2 88,0 96,7 97,6
PP 20/21 70,6 78,8 91,6 96,1 99,9
PP 21/21 61,3 76,0 90,4 96,3 98,2
PP 22/21 67,2 79,0 90,7 97,6 97,4
PP 23/21 67,9 81,7 92,3 97,1 98,0
PP 24/21 57,1 70,2 91,9 95,9 98,5
PP 25/21 65,6 78,0 89,7 95,7 98,6
SC 31/21 81,3 85,3 88,8 100,0 100,0
SC 32/21 73,5 78,3 91,8 97,8 99,6
SC 33/21 61,4 70,7 84,6 94,3 93,2
SC 34/21 88,4 91,1 87,6 88,7 99,6
SC 35/21 61,8 72,4 82,9 85,9 93,1
SC 36/21 57,5 69,3 80,2 92,2 98,3
SC 37/21 70,0 78,0 87,8 88,1 92,3
SC 38/21 64,2 78,4 93,8 96,5 100,0
SC 39/21 75,1 80,2 92,0 92,1 98,2
SC 40/21 78,8 80,5 84,6 88,2 96,2
SC 41/21 75,8 78,7 97,1 100,0 100,0
SC 42/21 62,6 68,2 85,7 88,8 98,7
SC 43/21 58,2 68,3 82,8 94,6 100,0
SC 44/21 70,7 75,2 84,0 96,0 99,2
SC 45/21 69,6 73,4 94,3 92,7 99,0
SC 46/21 73,1 78,3 98,5 98,3 100,0
SC 47/21 65,2 69,5 94,0 86,0 996
SC 48/21 63,3 71,7 91,6 96,0 100,0
SC 49/21 72,8 83,2 96,4 100,0 100,0
SC 50/21 65,4 72,0 85,2 90,4 100,0
SC 51/21 63,9 76,1 94,2 97,9 100,0
SC 52/21 71,6 82,1 97,3 99,6 100,0
SC 53/21 58,4 68,8 85,2 91,2 100,0
SC 54/21 65,5 71,2 88,4 94,6 98,5

Alguns isolados, como BA 10/18 e SC 26/18, mostraram alta sensibilidade
aos fungicidas bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem na dose discriminatéria de 10
ug.mi*. Os isolados CH 21/18, SC 31/21, SC 41/21 e SC 49/21 também foram
altamente sensiveis a fluxapiroxade e pidiflumetofem, com 100% de inibicdo na dose

de 10 pug.mli™.
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Figura 6. Crescimento micelial (% em relagdo ao controle sem fungicida) de 226 isolados de
Alternaria alternata nas concentracdes 10 e 100 pg.ml™ para o fungicida boscalida (A), e
10 pg.ml* para bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem (B). A linha pontilhada
horizontal classifica os isolados sensiveis (< 50% crescimento micelial) e resistentes (=
50% do crescimento micelial). As linhas pontilhadas verticais separam os isolados
coletados em anos diferentes. O numero de isolados coletados em cada ano é
apresentado entre parénteses.

Os resultados de concentragdes discriminatdrias para os fungicidas boscalida,
bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem com os isolados de A. alternata mostram
gue 0os mesmos sdo sensiveis aos fungicidas do grupo ISDH. No entanto, a
identificacdo de um isolado resistente ou de baixa sensibilidade em meio aos 226

isolados avaliados, sugere que apesar de sensiveis, existe um risco de resisténcia
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pratica com o uso continuado desses fungicidas sem a ado¢do de préticas anti-

resisténcia.

5.4 Avaliacdo in vivo de sensibilidade de isolados de Alternaria alternata
aos fungicidas boscalida e pidiflumetofem
A sensibilidade in vivo de sete isolados de A. alternata (Tabela 9) foram
testados com boscalida, no qual o isolado LRS 32/04 obteve a menor porcentagem
de severidade dos sintomas na concentracdo de 150 pg.ml™*. Embora o isolado BA
7/18 apresentou as menores porcentagens de severidade dos sintomas nas folhas
tratadas com os fungicidas boscalida e pidiflumetofem, esses resultados nao foram
utilizados como base para verificar a eficiéncia dos fungicidas para o isolado, uma
vez gque este também apresentou baixa severidade dos sintomas no tratamento
controle. O isolado PR 29/21 resultou na maior severidade nas duas concentragbes
testadas para boscalida, como também observou-se que as folhas com fungicida

teve porcentagem mais alta de severidade do que folhas sem fungicidas.

Tabela 9. Severidade dos sintomas em folhas de tangerina ‘Murcott’ com e sem aplicagéo
de fungicida, inoculadas com isolados de Alternaria alternata.

Boscalida Pidiflumetofem
Isolado Controle 75 pg.ml™ 150 pg.mi™ 25 pg.mli™
Severidade dos sintomas (%)*

LRS 41/03 46,8 (x12,4) b** 245(x11,3)b 71(*21)b 0,2(x0,1)a
LRS 32/04 71,2(x8,0)c 140(x6,8) b 33(x10)a 1,3(x0,1) a
LRS 21/17 83,9(x52)c 30,1(x14,00bc 16,6 (+3,2) b 2,6(*22)a

BA 7/18 13,1 (x4,7)b 0,2(x0,1) a <0,1(x<0,1) a 0,0(x0,0)a
CH 29/21 976(x10)c 345(13,00b 229((x6,1)b 1,8(x15)a
PR 29/21 495(x19,8)b 70,7(x12,8)b 56,0(x18,7)b 0,2(x0,2) a
SC 33/21 84,4 (x33)c 322(*x91)bc 154 (+x7,0) ab 4,1(x2,0) a

*Resultados da média de 5 folhas de tangerina para porcentagem da severidade dos
sintomas.

**Médias com mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, na linha, pelo teste Tukey
a 5% de probabilidade, apos transformacéo logaritmica.

A porcentagem de controle dos isolados LRS 41/17, LRS 32/04, LRS 21/17,
BA 7/18, CH 29/21 e SC 33/21 na concentragéo de 75 pg.ml™ de boscalida foram,
respectivamente, 47,6%, 80,3%, 64,1%, 98,5%, 64,7% e 61,8%, ja ha concentracdo
150 pg.ml™ para os mesmos isolados foram 84,8%, 95,4%, 80,2%, 99,8%, 76,5%,
81,8% de controle. O isolado PR 29/21 nao apresentou reducéo na porcentagem de

sintomas em nenhuma das concentragcdes de boscalida testada, o que se observou
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foi um aumento de 42,8% e 13,1% de sintomas nas folhas tratadas com boscalida
nas concentracdes de 75 e 150 pg.ml™, respectivamente, em relacdo ao tratamento
controle.

O fungicida pidiflumetofem teve Otimo controle em todos os isolados
avaliados. No qual, a porcentagem de controle foi de 99,6%, 98,2%, 99,6%, 100%,
98,2 e 95,1% para os isolados LRS 41/17, LRS 32/04, LRS 21/17, BA 7/18, CH
29/21 e SC 33/21, respectivamente. Para o isolado PR 29/21, diferente do
observado para boscalida, o controle foi de 99,6% nas folhas aplicadas com
pidiflumetofem, no qual se mostra que ndo ha resisténcia cruzada entre boscalida e
pidiflumetofem.

As imagens das folhas com e sem fungicidas inoculadas com os sete isolados

de A. alternata estéo apresentadas no Anexo D.

5.5 Identificac&o de pontos de muta¢cdes no complexo SDH para isolados de

Alternaria alternata.

As amplificacGes das regibes do complexo SDH para identificacdo de pontos
de mutacdes podem ser observadas no Anexo E.

Isolados de A. alternata foram avaliados quanto a presenca de mutacdo no
complexo SDH. O sequenciamento parcial da proteina ferro-enxofre (SdhB) né&o
identificou nenhuma substituicdo de aminoacidos nos sete isolados analisados,
Tabela 10. No entanto, para as proteinas CybL (SdhC) e CybS (SdhD), observou-se
pontos de mutacdes em 1 e 3 isolados, respectivamente. Foram depositadas as
sequéncias parciais das trés subunidades do complexo SDH analisadas no
GenBank (Anexo B).
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Tabela 10. Isolados de Alternaria alternata com os valores da determinacédo da CEs, para 0s
fungicidas boscalida, bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem, utilizados para
identificacdo de pontos de mutacdo no complexo SDH pelas substituicbes de
amino&cidos nas subunidades SDHB, SDHC e SDHD.

solad Boscalida Bixafem Fluxapiroxade Pidiflumetofem Complexo SDH
solado
CEso (ug.ml™) SDHB SDHC SDHD
LRS 41/03 8,82 0,39 0,97 0,18
LRS 32/04 0,75 0,14 0,35 0,11
LRS 21/17 7,61 0,36 0,7 0,13 A4TT
BA 7/18 6,53 1,14 0,84 0,08
CH 29/21 0,58 0,29 0,24 0,05
PR 29/21 >100 15,86 27,2 1,16 .. H134R A4TT
Q18H, T28A,
SC 33/21 4,82 1,11 0,67 0,14 M31l. A47T

Na subunidade SDHC foi identificado uma mutacdo pela substituicdo de
histidina (CAC) por arginina (CGC) na posicdo 134 (H134R) para o isolado PR
29/21, Figura 7. Essa mutacéo concede fendtipo de alta resisténcia para A. alternata
ao fungicida boscalida e moderada resisténcia ao fungicida fluxapiroxade, conforme
foi comprovado em trabalhos preliminares de Avenot et al. (2014) e Yang et al.
(2015). A identificacdo da mutacdo H134R para o isolado PR 29/21 corrobora com o
alto valor da CEsp, ndo apenas para boscalida, como para os demais fungicidas
ISDH testados.

400 a 402
CAC

CGC

134
l Isolado selvagem

VATVAAWPAAVKAGLKAFYAFPFFFNGLRH LAWDVGIGFKNQQVIRTGWT

VATVAAWPAAVKAGLKAFYAFPFFARSFNGLRHLAWDVGIGFKNQQVIRTGWT

. . Isolado com mutagao
Sequéncia traduzida

Figura 7. Sequenciamento parcial da subunidade SDHC. Nos cédons 400 a 402 contém os
nucleotideos que formam o amino&cido histidina (CAC) no isolado selvagem (linha
superior) e arginina (CGC) no isolado com mutacé&o (linha inferior). A flecha indica o
ponto de substituicdo dos aminoacidos e o nimero acima o cédon da mutacgao.
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Na subunidade SDHD foram encontrados 4 pontos de mutacdes (Figura 8)
em 3 dos 7 isolados avaliados. Os isolados LRS 21/17 e PR 29/21 tiveram a
substituicdo de alanina (ACC) por treonina (GCC) na posicao 47 (A47T). Ja para o
isolado SC 33/21 identificou-se 4 pontos de mutacdes, por meio da substituicdo de
glutamina (CAG) por histidina (CAC) no coédon 18 (Q18H), treonina (GCG) por
alanina (ACA) na posicéo 28 (T28A), metionina (ATC) por isoleucina (ATG) no cédon
31 (M31l) e a mutacdo A47T, a mesma dos isolados LRS 21/17 e PR 29/21.

52 a 54 82284 91a93 139 a 141
CAG GCG ATC ACC
CAC ACA ATG GCC

18 28 31 47

MASVMRPGLLRQACPP SQRMLSTT RPLVQQLRPAFQRSAIQKSTRIAAFHAT
MASVMRPGLLRQACPPVHQSQRMLSTA AS RPLVQQLRPAFQRSTIQKSTRIAAFHAT

Isolado com mutagao

l Isolado selvagem

Sequéncia traduzida

Figura 8. Sequenciamento parcial da subunidade SDHD. Os ndmeros superiores
correspondem a posicao do nucleotideo que formam os aminoéacidos dos pontos de
mutacdes. As flechas indicam o ponto de substituicdo dos aminoacidos na sequéncia
traduzida, e o nimero em cima das mesmas sdo os codons das mutagfes. Isolado
selvagem representa a linha superior da sequéncia e a inferior o isolado com mutagéo.

Pontos de mutacBes encontrados na proteina CybS (SdhD) néo estédo
relacionadas com alteracbes nos valores da determinacdo da CEsp, como foi
observado em trabalho preliminar de Yang et al. (2015) com A. alternata em
péssego. Como observado na Tabela 10, para o isolado SC 33/21 que embora
contém 4 pontos de substituicdes de aminoacidos, os valores da CEsy sdo baixos

para todos fungicidas ISDH avaliados.
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6. DISCUSSAO

Os testes de sensibilidade de patdgenos a fungicidas com sitio-alvo na
respiracdo fungica, como os do grupo ISDH, sdo, comumente, feitos por meio da
germinacdo de conidios. No entanto, este trabalho mostrou que a avaliacdo da
sensibilidade de Alternaria alternata aos fungicidas bixafem, boscalida, fluxapiroxade
e pidiflumetofem por meio da germinacao de conidios ndo € adequado, uma vez que
os fungicidas causam distorcBes no tubo germinativo e reducdo no seu tamanho,
mas nao impedem a germinacdo dos conidios. Sugere-se que o teste de
sensibilidade por meio do crescimento micelial seja mais apropriado para a espécie
fungica e os fungicidas testados neste trabalho. O teste de sensibilidade de A.
alternata pela germinagdo de conidios resulta em falso fendtipo de resisténcia dos
isolados, como também foi observado por Vega & Dewdney (2015) para o0 mesmo
patbgeno com o fungicida boscalida. Leroux e colaboradores (2010) testaram
diversos fungicidas ISDH e observaram que eles afetaram a elongagdo do tubo
germinativo de Botrytis cinerea, mas nédo impediram a germinacdo dos esporos, 0
que corrobora com os resultados apresentados neste trabalho. Por sua vez, o
fungicida fluopyram, também do grupo ISDH, na concentracdo de 1 pg.ml™,
ocasionou completa inibicdo na germinacdo dos conidios de Botrytis cinerea, com
valores semelhantes de CEsp tanto para a germinagdo quanto para o crescimento
micelial (Veloukas & Karaoglanidis, 2012). Assim, o efeito inibitério dos fungicidas
ISDH na germinacdo é variavel, dependendo do ingrediente ativo e da espécie
fungica.

Neste trabalho, os resultados com os fungicidas do grupo ISDH mostraram
que os isolados de A. alternata sdo sensiveis a estes fungicidas, porém com
variacdo na sensibilidade dependendo do ingrediente ativo utilizado. Além disso,
verificou-se que ndo ha diminuicdo na sensibilidade dos isolados coletados em 2021
em relacdo aos isolados coletados em 2003/04. Ademais, foi observado que ndo ha
multipla resisténcia entre fungicidas ISDH e 1Qe, uma vez que os isolados de 2017 e
2018 utilizados neste trabalho pertencem a uma colecéo de fenotipos de resisténcia
aos fungicidas azoxistrobina e piraclostrobina (IQe). Resultados similares a esses
também foram observados por Vega & Dewdney (2015), que por meio de uma
colecédo de isolados de A. alternata patotipo tangerina resistentes a azoxistrobina
avaliaram a sensibilidade desses isolados ao fungicida boscalida, onde todos os

isolados analisados foram sensiveis.
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Dentre os fungicidas testados, boscalida apresentou os maiores valores da
CEso, com média geral de 2,83 pg.ml™ e as menores porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial. Bixafem e fluxapiroxade mostraram médias similares, com de
valores da CEsy de 0,54 e 0,58 pg.ml™, respectivamente. Pidiflumetofem mostrou
melhor efetividade na inibicdo do patégeno em todos os experimentos, com média
da CEsp de 0,09 pg.ml™. O valor da média da CEs, de pidiflumetofem foi 30 vezes
menor do que o valor médio de boscalida. A diferenca de sensibilidade de A.
alternata entre os fungicidas testados parece estar também relacionada ao ano de
lancamento do produto. Boscalida foi o primeiro fungicida ISDH de segunda geracao
lancado no mercado, que forneceu maior espectro de acdo sobre patégenos,
seguido de bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem (Stammler et al., 2015; Jeanmart
et al., 2021). O fungicida pidiflumetofem se diferencia dos demais por pertencer a um
grupo quimico diferente (N-methoxy-(phenylethyl)-pyrazole-carboxamides). A alta
eficiéncia de pidiflumetofem no controle de doencas de plantas, parece estar
relacionada a alta propriedade de ligacédo do fungicida com as enzimas do complexo
mitocondrial ll, além de maior aderéncia e distribuicdo na planta (Olaya et al.,2016;
Maienfisch & Mangelinckx, 2021).

Dentre todos isolados de A. alternata avaliados quanto a sensibilidade aos
fungicidas ISDH, apenas um teve genotipo de resisténcia: o isolado PR 29/21. Os
valores da CEs para esse isolado foram de >100, 15,86, 27,20 e 1,16 pg.ml™* para
boscalida, bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem, respectivamente. Isso sugere
gue, embora A. alternata seja sensivel aos fungicidas ISDH, existem isolados
naturalmente resistentes. Deve-se, portanto, ter cuidado na utilizagdo de fungicidas
sitio-especifico, para ndo selecionar isolados resistentes e perder a eficiéncia dos
fungicidas desse grupo. Segundo a lista do ano de 2019 de patégenos de risco do
Comité de Acdo a Resisténcia a Fungicidas (FRAC), A. alternata € considerado
patégeno de alto risco de resisténcia em campo a diversos grupos de fungicidas por
apresentar resisténcia em curto periodo de tempo de exposicdo a fungicidas, o que
compromete a longevidade de eficiéncia dos produtos disponiveis no mercado.

As folhas tratadas com pidiflumetofem no ensaio in vivo mostraram as
menores severidades de sintomas, comprovando a alta sensibilidade de A. alternata
a esse fungicida. A alta eficiéncia de pidiflumetofem foi também observada para o
isolado PR 29/21, classificado como genétipo resistente aos demais fungicidas

ISDH. Folhas de tangerinas pulverizadas com pidiflumetofem mostraram severidade
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de 0,2% de sintomas, enquanto para boscalida na maior concentracdo testada (150
ng.mi™* de i.a.), a severidade do isolado PR 29/21 foi de 56%. Avenot e Michailides
(2007) também avaliaram a eficacia de boscalida em testes in vivo, com folhas
destacadas de pistache A eficacia do fungicida em isolados sensiveis foi de 46,22%
enquanto para os isolados resistentes a eficacia ficou em apenas 1,80%, mostrando
que boscalida ndo é eficiente no controle de A. alternata em pistache. Esses
resultados de resisténcia pratica se assemelham aos encontrados neste trabalho,
uma vez que as folhas de tangerina tratadas com fungicida boscalida apresentaram
alta porcentagem de severidade dos sintomas.

Apbs a identificacdo da resisténcia aos fungicidas ISDH no isolado PR 29/21,
realizou-se o sequenciamento parcial do complexo SDH em varios isolados, com
propésito de identificar pontos de mutacfes nas regides de interesse amplificadas.
Dentre os sete isolados avaliados, o PR 29/21 apresentou mutagdo H134R na
subunidade SDHC. Essa mutacdo confere alta resisténcia ao fungicida boscalida e
resisténcia a fluxapiroxade (Yang et al., 2015; Fan et al., 2015), o que confirma os
resultados in vitro e in vivo observados neste trabalho. O crescimento micelial, a
producdo de esporos, a capacidade de germinacéo e de infeccéo de isolados de A.
alternata de péssego com mutacbes H277Y (encontrada na subunidade SDHB) e
H134R é similar a de isolados sem as mutacdes (Fan et al.,, 2015). Os isolados
sensiveis de A. alternata do péssego ndo apresentaram nenhuma vantagem
competitiva em relacdo aos resistentes (Fan et al., 2015). Assim, deve-se evitar a
pressédo de selecdo com uso frequente de fungicidas ISDH para ndo selecionar os
isolados resistentes e perder a eficiéncia dos fungicidas sitio-especifico.

As quatro mutacfes encontradas na subunidade SDHD, Q18H, T28A, M31l,
A47T, ndo foram relacionadas a resisténcia aos fungicidas ISDH. Vega & Dewdney
(2015) em trabalho de avaliagcdo de sensibilidade de A. alternata em citros a
fungicidas ISDH, identificaram as mutacdes T28A e A47T em isolados sensiveis, e
nao relacionaram essas mutacdes com alteracdo de sensibilidade nos isolados
testados. Esses mesmos autores identificaram maior polimorfismo na subunidade
SDHD em relacdo as demais subunidades, e consideraram essa variabilidade
natural em isolados selvagens.

Os resultados do nosso trabalho com fungicidas ISDH, mostram que estes
sao eficientes para manejo da mancha marrom de alternaria, uma vez que grande

parte dos isolados de A. alternata testados sdo sensiveis a esses fungicidas,
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principalmente, ao pidiflumetofem. No entanto, as estratégias anti-resisténcia devem
ser aplicadas para prolongar a eficiéncia dos produtos no manejo da doenga, uma
vez que foi encontrado um isolado com resisténcia aos fungicidas ISDH em pomares
no Estado de Sdo Paulo. As estratégias anti-resisténcia, segundo o FRAC (2022),
incluem: rotag&o ou alternancia de fungicidas com modos de acao diferentes, como
também emprego de fungicidas multissitio; utilizacdo da concentracdo de i. a.
recomendado pelo fabricante; utilizacdo de fungicidas sitio-especifico como
preventivo e ndo como erradicante; adocdo de préaticas de manejo integrado, por
meio das combinac¢Bes de técnicas culturais com controle quimico, bioldgico e

genético.
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7. CONSIDERAC}()ES FINAIS

Foi comprovada a eficiéncia de fungicidas ISDH no controle da mancha
marrom de alternaria em tangerinas. Dentre os fungicidas testados pidiflumetofem
obteve os melhores resultados de sensibilidade de A. alternata, seguido de bixafem
e fluxapiroxade. Os ensaios de sensibilidade com boscalida, mostraram que o
fungicida tem baixa eficiéncia no controle dos isolados de A. alternata. Neste
trabalho também foi observado que o fungicida pidiflumetofem apresentou 6timo
controle nos ensaios in vitro e in vivo para o isolado resistente a boscalida, bixafem e
fluxapiroxade, o que sugere nao haver resisténcia cruzada entre pidiflumetofem e os
demais fungicidas ISDH testados. A identificacdo de um isolado com gendtipo e
fendtipo de resisténcia demonstra que apesar dos fungicidas ISDH ndo serem
utilizados para controle de A. alternata, existem isolados resistentes na natureza, no
qual deve-se ter cuidado com o uso de fungicidas sitio-especifico para nao
selecionar esses isolados resistentes.

Os fungicidas bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem sdo uma opcéao para os
produtores de tangerineiras para manejo da mancha marrom de alternaria, que
dispdem de poucas opc¢bes de produtos. Dentre os fungicidas registrados para a
doenca, ja existem isolados de A. alternata resistentes no Estado de S&o Paulo,
como aos fungicidas do grupo IQe (Chitolina et al., 2021). A perda da eficiéncia de
produtos do grupo IQe, principais produtos para controle da mancha marrom de
alternaria, dificultou o manejo dessa doenca pelos produtores de tangerinas.

Embora os fungicidas ISDH sejam uma opcao de controle da doengca mancha
marrom de alternaria, esses produtos nao estao em registro par cultura de tangerina
ou para doenca. Assim, se faz necessario o registro de mais fungicidas com
diferentes modos de acdo, para que os produtores de tangerina possam manejar a
doenca da melhor forma possivel, e assim, garantir frutos de alta qualidade exigidos

pelo mercado in natura.
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ANEXO A. Média do tamanho do tudo germinativo de conidios dos isolados LRS 15/03 e
LRS 41/03 de Alternaria alternata para diferentes concentracdes dos ingredientes ativos
boscalida, bixafem, fluxapiroxade e pidiflumetofem. Erro padrdo das médias estdo
apresentados entre parénteses.

Tamanho do tubo germinativo (um)

Isolado Concentracgéo de ingrediente ativo (ug.ml™)
0,001 0.1 1 10 100
Boscalida
5483  540,1 87,1 1531 1068 70,6
LRS 1503 (1aa'8) (x396) (+324)  (£245) (+123) (+120) (+8.8)
4784 4773 1631 1096 82,9 61,1
LRS41/03 157'7) (x361) (#312)  (x14.7) (x124) (+7.3)  (+6.2)
Bixafem
649,7 4897 2202 1355  107.7
LRS15/03  (1317) (2449) (#311)  (2215) (+15.7) (+108) g
551,7 4525 1206 99,5 64,3
LRS41/03  133'0) (+3355) (+196)  (+104) (+10,1)  (+4.8) }
Fluxapiroxade
6760 5481 1838  151,8 1115
LRS15/03  (160}9) (x5818) (¥50.7)  (x23.1) (+120) (+16.7) -
549.8  511,8 1485 70,9 63,8
LRS41/03 (1 44'3) (x33.4) (+19.9)  (x14.4) (£256)  (+3.9) -
Pidiflumetofem
6237 4053 167,7 11,6  118,0
LRSIS03  (14711) (5211)  (#195)  (x17.4) (+17.4) (+16.4) -
5923 3589 1273 653 65,9
LRSALO3  (+480) (+65:3) (x161)  (x126) (:7.3)  (+7.5)

% tragos indicam auséncia de germinagéo.

ANEXO B. Cdadigo de acesso no GenBank da sequéncia de DNA das subunidades SDHB,
SDHC e SDHD utilizados para identificacdo de pontos de mutacdes para 7 isolados de

Alternaria alternata.

NUumero de acesso no GenBank

Isolados Subunidades
SDHB SDHC SDHD

LRS 41/03 OM047189 OL632014 OMO047196
LRS 32/04 OM047190 OL632015 OM047197
LRS 21/17 OM047191 OL632016 OM047198

BA 7/18 OMO047195 OL632020 OM047202
CH 29/21 OM047192 OL632017 OM047199
PR 29/21 OM047193 0OL632018 OM047200
SC 33/21 OM047194 OL632019 OM047201
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ANEXO C. Relagdo entre os valores da CEs, dos fungicidas bixafem, boscalida,
fluxapiroxade e pidiflumetofem.

LRS 41/03 LRS 32/04

990 000 406 000

Controle Pidiflumetofem 25 pg.ml-* Controle Pidiflumetofem 25 pg.ml-

000 000 900 004

Boscalida 75 pg.ml-! Boscalida 150 pg.ml-! Boscalida 75 pg.ml! Boscalida 150 pg.ml-’

ANEXO D. Resultado das folhas de tangerinas sem ou com fungicidas inoculadas com
diferentes isolados de Alternaria alternata para o teste de resisténcia prética.
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LRS 21/17 BA7/18

000 000 000 000

Controle Pidiflumetofem 25 pg.ml-! Controle Pidiflumetofem 25 ug.ml-’

000 000 000 000

Boscalida 75 ug.ml-! Boscalida 150 pg.ml-! Boscalida 75 pg.ml’ Boscalida 150 pg.ml
CH 29/21 PR 29/21

000 000 000 000

Controle Pidiflumetofem 25 pg.ml-! Controle Pidiflumetofem 25 ug.ml-!
Boscalida 75 pg.ml Boscalida 150 ug.ml-* ~ Boscalida 75 pg.ml-! Boscalida 150 pg.ml-"!
SC 33/21

000 400

Controle Pidiflumetofem 25 ug.ml-!

000 000

Boscalida 75 ug.ml-" Boscalida 150 pg.ml-!

ANEXO D (Continuacédo). Resultado das folhas de tangerinas sem ou com fungicidas
inoculadas com diferentes isolados de Alternaria alternata para o teste de resisténcia
pratica.
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ANEXO E. Qualidade dos produtos da PCR de sete isolados de Alteraria alternata. Bandas
destacadas referem-se as regifes amplificadas, para que ap0s sequenciadas, essas regides
possam ser comparadas com sequencias de isolados selvagens para identificacdo de
pontos de mutacdes nas subunidade SDHB, SDHC e SDHD.



