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RESUMO GERAL

A erva-doce, como ¢ chamada as espécies de Foeniculum vulgare Mill. na regido Nordeste do
Brasil, ¢ frequentemente atacada por fungos causadores de manchas foliares. Dentre eles, a
Alternaria se destaca por promover a redugdo da area fotossintética das plantas. No Brasil, em
se tratando de erva-doce, ndo ha registro de quais espécies sdo associadas a mancha de
Alternaria. Se pouco se sabe sobre as espécies causadoras, sabe-se menos ainda sobre os
métodos de controle da doenga. Deve-se levar em consideragcao que métodos de controle
quimico devem ser aplicados de forma controlada, visto que grande parte do cultivo de erva-
doce tem como finalidade, no Brasil, o uso como condimento alimentar. Com esse estudo
pretendeu-se identificar a incidéncia, bem como aspectos relacionados a epidemiologia da
mancha foliar de plantas erva-doce provenientes de areas produtoras dos estados da Paraiba e
Pernambuco. Pretendeu-se estabelecer parametros para uso de moléculas quimicas eficazes
no controle da doenca. Para isso foram efetuadas coletas de plantas sintomaticas de erva-doce
para isolamento de Alternariaspp. As culturas fungicas isoladas foram preservadas e
depositadas na cole¢do de fungos fitopatogénicos da UFRPE. Para identificagdo de espécies, a
nivel molecular, e comparacao de relagdes filogenéticas foram feitas: extragdes de DNA dos
isolados; reacdes em cadeia da polimerase (PCR) para amplifica¢ao das regides génicas (OPA
10-2, Alt al, GAPDH, Endo PG); e sequenciamento das regides amplificadas. Uma &arvore
filogenética foi obtida a partir de andlise de méxima verossimilhanca, permitindo identificar
quatro espécies de Alternaria associadas a doengas da erva-doce, dentre elas 4. alternata e A.
Jjacinthicola. Posteriormente foi possivel identificar, a partir de teste in vitro, quais moléculas
quimicas podem obter sucesso em reduzir o crescimento micelial do fungo e consequente
mitigacdo dos efeitos da doenca. Um dos isolados de A. alternata, com patogenicidade
comprovada, foi testado para a reagdo aos fungicidas difenoconazol, flutriafol, procimidona e
tiofanato-metilico, permitindo identificar que o difenoconazol tem Otimas perspectivas de

sucesso no controle de Alternaria em plantios de erva-doce no Brasil.

Palavras-Chave: Alternaria spp.; controle quimico; filogenia; Foeniculum vulgare;

identificacao molecular.



ABSTRACT

Fennel, Foeniculum vulgare Mill, is frequently attacked by fungi that cause leaf spots in the
Northeast region of Brazil. Among these organisms, Alternaria genus stand out causing the
reduction of the photosynthetic area of these plants. In Brazil there is no record of which
species are associated with the Alternaria leaf spot on fennel. Little is known about the
Alternaria species that cause the disease, even less is known about the methods of controlling.
It should be taken into account that chemical control methods must be applied in a controlled
manner, since most of the fennel cultivation in Brazil is used as a food condiment. This study
aimed to identify the incidence, as well as aspects related to the epidemiology of leaf spot of
fennel plants from crops in the states of Paraiba and Pernambuco. It was intended to establish
parameters for the use of effective chemical molecules in the control of the disease. For this
purpose, symptomatic fennel plants were collected for the isolation of Alternaria spp. The
isolated fungal cultures were preserved and deposited in the collection of phytopathogenic
fungi at UFRPE. For species identification, at the molecular level, and comparison of
phylogenetic relationships, the following were performed: DNA extractions from the isolates;
polymerase chain reactions (PCR) for amplification of gene regions (OPA 10-2, Alt al,
GAPDH, Endo PG); and sequencing the amplified regions. A phylogenetic tree was obtained
from maximum likelihood analysis, allowing to identify four Alternaria species associated
with fennel, causing disease, among these A. alternata and A. jacinthicola . Subsequently,
from an in vitro test, it was possible to identify which chemical molecules can be successful
in reducing the mycelial growth of the fungus and consequent mitigation of their effects. One
of the A. Alternata isolates, with proven pathogenicity, was tested for the reaction to the
fungicides: difenoconazole, flutriafol, procymidone and thiophanate-methyl, allowing to
identify which difenoconazole has good prospects of success in the control of Alternaria in

fennel plantations in Brazil.

Keywords: Alternaria spp.; chemical control; phylogeny; Foeniculum vulgare; molecular

identification.
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INTRODUCAO GERAL

A cultura da erva-doce

Embora seja uma espécie vegetal muito comum, para melhor compreensdo destes
registros académicos ¢ imprescindivel esclarecer que a denominagdo erva-doce ¢ um
regionalismo para a espécie botanica Foeniculum vulgare Mill. A mesma faz parte do Reino
Plantae, Filo Spermatophyta, Subfilo Angiospermae, Classe Magnoliopsida, Ordem Apiales,
Familia Apiaceae. (AL-SNAFI, 2018). Essa herbacea ¢ reconhecida como funcho, funcho-
doce ou fiolho, dependendo da localizagdo geografica onde cultivada dentro do territorio
brasileiro. A distribuigdo irregular de plantios de erva-doce em regides pontuais do territorio
nacional se deve ao fato de que o clima frio e seco ¢ o melhor para o cultivo de erva-doce
(KHALEQUZZAMAN, 2020), condi¢ao rara em um territorio de clima tropical. O clima seco
e frio durante a configuragdo das sementes aumenta o rendimento, bem como a qualidade do

produto.

Com frequéncia nos deparamos com trabalhos académicos e comunicados cientificos
que descrevem equivocadamente a espécie de erva-doce cultivada nos estados de Pernambuco
e Paraiba como sendo da espécie Pimpinellaanisum L. a exemplo de Santos et al. (2013) e,
provavelmente devido as caracteristicas morfologicas compartilhadas por ambas as apidceas:
frutos morfologicamente similares (aquénios) e presenca de anetol no 6leo essencial, motivo
da similaridade no aroma. A diferenciacdo entre F. vulgare e P. anisum ¢ evidente no aspecto
morfolédgico, especialmente na cor das flores, amarelas na primeira e brancas na segunda, e
forma das folhas, filiforme na primeira e larga na segunda (CARVALHO, 2009; AZEVEDO
et al., 2012; SANTOS, 2012). F. vulgare caracteriza-se como uma erva sazonal, tem origem
na porc¢ao sul do Mediterraneo, mas foi rapidamente domesticada podendo ser encontrada nos
hemisférios norte, leste e oeste, especificamente na Asia, América do Norte ¢ Europa

(KRISHNAMURTHY, 2011).

Caracterizada como herbacea, a erva-doce que apresenta um forte aroma. Trata-se de
uma erva perene apresentando caules sulcados, folhas intermitentes, peciolo com bainha e
flores geralmente bissexuais, podendo ser regulares ou irregulares (BERNATH et al., 1996;
PURABBAS et al.,, 2011). A planta caracteriza-se, ainda, pelo porte ereto e estrututa

ramificada com folhagem macia, emplumada, semelhante a fios capilares e pode alcancar até



2 m de altura (BADGUJAR, PATEL & BANDIVDEKAR, 2014). Possui frutos pequenos
com cerca de 8 mm de comprimento e 3 mm de largura com odor e sabor caracteristico da
erva-doce. Sao considerados frutos-sementes de forma oblonga, compostos por dois aquénios

de morfologia cilindrica e dimensdes que variam de acordo com o crescimento da planta

(LORENZI; MATOS, 2008; AZEVEDO et al., 2012).

A erva-doce apresenta um alto teor aromatico € um sabor marcante possibilitando seu
uso culindrio e medicinal. As sementes sdo bastante utilizadas como aromatizantes em
diversos pratos como assados e preparos de carne e peixe, além de sorvetes, bebidas
alcoolicas e mistura de ervas. O uso da erva-doce na culinéria ¢ notado predominantemente na
cozinha do mediterraneo, onde bulbos e folhas sdo consumidos crus e cozidos, em
acompanhamentos, saladas, massas e outros pratos vegetais (DIAZ-MAROTO et al., 2005;
RATHER et al., 2016). Ha muito tempo essa planta ¢ utilizada pelos egipcios, data-se mais de
4.000 anos, onde era utilizada como alimento e medicinal e na China antiga chegou a ser

considerada medicamento para picada de cobras (AL-SNAFI, 2018).

Os compostos presentes na erva-doce variam de acordo com as fases morfofisiologicas
e os fendlicos presentes estao relacionados a reducao do estresse oxidativo, que ¢ causado por
doengas cardiovasculares, inflamacdes e cancer. Além de compostos fenolicos os flavonoides
também sdo encontrados em porg¢des significativas em extratos de sementes, além de
ascorbatos, polifendis, carotenoides, terpenoides e tocoferodis, que ja foram avaliados como
potenciais drogas quimioterapicas com agao em acumulo de radicais livres (MEHRA, 2021).
Diversos estudos revelaram que F. vulgare demonstra efetivas agdes contra distirbios
infecciosos causados por bactérias, fungos, virus e protozoarios (KAUR; ARORA, 2009;
DUA, GARG & MAHAJAN, 2013), contribui bastante para melhoria da memoria e na
reducgdo do estresse (KOPPULA; KUMAR, 2013).

O uso cotidiano da erva-doce ndo ¢ prejudicial, segundo testes realizados em animais,
e uma dieta com por¢des balanceadas por meio de chas, consumo in natura, preparo cozido,
bebidas entre outros pratos, pode trazer beneficios a satide devido a sua complexa composicao
nutricional (BADGUJAR; PATEL; BANDIVDEKAR, 2014). A erva-doce detém um forte
perfil antioxidante e antimicrobiano, além de abarcar uma gama de compostos bioativos
(CELEJA et al, 2015). O 4cido linoleico ¢ um tipo de acido graxo que ¢ encontrado em

diferentes partes da erva-doce e esse composto contribui para a manuten¢do da hipertensao
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atuando no controle da pressdo arterial sistolica (BARROS; CARVALHO; FERREIRA,
2010).

A composicao nutricional de F. vulgare agrupa diversos elementos como proteina,
carboidratos, fibras, minerais, tais quais célcio, ferro, fésforo, zinco, as vitaminas C, B-1, B-2,

B-3, K, A, e alguns aminodacidos essenciais e ndo essenciais (Tabela 1).

Tabela 1. Nutrientes encontrados na erva-doce seca (BADGUJAR; PATEL; BANDIVDEKAR, 2014).

Composicao Quantidade (porc¢ao de 100 g)
Umidade 9221¢g
Energia 31 keal
Proteina 1,24 g
Lipidio total (gordura) 02¢g
Carboidrato 73¢g
Fibra dietética total 3,1g
Agucares 393 g
Minerais

Calcio (Ca) 49 mg
Ferro (Fe) 0,73 mg
Magnésio (Mg) 17 mg
Fésforo (P) 50 mg
Potéassio (K) 414 mg
Soédio (Na) 52 mg
Zinco (Zn) 0,2 mg
Vitaminas

Vitamina C 12 mg
Tiamina B-1 0,01 mg
Riboflavina B-2 0,032 mg
Niacina B-3 0,64 mg
Vitamina B-6 0,047 mg
Folato 27 gu
Vitamina A 48 gu
Vitamina E 0,58 mg
Vitamina K 62,8 gn
Lipidios

Acidos graxos saturados totais 0,09 g
Acidos graxos monoinsaturados totais 0,068 g
Acidos graxos poliinsaturados totais 0,169 g
Aminoacidos essénciais

Leucina 0,63 g
Isoleucina 0,73 g
Fenilalanina 0,45 ¢g
Triptofano 0,53 g
Aminoécidos ndo essénciais

Glicina 0,55 ¢g
Prolina 0,53 g
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Os compostos volateis presente no dleo essencial de F. vulgare podem conter mais de
87 tipos de componentes (ARKGUL; BAYRAK, 1998; DAMJANOVIC et al., 2005; FANG
et al., 2006; SINGH et al., 2006; TOGNOLINI et al., 2007; ZOUBIRI et al., 2014). Esses
compostos podem ser encontrados em diferentes partes da planta. Em folhas, caules e
sementes, a partir da técnica de cromatografia gasosa ¢ possivel encontrar cerca de 37 tipos de
compostos volateis e os principais compostos foram trans-anetol (68,6 a 75%), fenchona (8,4
a 14,7%) e metilchavicol (5,09 a 9,10%), de acordo com Guillém e Manzanos (1996).
Dependo da técnica utilizada para o reconhecimento destes compostos os valores percentuais
podem variar. Damjanovic et al. (2005) caracterizaram 19 compostos por meio de dleo
hidrodestilado, Fang et al. (2006) listaram 76 componentes com o auxilio de trés técnicas
complementares entre si, tais sdo: microextracdo com solvente headspace seguida de
cromatografia gasosa e espectrometria de massa, microextracdo em fase sélida e métodos de

destilag@o a vapor.

Os frutos da erva-doce apresentam, aproximadamente, 20 % de 4cidos graxos, sendo o
acido petroselinico um composto bem comum na composicdo bioquimica dessa planta
podendo variar entre 70 a 80 % em representatividade (CHARVET; COMEAU; GAYDOU,
1991). Os acidos linoleico, palmitico e oleico, respectivamente com 54,9; 5,4 e 5,4% sao
outros compostos considerados importantes na composi¢do da erva-doce (SINGH et al.,
2006). O extrato aquoso desta planta também apresenta compostos importantes € muito deles
demonstram atividades antioxidantes, a exemplos os acidos cafeoilquinico, odicafeoilquinico,
rosmarinico, eriodictiol-orutindsido, quercetina-galactdsido entre outros (PAREJO et al.,

2004; HE; HUANG, 2011).

Além de caracteristicas oxidantes as propriedades da erva-doce apresentam acdes
estimulantes que combate espasmos musculares (KHAN et al., 2009), atividades analgésicas,
antiflamatorias e antialérgicas, (CHOI; HWANG, 2004) e comportamento antimicrobiano a
partir do 6leo essencial (RUBERTO et al., 2000). Joshi (2006) relatou resultados promissores
sobre o efeito amnésico da escopolamina, além de atividade antienvelhecimento e
manutengao da perda de memorias e o autor destaca que pode ser util para o tratamento de

disturbios cognitivos, por exemplo a deméncia e o Alzheimer.
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A mancha de alternaria

A maioria das espécies sdo patogenos foliares, causando lesdes necrdticas como
manchas marrons ou pretas com o fungo localizado na area central. Nao raro ¢ possivel
observar a a¢ao do fungo induzindo o crestamento das folhas. Espécies hospedadas em
sementes podem atacar as plantulas, resultando em tombamento, lesdes no caule ou podridao
do colo. Lesdes afundadas e escuras estdo presentes em infec¢des de raizes, tubérculos, caules
e frutos, sintomas tipicos de doengas pos-colheita. (LAWRENCE et al. 2008; MARIN-FELIX
et al. 2019).

O ciclo da doenca ¢ simples (Figura 1) uma vez que nenhum teleomorfoesteja
relacionado. Os conididforos emergem através das lesdes e/ou estdmatos das folhas infectadas
que permanecem na planta ou no substrato. Os conidios s3o liberados por eventos de chuva ou
mudancas bruscas de umidade relativa (TIMMER et al., 1998). Sao facilmente dispersos por
correntes de vento e gotas de chuva, sendo depositados na superficie de frutos e folhas
suscetiveis. Os conidios germinam na presenca de umidade e a infeccdo € tdo intensa quanto a

duragdo do molhamento foliar (CANIHOS et al., 1999).

Dispersio de conidios

Folha
saudavel

~27°C;
umidade

Plantas suscetiveis Y clevada

Infecgdo

Germinagio
do conidio

Formacio de apressério

e

Desenvolvimento da doenga

Figura 1. Ciclo da doenga da mancha marrom de Alternaria em erva-doce. Fonte: Autor.
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O género Alternaria ¢ conhecido por sua capacidade de sintetizar metabolitos
secundarios, alguns denominados micotoxinas, como o alternariol (AOH),
alternariolmonometil éter (AME), acido tenuazonico (TeA), altenueno (ALT) e altertoxinas I,
IL, III (ATX-I, -II, -1II) (ALEXANDER et al., 2011). Outros compostos bioativos importantes
produzidos por este fungo incluem a tentoxina (TEN) e a dihidrotentoxina (DHTEN), ambas
com atividades fitotoxicas; altenuisol (ALS), que tem efeitos toxicos em células de mamiferos
in vitro ¢ altenusina (ALN), com atividades antibacteriana, antifingica e antiparasitaria (LOU

etal., 2013).

Fitotoxinas sdo produzidas durante o processo de invasdo como fatores de viruléncia e
afetam um vasto numero de espécies vegetais. As toxinas de Alternaria se difundem nos
tecidos do hospedeiro, resultando em um halo clorético ou amarelo ao redor das lesoes,

atribuindo aos sintomas ainda maior gravidade (SINGH et al. 2015).

Durante o processo infeccioso, fungos conhecidamente produtores de micotoxinas
como subproduto de seu metabolismo, podem incidir na contamina¢do de outros organismos
consumidores daquelas plantas hospedeiras do patogeno. Embora as evidéncias sobre a
toxicidade das micotoxinasde Alfernaria em animais e humanos sejam relatadas,
regulamentos especificos em relagdo as toxinas de Alternaria ainda ndo foram estabelecidas
em nivel mundial (SOMMA et al., 2019). Algumas dessas fitotoxinas foram avaliadas pela
Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar como potencialmente causadoras de riscos a
saude humana (MEENA et al. 2017), no entanto, no Brasil ndo ha registro relevante sobre o
efeito dessas toxinas e, como consequéncia, nao existe grande rigidez no controle sanitario de

produtos agricolas contaminados.

O fungo patogénico Alternaria sp. ataca tanto as folhas quanto os caules da erva-doce
e, portanto, a pulverizacdo foliar de fungicidas pode ser benéfica no controle da doenca
(KHALEQUZZAMAN, 2020). Embora existam relatos de manejo para evitar a dispercao da
doenca no campo como evasdo do plantio de variedades suscetiveis em campos infectados de

uma safra anterior com residuos retidos na superficie (MAMGAIN et al, 2013).
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O género Alternaria

De acordo com a descrigdo feita por Marin-Felix et al. (2019), a morfologia do género

Alternaria ¢ caracterizada por:

Ascomatas pequenos, solitarios a agrupados, erumpentes a quase
superficiais na maturidade, marrom escuro, globosos a ovoides,
papiladosapicalmente, ostiolados, lisos ou cerosos na maturidade, com
parede ascomatal fina; centro formado por um hematécio com
pseudoparafises celulares e ascos na camada basal. Ascos bitunicados,
fissitunicados, uni ou bisseriados, de 4 a 8 esporos, cilindricos a
cilindro-clavados, retos ou um tanto curvos, com pedicelo furcado
curto. Ascoésporos elipsdides a fusdides, muriformes, levemente
constritos nos septos, 3-7 septos transversais, 1-2 séries de septos
longitudinais através dos dois segmentos centrais originais, células
terminais sem septos, ou com um septo longitudinal ou obliquo, ou
com um Y par de septos arredondados, castanho-amarelados, de
paredes lisas, sem visceras. Conididforos macronematosos ou semi-
macronematosos, mononematosos, simples ou ramificados, castanho-
claros ou castanhos. Células conidiogénicas integradas, terminais
tornando-se intercalares, mono ou politréticas e simpodiais,
cicatrizadas. Conidios solitarios ou em cadeias simples ou ramificadas,
secos, ovoides, obovoides, cilindricos, estreitamente elipsdides ou
obclavados, rostrados ou nao rostrados, castanho-olivaceos palidos ou
médios a castanhos, de paredes lisas ou verrucosas, com transversos e
com ou sem obliquos ou septos longitudinais; septos podem ser
espessos, escuros, uma estrutura interna semelhante a uma célula pode
ser formada. Espécies com crescimento meristematico sdo conhecidas
(MARIN-FELIX et al., 2019).

Quanto as caracteristicas das colonias formadas em meios de cultura podem-se
observar colonias efusas, cinzentas, marrom-olivaceas, marrom-escuras escuras ou pretas;
micélio imerso ou parcialmente superficial, composto por hifas incolores, olivaceas, marrons
ou marrons (SIMMONS, 2017; MARIN-FELIZ et al., 2019). A maioria das espécies de
Alternaria ndo possui fase teleomorficaconhecidaceram geralmente classificadas na divisao

dos fungos mitosporicos (em desuso) (THOMMA, 2003).

Historicamente o género Alternaria foi descrito por Nees von Esenbeck, no inicio do
século XIX, tendo 4. fenuis como a espécie tipo. No entdo, diversas inconssisténcias na
classificagdo e alteracdes de nomenclatura das espécies de Alternaria ao longo dos anos

levaram a um quadro de incertezas sobre a real posi¢cdo taxondmica dos espécimes descritos
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dentro desse grupo e desde entdo a taxonomia de Alternaria tem sido contestada

(WOUDENBERG et al., 2015; LAWRENCE et al., 2016).

Inicialmente a identificacdo de espécies de Alternaria era obtida por meio de métodos
baseados em padrdes de esporulacdo e morfologia conidial, como observado nas descrigdes de
Emory Guy Simmons (SIMMONS, 2007), que contribuiu amplamente na descri¢do de varios
grupos de espécies que foram tipificados por espécies representativas anos depois
(LAWRENCE et al., 2016). No entanto, atualmente, com base em abordagens filogenéticas
moleculares usando dados de sequéncias de DNA, foi demonstrado que os principais grupos
morfologicos identificados por Simmons representam grupos de espécies monofiléticas

(LAWRENCE et al. 2008; MARIN-FELIX et al. 2019).

Ap6s a divulgagdo do trabalho de Pryor e Gilbertson (2000), que descreve organizagdo
em espécies-grupo, diversos estudos postariores (HONG et al. 2005; LAWRENCE et al.
2013) descrevem nove espécies-grupos de Alternaria: A. alternata, A. alternantherae, A.
brassicicola, A. gypsophilae, A. infectoria, A. panax, A. POrri,
radicina e A. sonchi. Ao mesmo tempo, Lawrence (2013) eleva oito dessas espécies-grupo
para a condicdo de secdo, cada uma com uma espécie tipo, € em seguida esse numero ¢é
elevado novamente para 27 segoes (WOUDENBERG et al. 2015; LAWRENCE et al., 2016;),
e mais recentemente para 28 segoes e oito linhagens isoladas (GHAFRI et al. 2019; MARIN-
FELIX et al. 2019).

Dentre estas secdes fazemos destaque para a se¢do Alternaria, que contém a maioria
das espécies de Alternaria com conidios pequenos, incluindo a espécie tipo do género,
Alternaria alternata. Esta secdo agrupa, atualmente, 11 espécies, a saber, A. alternata, A.
alternantherae, A. burnsii, A. tomato, A. jacinthicola, A. iridiaustralis, A. eichhorniae, A.
betae-kenyensis, A. gaisen, A. alstroemeriae, A. longipes e A. gossypina, € um complexo
formado pela espécie A. arborescens (WOUDENBERG et al. 2015). No entanto, ndo ha

consenso sobre essa divisao.

A constatacdo de que o género Alternaria ndo estd nem resolvido filogeneticamente
gera entdo a necessidade de realizacdo de estudos comparativos de regides diversas do DNA
do fungo, permitindo com isso, precisarmos quais sdo de fato os agrupamentos dentro do

género que estdo presentes em patossistemas de relevancia agronomica.
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Controle Quimico

Embora ndo haja relatos de controle quimico especifico para infecgdes de alternaria na
cultura de erva-doce, ¢ possivel encontrar indicagdes de tratamento com pulverizagdes
foliares de fungicidas a base de cobre (Tabela 2) para controlar e reduzir a gravidade da
doenca em campo de citrus (STUART et al. 2009). Considerando que a incidéncia da doenca
estéd relacionada as condi¢gdes ambientais (umidade, calor e umidade), acaba sendo necessario

realizar diversas aplica¢des de fungicidas para um controle adequado (TIMMER et. al, 2003).

Tabela 2. Fungicidas efetivos contra Alternaria alternata (STUART et al. 2009).

Grupo Nome comum
Oxicloreto de cobre
Sulfato de cobre

Cupricos .
p Hidroéxido de cobre
Oxido cuproso
.. Mancozeb
Ditiocarbamatos .
Propineb
. .. Ipridiona
Dicarboximidas p .
Proximidona
Lo Piraclostrobina
Estrobirulinas ; ) .
Trifloxistrobina
Canozois Difenoconazol
Tebuconazole

Os ingredientes ativos Difenoconazol (triazol), flutriafol (triazol), pirimidina
(anilinopirimidinas), procimidona (dicarboximida) e tiofanato-metilico (benzimidazol) t€ém
sido largamente estudados sobre sua utilizacdo no controle de muitos fungos fitopatogénicos,
incluindo espécies do género Alternaria (CHEN et al., 2020; MUNKVOLD et al., 2001,
WANG & ZHANG, 2018, ZHOU et al., 2016).

Os fungicidas difenoconazol e flutriafol possuem agao sistémica rapida e proeminente
e por isso sdo utilizados mundialmente nos sistemas agricolas (GE et al., 2019; Romero et al.,
2020). Ambos atuam pela inibi¢do da desmetilacdo durante a sintese do ergosterol 14a-
demethylase (CYP51), bloqueando a biossintese da parede celular fungica (MU et al., 2015,
MAURYA et al., 2019). Produtos a base de difenoconazol e flutriafol tém sido utilizados,

mundialmente, no controle quimico de muitas doencas em cultivos agricolas de cereais,
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vegetais e frutas (HE et al., 2019, KONGCHAROEN et al., 2020, ZHENG et al., 2013). Os
defensivos quimicos pertencentes ao grupo triazol apresentam alta estabilidade fotoquimica e
baixa biodegradabilidade e, por isso, possuem moléculas com a capacidade de permanecer

persistentemente no solo e na agua (MU et al., 2015).

No Brasil, sao mais de 30 produtos a base de difenoconazol e aprimadamente 25 a
base de flutriafol regulamentados para o uso em diversos cultivos. O difenoconazol (Score) ¢
regulamentado para o controle de 4. porriem alho; A. cichorrie A. sonchi em almeirdo e
chicoria; A. brassicae em couve-flor, racula, mostarda e seriguela; e A. solani em tomate. O
flutriafol (Tenaz 250 SC) ¢ regulamentado no controle de: A. solani em batata e tomate; A.
alternata em batata yacon, roma e tomate; 4. fenuis em beterraba; e outras espécies incidentes

em mandioquinha, girassol, rabanete e roma (MAPA, 2021)

O quimico procimidona ¢ um fungicida sistémico de agdo protetiva e curativa. No
Brasil, ele ¢ regulamentado para o controle de muitas espécies de fungos fitopatogénicos,
incluindo A. solani em batata e tomate, A. dauci em cenoura e A. porri em cebola (MAPA,
2021). Ele atua diretamente sobre a enzima histidina quinase (HK), envolvida na cascata de
sinalizagdo do processo de transdu¢do da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK).
Nessa cascata de sinais, a proteina MAPK age como receptor de estimulos extracelulares e
como reguladora da homeostase osmdtica intracelular (LUO et al., 2012, REN et al., 2016,
WANG et al., 2021). As dicarboximidas s3o protetores de baixa fitotoxicidade e curtos
periodos de retengdo e, por isso, amplamente usados perto da colheita (BERESFORD et al.,
1996).

O pirimetanil inibe a biossintese de metionina, de outros aminoécidos e da secre¢do de
enzimas hidroliticas da parede celular, afetando diretamente os mecanismos envolvidos no
processo de infec¢ao fungica (SMILANICK et al., 2006). No Brasil, este fungicida ¢
regulamentado para o controle de A. alternata em batata, berinjela, jild, pimentao e tomate; A.
porri em cebola e 4. dauci em cenoura (MAPA, 2021). Fungicidas do grupo anilinopirimidina
sdo considerados fungicidas de alto nivel de controle com médio risco de resisténcia fiungica

(BUDDE-RODRIGUEZ et al., 2022)

O tiofanato-metilico ¢ um benzimidazol (carbamato de metil) utilizado pelo método de
pulverizagdo ou imersdo, no controle de doengas fingicas, incluindo doengas pds-colheita

(ZHOU et al., 2016). As moléculas pertencentes a esse grupo atuam ligando-se a B-tubulina
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fingica e interrompendo o processo de agrupamento e montagem dos microtibulos, o que por
sua vez, provoca um bloqueio de divisdo nuclear/celular durante os processos de mitose ou
meiose fungica (CHEN et al., 2020, ZHAN et al. 2014). Produtos pertencentes ao grupo
benzimidazol apresentam atividade inibitoria eficaz, e por isso sdo importantes no controle de

fungos patogénicos (HOSAMANI; SHINGALAPUR, 2011; ZHOU et al., 2016).

No ano de 2018, durante os estudos que fundamentas esse trabalho, o fungo Alternaria
foi observado em associacdo com plantas de erva-doce apds informagdes prestadas por
agricultores da cidade de Esperanca, Paraiba, e confirmada em uma visita de campo realizada
pelo Prof. Dr. Delson Laranjeira responsavel pelo laboratério de Fungos de Solo da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Assim, considerou-se fundamental o estudo deste
patossistema (Alternaria x erva-dove) a fim de identificar e reconhecer as espécies do fungo
associadas a cultura capazes de desencadear sintomas de mancha foliar, preenchendo assim a
lacuna existente devido a auséncia de relatos e estudos sobre esse patossistema. Os resultados
desse trabalho poderdo orientar estudos epidemioldgicos, e a partir destes, desenvolver
medidas decontrole efetivas contra cada espécie ou grupo de espécies predominantes em cada

cultura.
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Abstract

Fennel, Foeniculum vulgare Mill, is frequently attacked by fungi that cause leaf spots in the
Northeastern of Brazil. The Alternaria genus stand out among the main organisms causing the
reduction of the photosynthetic area of these plants. In Brazil there is no record of which
species are associated with the Alternaria leaf spot of fennel. Although the taxonomy of
Alternaria spp. has been discussed widely the scientific consensus hasn’t been established
about this theme to date. In this study, phylogenetic analysis revealed that Alternaria spp.
causing leaf spot on fennel were associated with four well-supported evolutionary lineages,
with emphasis on A. alternata and A. jacinthicola species. Isolates recovered from brown spot
lesions in Foeniculum vulgare were closely related to isolates identified in other cultures and
available for Access on GenBank. Phylogenies estimated independently from DNA sequence
data for genes from an anonymous region of the genome (OPA 10-2), endopolygalacturonase

(endoPG), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), e alternaria major allergen
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gene (Alt a 1) had topologies similar, and phylogenetic analysis was performed on the
combined dataset. Isolates from all obtained haplotypes caused leaf spot in leaf inoculation
trials, demonstrating that small spore Alternaria isolates, Alternaria section, are potential

disease-causing agents in fennel.

Keywords: Alternaria leaf spot; Foeniculum vulgare Mill; Phylogenetic analysis; Species

identification.

Resumo

No Nordeste do Brasil, a erva-doce, Foeniculum vulgare Mill, comumente sofre ataques de
fungos causadores de manchas foliares. O género Alternaria tem destaque como causador de
doencas pela reducdo da area fotossintética da planta. No Brasil ndo ha registro de quais
espécies estao associadas com a mancha de Alternaria em erva-doce. Embora a taxonomia de
Alternaria spp. tenha sido bem discutida na atualidade, ndo h4 consenso cientifico sobre esse
tema at¢ o momento. Neste estudo, andlises filogenéticas revelaram que a mancha foliar
causada por Alternaria spp. em erva-doce foram associadas com quatro linhagens evolutivas
bem suportadas, com destaque para a as espécies A. alternata and A. jacinthicola. Isolados
recuperados de lesdes presentes em plantas de Foeniculum vulgare foram comparados com
isolados identificados em outras culturas agricolas e deponibilizados para acesso no GenBank.
Filogenias estimadas de forma independente a partir de dados de sequéncias de DNA de uma
regido anoénima do genomae (OPA 10-2), endo-poligalacturonase (endoPG), gliceraldeido-3-
fosfato dehidrogenase (GAPDH), and alternaria major allergen gene (Alt a 1) tiveram
topologias semelhantes, e analises filogenéticas foram realizadas em um dataset combinado
(concatenado) de todos os genes. Isolados de todas as haplotipos identificados causaram

sintomas no teste de inculacdo em folhas realizado, demonstrando que isolados de Alternaria
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de esporos pequenos, dentro da secdo Alternaria, sao de fato os agentes causadoes de doenca

em erva-doce.

Palavras-chave: Andlises filogenéticas; Foeniculum vulgare Mill; Identificacdo de espécies;

Mancha de Alternaria.

Introduction

Fennel (Foeniculum vulgare Mill) is a popular aromatic herb crop belonging to the
Apiaceae family, it is economically important in the Northeast region of Brazil. Dried fennel
seeds can be used as a food ingredient. Leaves and oil extract are used as input to obtain
medicinal and aromatic products (Rather et al., 2016). The adaptation of this botanical species
to the tropical weather favors the production in south-center and northwest states (Brazil,

2015).

Fennel is frequently attacked by fungi that cause leaf spots. Among the main
organisms causing the reduction of the photosynthetic area of these plants, the fungi of the
Alternaria genus stand out (Bessadat, 2021; Mamgain et al. 2013). Representatives species of
the Alternaria genus are capable of causing disease in more than 100 plant species that can
infect the entire aerial part, mainly leaves and fruits (Armitage, 2015). However, in Brazil

there is no record of which species are associated with the Alternaria leaf spot on fennel.

The fungus Alternaria, class Dothideomycetes, are a cosmopolitan fungi with diverse
lifestyles, which can associate with a wide range of hosts and substrates (Haridas et al, 2020).
That group occupies several ecological niches, including endophytic, saprophytic and
pathogenic species. The majority of Alternaria species are animal and plant pathogens (Hong
and Pryor, 2004) causing extensive yield losses in agriculture, especially in pre- and post-

harvest conditions (Peever et al., 2007; Siciliano et al., 2018).
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Symptoms start with the formation of small, brownish spots on lower leaves that
enlarge and develop concentric rings. Leaves turn yellow and plants may defoliate (Mamgain
et al. 2013). The pathogens spread progressively to other plants or parts of the same plant
such as the stems and fruits, where they may initiate new infections (Bessadat, 2021). Leaf
spot in fennel also initially develops on lower leaves with dark-brown lesions, but there is no

ring formation.

Thus, the objectives of the present study were: to identify by molecular methods the
species associated with leaf spot of alternaria on fennel and to determine the aggressiveness of

the identified species;

Materials and Methods

Pathogen isolation

Leaves and inflorescences of fennel with symptoms of Alternaria leaf spot were
collected in fields located in the counties of Remigio and Esperanca, on Paraiba State,
Garanhuns and Paranatama, on Pernambuco State. Isolations and obtaining the monosporic
cultures of the isolates were carried out as described below. Spores were observed in
stereoscopic microscope, removed from each sample with the aid of surgical needles and
deposited in Petri dishes containing PDA culture medium (200g potato; 20g dextrose; 20g of
agar in 1L of distilled water). The plates were incubated at 25°C for the development of the
fungus for 7 days. Isolates with morphological characteristics similar to the Alternaria genera
(Simmons, 2007) were subcultured and preserved by the Castellani method (Castellani, 1967)
and in tubes containing mineral oil, and stored in the private fungal collection of the Soil

Fungus Laboratory at the Universidade Federal Rural de Pernambuco.

DNA extraction, PCR amplification and sequencing
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Total genomic DNA of the isolates was extracted from fresh mycelia grown on PDA
for 7 days at 27°C in a 12h photoperiod. Fungal mycelium was scraped off the colony surface
of cultures with a sterile scalpel and DNA was isolated wusing the CTAB
(cetyltrimethylammonium bromide) extraction protocol described by Doyle and Doyle (1990)

with modifications. DNA quality and quantity were estimated visually on a 0.8% agarose gel.

The anonymous gene region (OPA10-2) was sequenced for all isolates to assess the
initial diversity. DnaSP 4.0 (Rozas et al. 2003) program was used to identify haplotypes.
Isolates representatives from each haplotype were randomly chosen psvij and subjected to a
multilocus analysis, which involved: endopolygalacturonase (endoPG), glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) and alternaria major allergen gene (Alta 1). The regions
were amplified by polymerase chain reaction (PCR) using the primer pairs OPA10-
2L/OPA10-2R (Andrew et al.2009), PG3/ PG2b (Andrew et al. 2009), GPD1/ GPD2 (Berbee

etal., 1999) and ALT-for/ ALT-ver (Hong et al. 2005), respectively.

Polymerase chain reactions (PCR) were performed in a final volume of 12.5 pl
containing 2.25 pl of water, 1 pL of DNA template, 1 pL of each primer (10 uM), 1 puL of
DMSO, and 6.25 puL. of PCR Master Mix (2X) (Promega GoTaq* Master Mix, Wisconsin,
USA). psv2] The OPA10-2 involved an initial denaturation step at 94 °C for 5 min, followed
by 40 cycles at 94 °C for 30 s, 62 °C for 45 s, 72 °C for 30 s, and a final denaturation step at
72 °C for 10 min. The optimal annealing temperatures for each of the other genes were as
follow: endoPG-50 °C; GAPDH-48 °C and Alt a 1-48 °C. The PCR amplification products
were separated by electrophoresis in a 1.5% agarose gel in 1.0X Tris-acetate acid EDTA
(TAE) buffer and were photographed under UV light. The amplicons were purified by
precipitation in ammonium acetate and ethanol. All regions were sequenced by using ABI

PRISM® BigDye* terminator v3 cycle sequencing kits (Applied Biosystems) at the
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Sequencing Platform LABCEN/CCB in the ‘Universidade Federal de Pernambuco’, Recife,

Brazil.

Sequence alignment, phylogenetic analysis, and species recognition

Forward and reverse sequences were assembled using the Staden package (Staden et
al. 1998). All obtained consensus sequences were compared to GenBank sequences using
BLAST to query the NCBI sequence database to confirm the taxonomic assignments of the
isolates. Sequences representing ex-types and related published sequences were retrieved
from GenBank (Table 1)pjsv3). Single gene sequences were aligned using MAFFT v.7 online
program (https://mafft.cbrc.jp/align ment/server/), using the G-INS-i strategy in MAFFT
version 7 (Katoh and Toh 2013, Katoh et al. 2019) and manually adjusted where necessary in
MEGA7 (Kumar et al., 2016). The genes were concatenated using SequenceMatrix v.1.8 (Vaidya

etal. 2011).

Phylogenetic reconstructions were performed using the Maximum Likelihood (ML) and
Bayesian Inference (BI) methods for both individual and concatenated genes. ML and BI analyses
were performed using RAXML-HCP2 v.7.0.4 (Stamatakis 2014) and MrBayes v 3.2.1
(Ronquist et al. 2012), respectively, implemented in the CIPRES cluster
(https://www.phylo.org/portal2/home.action). ML tree searches were carried out with 1000
pseudoreplicates (-m GTRGAMMA -p 12345 -k -f a -N 1000 -x 12345) under the GTR-

GAMMA model.

Evolution models were estimated in MrModeltest 2.3 (Nylander 2004) using the
Akaike information criterion (AIC) for each locus. The combined data set was partitioned to
reflect the most appropriate nucleotide substitution model for each of the single gene data sets
for the Bayesian analysis of the combined data set. Four Markov Chain Monte Carlo

(MCMC) chains were conducted for 5x107 generations, with samplings every 1000
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generations. The convergence of all the parameters was checked using Tracer v 1.5 (Rambaut
and Drummond 2010) and the first 25% generations were discarded as burn-in. FigTree

version 1.4.3 (Rambaut, 2012) was used to visualize the phylogenetic tree.

Alternaria species associated with leaf spot of fennel were recognized through the
Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition (GCPSR) criterion, as

described by Taylor et al. (2000), Dettman et al. (2003) and Doyle et al. (2013).

Aggressiveness test

The aggressiveness of Alternaria spp. was evaluated in leaves of fennel seedlings aged
from 45 to 60 days. Each leaf was lightly injured along the rachis of the leaf (1 site per leaf)
with sterile needle before inoculation. The inoculum was produced in plates (Petri)
containing PCA culture media (potato-carrot-agar), under a photoperiod of eight hours of light
and 16 hours in the dark, at 25°C, for 15 days. Spore suspensions were prepared by adding 20
mL of sterile distilled water to the surface of the cultures. Fungal cultures were scraped with a
soft brush and filtered through sterile gauze. The spore concentration was determined by
counting under a microscope with the aid of a Neubauer camera and adjusted to 105
conidia.mL-1. Ten microliters of the spore suspension were added over the injured areas. The
negative control consisted of leaves inoculated with sterilized distilled water. After the
suspension had dried, the inoculated plants were covered with plastic to maintain moisture for
48h. The experiment was carried out in a completely randomized design, with ten repetitions,
represented by a sheet. Aggression was assessed by measuring the diameter of the lesion
caused by the fungus. Differences in the aggressiveness of Alternaria species were determined

by an analysis of variance and the means were compared by Tukey test (p = 0.05).

Results
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A total of 183 isolates with Alternaria phenotypic characteristics were obtained in
commercial fennel plantations. Of these, one hundred and fifteen were isolated by
symptomatic plants in Paraiba State and sixty eight by plants of Pernambuco State. After

DNA extraction, only 118 isolates were used to compare the number of haplotypes.

Partial sequence analysis of the OPA 10-2 region separated the isolates into 13
haplotypes, all belonging to the Alternaria section based on similarity to representative
sequences in the NCBI database. The Maximum Likelihood (ML) and Bayesian Inference
(BI) methods showed concordant topologies both in the concatenated and in the individual
genes, with variation in the support of the branches. Multilocus analysis revealed that the
isolates belong to five lineages, with four previously described species and an unknown

independent lineage (Fig. 2).

Six isolates were identified as A. alternata/arborescens with high support in most
individual gene trees (except GAPDH). Three isolates formed a clade with A. jacinthicola
strongly supported by the Alt a 1, EndoPG, GAPDH and OPA 10-2 genes, and was not
contradicted in any other individual gene tree with approximate level of support. Five isolates
were identified as conspecific with 4. gossypina and A. longipes, here considered A. longipes-
like, with significant support in multilocus analyzes and in the individual gene trees Alt al,
OPA 10-2, GAPDH and EndoPG. Four isolates were grouped with A. tomato and A. burnsii,
here synonymized as A. tomato, strongly supported by the Alt a 1, GAPDH and OPA 10-2

genes.

The remaining lineage (147A - called Alternaria sp. 1), is constituted by a single

isolate, thus it is not possible to apply the criterion for recognition of fungal species.

Considering the geographic location of the isolates obtained and the results described in the

previous paragraphs, it appears that in the state of Paraiba the species A. alternata, A.
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Jjacinthicola, A. longipes-like and 4. tomato-like were found. In the state of Pernambuco,

only the species A. alternata and A. longipes-like were identified associated with fennel (Tab.

).

All Alternaria isolates were pathogenic to fennel 20 days after inoculation, resulting in
visible and measurable lesions (Fig. 3). The symptoms observed on the rachis of the leaves

were light brown necrotic lesions that extended from the point of inoculation (Fig. 4)

Discussion

Sequencing of conserved regions such as ITS, mtSSU, mtLSU, B-tubulin, actin,
calmodulin, which are very useful in identifying other fungal genera, does not provide
resolution between Alternaria species (Pryor; Gilbertson, 2000; Peever et al., 2004). For this
reason, alternative region sequencing has been used to resolve the phylogenetic relationships
of this group of Dothiomycetes. Regions as a segment of an endopolygalacturonase gene
(endoPG); the Alternaria major allergen 1 gene (Alt al); and to anonymous non-coding
regions, such as OPA10-2 (Peever et al., 2007; Andrew et al., 2009; Armitage et al., 2015)

has demonstrated greater efficiency and support to separate Alternaria groups.

Through a phylogenetic approach involving four loci (OPA10-2, endoPG, GAPDH
and Alt al), this study revealed that leaf spot of alternaria in fennel cultivated in northeastern
Brazil is caused by four species of the genus Alternaria: A. alternata/arborescens, A. tomato-
like, A. longipes-like, A. jacinthicola. All identified species belong to the Alternaria section,
characterized by producing small conidia, as described by Lawrence et al. (2013) and
Woundenberg et al. (2015). The results of this study confirm that the combination of these
phylogenetic markers are promising for determining species relationships and delineation.
These markers were analyzed in specific studies for the Alternaria section (Woudenberg et al.

2015), resulting in very well supported clusters.
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The sequences of strains identified as A. alternata or A. arborescens species,
sequenced in this work, and sequences of same species, downloaded from Genbank (Table 1)
matched perfectly. The same was demonstrated in the results of Soma et al. (2019), when
these species clustered in close groups. According to the aforementioned author, there is a
need to consider the eventuality that species showing coincident gene sequences and

phylogenetically indistinguishable would be considered same genetic entities.

In addition to A. alternata, the Alternaria sect. Alternaria also includes additional plant
pathogenic species such as 4. longipes which is the principal cause of brown spot of tobacco,
A. gaisen which is the causal agent of Japanese pear and A. arborescens which causes stem
canker on tomato (Siciliano et al., 2018). In this study, some of these morphospecies grouped
in the same clade as other species, strongly supported by the bootstrap values, indicating that
some of them may be synonymized in the future. In general, the morphological observations
and, in particular, the sporulation pattern allowed to differentiate between isolates of A.
alternata, A. arborescens and A. tenuissima (Simmons, 2007), but this study demonstrates

that phylogenetically this morphospecies form a not resolved group.

Although it does not completely resolve the inconsistencies between morphological
and molecular identification, the multilocus analysis refutes the hypothesis of Cabral et al.
(2017) who claim that small-spored Alternaria belong to the same species and it cannot be
assured that the small-spored Alternaria have accumulated enough evolutionary change to be
considered different species. We see in the results of this study that combined gene analysis is

able to separate Alternaria sect alternaria isolates into phylogenetically well supported groups.

This study, as well as that of Andrew et al. (2009), did not agree with the taxonomic

classification in Simmons (2007), where some organisms were considered different taxa.
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According to these results, this differentiation in subspecies based on morphology and host

relationship is not evident.

All species found in the present study were capable of causing disease in fennel when
artificially inoculated. However, in most inoculated plants, lesions induced by Alternaria spp.
on the rachis of the leaves did not progress as efficiently, indicating the possible existence of
defenses (chemical and/or physical) that limited the pathogen's aggressiveness (Zeng et al.,

2015).

In conclusion, this study contributed to reaching a successful classification of
Alternaria isolates from fennel because we examined pathological and molecular properties of
the isolates and analyzed them with appropriate technologies. In fact, multilocus analysis was
resolutive for the classification of the isolates. This approach combined with the previous
data has been revealed as a useful tool to discriminate against some of the species within A.
sect. Alternaria. The majority of the isolates studied belong to the A. alternata species-group,
however, we were able to differentiate also some other species within this species group such

as A. longipes and A. jacinthicola.
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Fig. 1. Symptoms of Alternaria leaf spot on fennel (in sito).
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Table 1. Alternaria isolates used in this study with collection details and GenBank accession numbers.

46

Species Strain Number"? Host Locality GenBank Acession Numbers®
OPA 10-2 gadph Altal endoPG
A. alstroemeriae  CBS 118809; EGS 52068; MAFF 1219T" Alstroemeria sp. Australia KP124602 KP124154 np KP123994
CBS 118808; EGS 50116 Alstroemeria sp. USA KP124601 KP124153 KP123845 KP123993
A. alternata CBS 115616; EGS 34016" Arachis hypogaea India KP124663 AY278808 AY563301 JQ811978
CBS 44786 Malva sp. Marocco KP124625 JQ646314 JQ646397 KP124018
CBS 19586; EGS 36172; DAOM 185214  Euphorbia esula Canada KP124624 KP124173 JQ646398 KP124017
CBS 102599; EGS 44166 Minneola tangelo Turkey KP124639 KP124185 KP123879 KP124032
CBS 102603; EGS 45011 Minneola tangelo Israel KP124642 KP124188 KP123882 KP124034
CBS 102604; EGS 45007 Minneola tangelo Israel KP124643 AY562410 AY563305 KP124035
CBS 119399; EGS 39189 Minneola tangelo USA KP124672 JQ646328 KP123910 KP124063
CBS 102595; EGS 45100 Citrus jambhiri USA KP124636 AY562411 AY563306 KP124029
CBS 10624; EGS 38029; ATCC 13963 Malus sylvestris USA JQ800620 KP124155 KP123847 AY295020
CBS 91197; IMI 056271 Artemisia brevifolia India KP124634 KP124181 KP123875 KP124027
CBS 130261 Human sputum India KP124701 KP124240 KP123936 KP124092
CBS 130262 Human sputum India KP124702 KP124241 KP123937 KP124093
BMP 2336 Unknown Unknown KP124641 JQ646319 JQ646403 AY295023
PR 320; CBS 102600; EGS 39181; Citrus reticulata USA KP124640 KP124186 KP123880 KP124033
026A Foeniculum vulgare  Brazil, Paraiba np np np np
029A Foeniculum vulgare  Brazil, Paraiba np np np np
076A Foeniculum vulgare  Brazil, Paraiba np np np np
125A Foeniculum vulgare  Brazil, Paraiba np np np np
140A Foeniculum vulgare  Brazil, Paraiba np np np np
164A Foeniculum vulgare Brazil, Pernambuco  np np np np
166A Foeniculum vulgare Brazil, Pernambuco  np np np np

(continued on next page)



Table 1. (Continued).

47

Host

Species Strain Number"”? ILocality GenBank Acession Numbers®
OPA 10-2 gadph Altal endoPG
'A. arborescens  CBS 102605; EGS 39128" Solanum lycopersicum USA 'KP124712  AY278810  AYS63303  AY295028
CBS 10113; EGS 07022; QM 1765 Peat soil Switzerland KP124705 KP124244 KP123940 KP124096
CBS 10841; EGS 44087; ATCC 11892 Wood Unknown KP124707 KP124246 KP123942 KP124098
CBS 12660; IMI 081622 Wood UK KP124710 KP124249 JQ646390 KP124101
CBS 118389; EGS 90131 Pyrus pyrifolia Japan KP124721 KP124259 KP123954 KP124111
CBS 124283 Oryza sp. Russia KP124730 KP124267 KP123963 KP124120
A. betae-kenyensis CBS 118810; EGS 49159; IMI 385709"  Beta vulgaris var. cicla Kenya KP124733 KP124270 KP123966 KP124123
A. eichhorniae CBS 48992; ATCC 22255; IMI 121518"  Eichhornia crassipes  India KP124740 KP124276 KP123973 KP124130
CBS 119778; EGS 45026; IMI 37968 Eichhornia crassipes  Indonesia KP124741 KP124277 np KP124131
A. gaisen CPC 25268 Unknown Portugal KP124744 KP124279 KP123976 KP124133
CBS 63293; EGS 90512 Pyrus pyrifolia Japan KP124742 KC584116 KP123974 AY295033
CBS 118488; EGS 90391 Pyrus pyrifolia Japan KP124743 KP124278 KP123975 KP124132
A. iridiaustralis CBS 118486;EGS 43014" Iris sp. Australia KP124751 KP124284 KP123981 KP124140
CBS 118487; EGS 44147 Iris sp. Australia KP124752 KP124285 KP123982 KP124141
A. iridicola MAFF 246890" Iris japonica Japan np LC270143 LC276239 LC276254
MUCC 2148; Iris japonica Japan np LC270142 LC276238 LC276253
A. jacinthicola CBS 133751; MUCL 53159" Eichhornia crassipes ~ Mali KP124754 KP124287 KP123984 KP124143
CPC 25267 Cucumis melo Unknown KP124755 KP124288 KP123985 KP124144
YZU 171616 Tagetes erecta China np MG781012 MG781013 MG781014
042A Foeniculum vulgare Brazil, Paraiba np np np np
096A Foeniculum vulgare Brazil, Paraiba np np np np
146A Foeniculum vulgare Brazil, Paraiba np np np np

(continued on next page)



Table 1. (Continued).

48

Host

ISpecies Strain Number"? ILocality GenBank Acession Numbers®
OPA 10-2 gadph Altal endoPG
'A. gossypina 'CBS 104327 "Gossypium sp. Zimbabwe KP124746  JQ646312  JQ646395  KP124135
(syn. 4. longipes)  cpg 10023 Malus domestica Unknown KP124745  KP124280  KP123977  KP124134
CBS 10736 Soil Indonesia KP124747 JQ646310 JQ646393 KP124136
CBS 102601; EGS 45017 Minneola tangelo Colombia KP124749 KP124282 KP123979 KP124138
EVMIL 2s Minneola tangelo USA KP124748 JQ646309 JQ646392 KP124137
A. longipes CBS 53994; QM 8438 Nicotiana tabacum USA KP124757 KP124290 KP123987 KP124146
CBS 54094; EGS 30033; QM 9589 Nicotiana tabacum USA KP124758 AY278811 AY563304 KP124147
CBS 91796 Nicotiana tabacum USA KP124759 KP124291 KP123988 KP124148
CBS 121332; EGS 30048 Nicotiana tabacum USA KP124760 KP124292 KP123989 KP124149
CBS 121333; EGS 30051 Nicotiana tabacum USA KP124761 KP124293 KP123990 KP124150
103A Foeniculum vulgare Brazil, Paraiba np np np np
131A Foeniculum vulgare Brazil, Paraiba np np np np
154A Foeniculum vulgare Brazil, Pernambuco  np np np np
163A Foeniculum vulgare Brazil, Pernambuco  np np np np
213A Foeniculum vulgare Brazil, Pernambuco  np np np np
A. burnsii CBS 10738; EGS 06185" Cuminum cyminum India KP124734 JQ646305 KP123967 KP124124
(syn. 4. tomato)  gg 10827 Gomphrena globosa ~ Unknown KP124605 KC584162  KP123850  KP123997
CBS 11050; MUCL 10012 Gossypium sp. Mozambique KP124735 KP124271 KP123968 KP124125
CBS 87995; IMI 300779 Sorghum sp. UK KP124736 KP124272 KP123969 KP124126
CBS 118816; EGS 43145; IMI 368045 Rhizophora mucronata India KP124737 KP124273 KP123970 KP124127
CBS 118817; EGS 39014; IMI 318433 Tinospora cordifolia  India KP124738 KP124274 KP123971 KP124128

(continued on next page)



49

Table 1. (Continued).

ISpecies Strain Number"? IHost ILocality GenBank Acession Numbers®
OPA 10-2 gadph Altal endoPG

IA. burnsii 025A ' Foeniculum vulgare I Brazil, Paraiba Inp Inp I np Inp I
(syn. A. tomato) 033A Foeniculum vulgare Brazil, Paraiba np np np np

120A Foeniculum vulgare Brazil, Paraiba np np np np

142A Foeniculum vulgare Brazil, Paraiba np np np np
A. tomato CBS 10330 Solanum lycopersicum Unknown KP124762 KP124294 KP123991 KP124151

CBS 11435 Solanum lycopersicum Unknown KP124763 KP124295 KP123992 KP124152
Alternaria sp1 147A Foeniculum vulgare  Brazil, Paraiba np np np np

" ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA; BMP: B. M. Pryor, School of Plant Sciences, University of Arizona, Tucson, AZ, 85721, EUA; CBS:
Culture collection of the Centraalbureau voor Schimmelcultures, Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, The Netherlands; CPC: Personal collection of P.W. Crous, Utrecht, The
Netherlands; DAOM: Canadian Collection of Fungal Cultures, Ottawa, Canada; E.G.S.: Personal collection of Dr. E.G. Simmons; IMI: Culture collection of CABI Europe
UK Centre, Egham UK; MAFF: MAFF Genebank Project, Ministry of Agriculture, Forestry and Fisherie, Tsukuba, Japan; MUCC (Japan): Culture Collection, Laboratory of
Plant Pathology, Mie University, Tsu, Japan; MUCL: (Agro)Industrial Fungi and Yeast Collection of the Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms (BCCM),
Louvain-la-Neuve, Belgium; QM: Quarter Master Culture Collection, Amherst, MA, USA; YZU: Culture Collection of Yangtze University, China.

T/ Bold strain number: ex-type isolate.

3 np: no product.
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Fig. 2. Maximum Likelihood Tree of Alternaria Section inferred from the concatenated alignment of
Alt a 1, GAPDH, EndoPG e OPA10-2. Bootstrap support values (ML > 70) and Bayesian posterior
probability values (PP > 0,95) are shown above the branches. “-” indicates non-significant support or
absence of branch. Ex-types isolates are written in bold and include the taxonomic name as originally

described.
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Fig. 3. Mean lesion lengths (mm) caused by Alternaria species on fennel, 20 days after inoculation.
Standard error of the mean is represented by bars. Columns with the same letter do not differ
significantly according to Tukey's test (P < 0.05).



Fig. 4. A. Inoculated rachis of fennel; B; Necrotic lesion fifteen days after inoculation.
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Fig. 5. Culture characteristics and spores morphology of Alternaria isolates; A - B: isolate 026A (A.
alternata / arborescens); C - D: isolate 029A (A. alternata / arborescens); E - F: isolate 103A (A.
longipes-like).
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First report of Alternaria jacinthicola causing leaf spot of fennel
in Brazil
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First report of Alternaria jacinthicola causing leaf spot of fennel in Brazil

M.G. Oliveira, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, 52171-900,
Pernambuco, Brazil; I.L. Coelho, Department of Agronomy, Universidade Federal Rural de
Pernambuco, Recife, 52171-900, Pernambuco, Brazil; J.S. Veloso, Department of Agronomy,
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, 52171-900, Pernambuco, Brazil; S.B.
Ramos, Department of Agronomy, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife,
52171-900, Pernambuco, Brazil; M. P. S. Camara, Department of Agronomy, Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Recife, 52171-900, Pernambuco, Brazil; D.
Laranjeira*, Department of Agronomy, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife,

52171-900, Pernambuco, Brazil.

* Corresponding author

In May 2018, fennel plants (Foeniculum vulgare Mill) were diagnosed with symptoms of
Alternaria leaf spot in a production area located in Esperanga, Paraiba State, Northeast Brazil
(6°59'41.7"S 35°51'50.3"W). In three of the nine states of this region of Brazil, the production
of fennel represents important agricultural product with food, cometic and medicinal use, but
is significantly affected by leaf spot, caused by Alternaria spp. Rachis and leaves exhibited
symptoms like development dark-brown lesions, yellowing leaves and, in advanced
infections, defoliate plants. Isolations are obtained by monosporic cultures. Spores were
observed in an electronic magnifying glass, removed from each sample with the aid of
surgical needles, deposited in plates containing PDA culture médium and incubated for 15
days at 26 °C. Eight isolates morphologically similar to Alternaria were obtained after the

purification of the colonies and were preserved by the Castellani method. Pathogenicity tests
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were performed on young plants of fennel with more than five leaves (two plants/isolate) add
ten microliters of the spore suspension (1x10° spores ml™) over injured areas of the rachis.
The negative control was represented by leaves inoculated by sterile water. Differently from
the negative control that did not present symptoms, the inoculated plants expressed points
with brown colored necrotic tissue, the same symptoms observed in the field, after 20 days of
incubation. Performing the Koch postulates, the pathogen was re-isolated from the
symptomatic tissues. In PDA, the colonies of Alternaria presented initially transparent hyphae
that evolved to an olive brown and black color, characteristic of the species (Simmons, 2017;
Marin-Feliz et al., 2019). The eight isolates were partially sequenced at the OPA 10-2 locus
and, after a comparative analysis among the isolates and finding haplotype similarity, two
representative isolates of each haplotype (042A e 096A) was selected for additional
sequencing of GAPDH, EndoPG and Alt al, for comparison with other Alternaria species
described (Woundenberg et al., 2015). Compared with other taxa in the NCBI database, the
isolate 096A was 91% similar to CBS 133751, a representative ex-type isolate of A.
Jjacinthicola. Phylogenetic analyses of Maximum Likelihood - ML, including previously
published sequences of species belonging to Alternaria sect. alternaria (Woundenberg et al.,
2015), grouped both isolates in the clade of A. jacinthicola with 100% bootstrap support.
Alternaria sp. were previously described as causal agents of leaf spot of fennel in Brazil
(Mendes et al., 1998), however, this is the first report of A. jacinthicola in association with

Foeniculum vulgare in this country.
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Fig. 1. Symptoms of Alternaria leaf spot of fennel and re-isolate colonies after
inoculation: A. Plant in the field (natural infection); B. Disease aspect in leaf; C. Disease
aspect in stalk; D. Disease aspect in rachis; E- F. Colony aspect of isolates 042A and
096A, respectively, after re-isolation; G. Lesion in inoculated rachis (Pathogenicity test).
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A. jacinthicola YZU 171616
91| | A. jacinthicola CBS 133751

096A Alternaria jacinthicola
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0.004 —  A. eichhorniae CBS 48992

Fig. 2. Maximum likelihood tree showing relationships among Alternaria spp. from the
section Alternaria. The Tree is rooted in the midpoint. Bootstrap supports are shown above

the branches. Ex-types are in bold. Isolate from fennel is highlighted in red.
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Resposta in vitro de espécies de Alternaria a diferentes fungicidas
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Resposta in vitro de espécies de Alternaria a diferentes fungicidas
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? Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Av. Prof. Moraes Rego, 1235, Cidade

Universitaria, CEP: 50670-901, Recife-PE, Brasil.

"Autores correspondentes: Endereco de E-mail: marcelopblbio@gmail.com (Marcelo Garcia

de Oliveira) e delson.laranjeira@ufrpe.br (Delson Laranjeira).

Resumo

Mesmo com o avango atual nas pesquisas agrondmicas no Brasil, pouco se conhece sobre os
métodos de controle da mancha de Alternaria, seja quimico, bioldégico ou relativo ao manejo
de culturas. Deve-se levar em consideracdo que métodos minerais de controle devem ser
aplicados de forma controlada, visto que grande parte das plantas cultivadas de considerada
importancia agrondmica atacados pelo fungo Alfernaria sdo usados como insumo ou
condimento alimentar. Isso demanda uso de defensivos em doses que ndo comprometam a
aceitagao mercadologica do produto agricola final. Com esse estudo foi possivel identificar, a
partir de teste in vitro, quais moléculas quimicas podem obter sucesso em reduzir o
crescimento micelial do fungo e consequente mitigagdo dos efeitos da doenca. Um dos
isolados de Alternaria, previamente identificado e com patogenicidade comprovada, foi

testado para a reacao aos fungicidas difenoconazol, flutriafol, procimidona e tiofanato-
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metilico, permitindo identificar que dentre estes o difenoconozol tem perspectiva de sucesso e

pode ser recomendada no controle de Alternaria em campos cultivados no Brasil.

Palavras-chave: Alternaria sp.; controle quimico; inibi¢ao de crescimento fingico.

Abstract

In Brazil, little is known about the methods of controlling Alternaria leaf spot, whether
chemical, biological or related to crop management. It should be taken into account that
mineral control methods must be applied in a controlled manner, since a large part of the
important crops attacked by the Alternaria fungus are used as food input or condiment. This
requires the use of pesticides in doses that do not compromise the market acceptance of the
final agricultural product. With this study, it was possible to identify, from an in vitro test,
which chemical molecules can be successful in reducing the mycelial growth of the fungus
and consequent mitigation of the effects of the disease. One of the Alternaria isolates,
previously identified and with proven pathogenicity, was tested for the reaction to the
fungicides difenoconazole, flutriafol, procymidone and thiophanate-methyl, allowing to
identify that difenoconazole has a good prospect of success and it can be recommended to the

control of Alternaria in cultivated fields in Brazil.

Keywords: Alternaria sp.; Chemical control; Inhibition of fungal growth.

Introducio

O género Alternaria compreende espécies fungicas, globalmente distribuidas, que
podem desempenhar agdo patogé€nica, endofiticas e saprofiticas (Ma et al., 2021, Woudenberg

et al.,, 2013). As espécies fitopatogénicas acometem folhas, caule e frutos de uma ampla
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diversidade de hospedeiros vegetais de interesse agricola, bem como plantas ornamentais (Ge
et al., 2019, Kumar et al., 2017, Waghunde et al., 2018, Woudenberg et al., 2013) e muitas
espécies selvagens (Thomma et al., 2013). Esse fungo possui dispersdo, principalmente, por

respingos de chuva, vento ou material vegetal previamente infectado (Reis et al. 2006).

Os fungicidas sdo genericamente utilizados no controle de doengas causadas por
fungos em plantas cultivadas, frutas, graos etc. No controle de doengas foliares, causadas por
espécies de Alternaria, comumente sdo utilizados ingredientes ativos de diferentes grupos
quimicos ¢ modos de acdo (Kumar et al.,, 2017). No Brasil, por exemplo, produtos
pertencentes aos grupos triazol, benzimidazol, estrobilurina, imidazol, dicarboximida,
carboxanilida, dimetilditocarbamatos, entre outros, sao regulamentados para o controle de A.

alternatae Alternaria spp. (MAPA, 2021).

Espécies de Alternaria podem apresentam diferentes niveis de sensibilidade a
fungicidas (Ma et al., 2021), por isso, ¢ crucial a compreensao dos efeitos causados por
defensivos quimicos especificos sobre uma populagdo fitopatogénica, bem como a resposta do
fitopatdgeno a esses produtos. Informagdes dessa natureza geram a base para uma tomada de
decisdo assertiva, durante as praticas de manejo de doencas causadas por fungos

fitopatogénicos, incluindo aquelas causadas por espécies de Alternaria.

Adicionalmente, a investigacdo sobre a eficdcia de diferentes ingredientes ativos, no
controle de isolados representativos de espécies fingicas, propicia informagdes relevantes
sobre a potencialidade de utilizagdo e regulamentacdo de produtos quimicos que, inicialmente,
sdo utilizados para o controle de espécies e/ou cultivos distintas, em relagdo aos que sdo

abordados neste trabalho.

Considerando a importancia agrondmica dos estudos e desenvolvimento de medidas

de controle para as doengas causadas por espécies de Alternaria, os objetivos desse estudo
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sdo: 1) determinar o potencial de controle e as doses minimas inibitorias dos fungicidas
difenoconazol, flutriafol, pirimetanil, procimidona e tiofanato-metilico sobre espécies de
Alternaria cultivadas in vitro; i1) Avaliar o percentual inibitorio dos fungicidas sobre o
desenvolvimento das espécies de Alternaria in vitro; iii) Estimar a CE50 e o efeito

fungitoxicoin vitro dos fungicidas sobre as espécies de Alternaria.
Material e Métodos

Obtencao e cultivo dos fungos. Os isolados representativos de: Alternaria alternata
(CFS 026, CFS 076 e CFS 140), Alternaria longipes-like (CFS 163 e CFS 213), Alternaria
tomato-like (CFS 025, CFS 033 e CFS 142), Alternaria jacinthicola (CFS 042 e CFS 146) e
Alternaria spl (CFS 147), previamente testados quanto a sua patogenicidade em plantas de
erva-doce (Oliveira, 2021), foram recuperados da Cole¢ao de Fungos de Solo — CFS, do
laboratorio de Fungos de Solo da Universidade Federal Rural de Pernambuco -
LAFSOL/UFRPE (Tabela 1). Os discos cilindricos, contendo estruturas fungicas foram
removidos dos tubos de preservagdo, depositados em placas de Petri contendo meio batata
dextrose agar — BDA (Kasvi®, Sdo José dos Pinhais, Brasil) acrescido de Cloranfenicol (5 mg
L") e as placas foram incubadas a 28 +2 °C por dez dias, sob fotoperiodo de 12 h. Para
obtencdo de esporulagdo abundante, as colonias que apresentaram caracteristicas tipicas de
Alternaria (Woudenberg et al. 2013) foram transferidas para meio de cultivo batata cenoura
agar — BCA (extrato de batata 20 g e cenoura 20 g, acrescido de 20 g de agar L-') ¢ as placas

foram incubadas no escuro, a 28 +2 °C por dez dias.

Determinacdo da Concentracio Minima Inibitéria in vitro dos fungicidas. A
concentragdo minima inibitéria — CMI foi determinada para os fungicidas difenoconazol
(Score®; Syngenta: Sdo Paulo, Brasil), pirimetanil (Mythos®.; Bayer, Sao Paulo, Brasil),

flutriafol (Tenaz 250 SC; Sumitomo Chemical, Sdo Paulo, Brasil), procimidona (Sumilex 500
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WP, Sumitomo Chemical, Sdo Paulo, Brasil) e tiofanato-metilico (Cercobin® 875 WG,

Iharabras S.A., Sorocaba, Brasil) em relacdo a Alternaria alternata (CFS 026).

A suspensdo de esporos foi preparada em agua destilada esterilizada — ADE, a partir
de colonias cultivadas por de dez dias em BCA, conforme descrito acima. Sobre o cultivo
fingico, foi adicionada 10 ml de ADE e a massa de esporos foi removida superficialmente do
meio BCA com auxilio de uma lamina microscopica lisa 26x76 mm (Precision®, Sao Paulo,
Brasil). A suspensdo obtida foi transferida para um recipiente estéril, a concentracdo de
esporos foi determinada por contagem em Camara de Neubauer (Precision®, Sao Paulo,

Brasil) e a concentracio de esporos final calibrada para 2x10* esporos ml™.

A determinacao da CMI foi realizada pelo método da microdiluicdo em microplacas
de poliestireno, com 96 pocos de fundo plano (Kasvi®, Sdo José dos Pinhais, Brasil) contendo
meio de cultivo batata dextrose — BD (extrato de batata 200 g e dextrose 20 g L-'). A
padronizagdo na diluicdo das doses dos produtos foi estabelecida utilizando fatores de
dilui¢do aplicados as concentragdes recomendadas de ingrediente ativo — i.a para cada produto
(ppm). As diluigdes seriadas iniciaram a partir de 2x a dose recomendada DI e,

progressivamente, reduzidas para a metade da concentracdo a cada nova dilui¢ao: (Tabela 1).

Os fungicidas foram adicionados e homogeneizados em meio BD (produto + meio),
nas concentragdes desejadas e aliquotas de 120 pl foram transferidas aos micropogos.
Posteriormente, a cada pogo contendo produto + meio, foram adicionados 60 pl da suspensao
de esporos de Alternaria. No tratamento controle positivo (C+) os pocos continham apenas
meio 120 pl de BD + 60 pul da suspensdo de esporos e no controle negativo (C-) os pogos

foram preenchidos com 120 pl de BD + 60 ul de ADE.

As placas foram incubadas em agitacdo (75 rpm) a 28 £+ 2 °C, apds 24 h adicionou-se

20ul de resazurin 0,01 % (Sigma—Aldrich) e as placas foram incubadas por 3 h a 28 + 2 °C
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em camara escura. A mudanga de coloragdo azul (oxidado) para rosa (reduzido) foi utilizada
como parametro para avaliar o desenvolvimento fungico e a CMI foi definida como a menor
concentracdo do fungicida que evitou o desenvolvimento fingico, ou seja, que evitou a
mudanga de cor. Cada tratamento foi avaliado em quadruplicata, nas quais cada pogo
representou uma repeticao por tratamento, e os testes foram realizados duas vezes. Com base
na CMI, foram selecionadas cinco doses para o experimento de avaliagdo de inibicao de

crescimento in vitro.

Avaliacio de inibicao de crescimento in vitro.Os fungicidas, utilizados no teste de
CMI e que apresentaram acao inibitdria, foram utilizados para avaliar o efeito inibitorio de
crescimento micelial de A. alternata (CFS 026, CFS 076 ¢ CFS 140), 4. longipes-like (CFS
163 e CFS 213), A. tomato-like (CFS 025, CFS 033 e CFS 142), A. jacinthicola (CFS 042 ¢

CFES 146) e Alternariaspl (CFS 147).

Cada quimico foi adicionado ao meio BDA aquecido (47 + 2 °C), nas concentragdes
desejadas, e homogeneizada por agitagdo manual. Aproximadamente, 15 ml do produto (meio
+ fungicida) foram transferidos para placas de Petri de 90x15 mm. Um disco cilindrico de
meio BDA (0,5 cm @), contendo estruturas fungicas dos isolados cultivados por sete dias, foi
depositado sobre o centro do meio tratado com fungicida. As placas foram incubadas por oito
dias, a 28 + 2 °C e 12 horas de fotoperiodo. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeti¢des por tratamento (isolado x dose). O

experimento foi repetido uma vez.

Os valores médios do diametro de crescimento micelial do patogeno — DCM foram

aferidos a cada 48 h, por dez dias. A partir desses valores, foi determinada a porcentagem de

inibigdo de crescimento micelial — PIC (%) pela equacdo: PIC = CCC;CCf* 100, sendo Cf =

crescimento final e Cc = Crescimento final tratamento controle.
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Determinacio da CEsy. Os valores do logaritmo das doses de fungicida e os valores
de PIC, referentes ao teste de inibicdo de crescimento in vitro, foram utilizados para
determinar as equagdes lineares Y = a + bx?2,, representativas a cada isolado testado, sendo: ¥
= porcentagem de inibi¢ao de crescimento micelial e x = Log (dose de inibi¢do). A equagao
linear obtida foi utilizada para a determinacao da Log (CEs), sendo: Log(CEs,) = (50 —a)/b

e a os valores de CEsy foram determinados pela transformacao: CES0 = (Log CE50)10.

Os valores de CEsy foram utilizados para classificar os produtos quanto seu efeito
fungitoxico as espécies de Alternaria em: CEs5p<1 ppm = Alto; 1< CE5¢y< 50 ppm = Moderada;

CEsp> 50 = nao toxico (Edginton; Klew, 1971).

Analises estatisticas. Para atender aos pressupostos da andlise de variancia -

ANOVA, Os dados de CEsp e de DCM foram transformados para \/ CEsy, € VDCM,
respectivamente. As diferencas de desenvolvimento das espécies de Alternaria e de agao
inibitoria das doses dos fungicidas, foram inferidas pela ANOVA das médias de DCM, PIC e
de CEso. Nas analises significativamente diferentes (p < 0,05), as médias foram comparadas

pelo teste Scott knott a 5 % de probabilidade, utilizando software Sisvar v5.6.

Resultados

Determinacdo da Concentracio Minima Inibitoria in vitro dos fungicidas. Nos
ensaios utilizando a microdilui¢ao dos fungicidas em microplacas, para avaliar a concentragao
minima inibitéria, constatamos que o tiofanato-metilico ndo apresentou inibi¢ao de A4.
alternata (CFS 026) em nenhuma das dosagens testadas e, por isso, foi excluido dos testes de

inibicao de crescimento, determinagao da CEs e classificagdao fungitoxica (Fig. 1).
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Por meio da observagdo da coloracao dos pogos nas microplacas, inferimos que os
demais fungicidas: difenoconazol, flutriafol, pirimetanil e procimidona, promoveram inibi¢do
do desenvolvimento fingico de 4. alternata (CFS 026) em todas as doses utilizadas.
Visualmente, foi possivel observar a presenca de um gradiente de coloragdo azul (oxidado),
contrastando com a coloracdo rosa (reduzido) do controle negativo, a partir da menor
dosagem de cada um dos produtos (Fig. 1). A concentragdo minima inibitéria de
difenoconazol (CMlyg;f), flutriafol (CMlIg,), pirimetanil (CMI,;;;) € procimidona (CMI,,,) sobre
A. alternatafoi de: CMly;r = 11,7 ppm; CMlIg, = 3,2 ppm; CML;i = 7,8 ppm; e CMI,, = 5,9

ppm.

Inibicao de crescimento in vitro, determinacao da CEs e classificacdo fungitoxica.
Baseados nos resultados do teste de determinacao minima inibitoria, as diluigoes - Dfator = 1;
0,25; 0,063; 0,016 e 0,004 foram selecionadas como doses representativas para cada dose dos

fungicida (tabela 1).

O fungicida difenoconazol, a partir 187,5 ppm (equivalente a 0,063x da dose
recomendada), promoveu reducdo significativa do DCM para todas as espécies testadas, com
exce¢do dos isolados CFS 026 (4. alternata) e CFS 163 (A. longipes— like) que apresentaram
seus valores de DCM reduzidos significativamente a partir da dose 46,9 ppm (equivalente a
0,016x da dose recomendada). Observando os valores de CEsy para o difenoconazol,
inferimos que os isolados pertencentes as espécies A. alternata, A. longipes— like e A. tomato—
like apresentaram diferentes comportamentos de resposta a esse fungicida, com determinacgao
de fungitoxicidade varidvel de alta a moderada, dependo do isolado. Sobre A. jacinthicola
(CFS 042 e CFS 146)e Alternariasp. (CFS 147), o difenoconazole apresentou agdo

fungitoxica moderada e alta, respectivamente (Tabela 2).
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Para todos os isolados, representativos de cada espécie de Alternaria, o fungicida
flutriafol desempenhou agdo fungitoxica moderada. Semelhantemente ao difenoconazol, o
flutriafol reduziu significativamente os valores de DCM a partir da dose 207,5 ppm
(equivalente a 0,25x da dose recomendada). Para os isolados CFS 140 (4. alternata), CFS 042
(4. jacinthicola) e CFS 147 (Alternaria sp.), os valores de DCM foram reduzidos
significativamente a partir da dose de 52,3 ppm (equivalente a 0,063x da dose recomendada)

(Tabela 3).

O fungicida pirimetanil apresentou agdo fungitoxica diferenciada para cada uma das
espécies. Em relacdo A. alternata, particularmente, houve variacdo de moderada a alta,
dependendo do isolado avaliado. Genericamente, a inibicao significativa dos valores de DCM
ocorreu a partir de 500 ppm (equivalente a 0,25 x da dose recomendada), no entanto, aos
isolados CFS 076 (4. alternata), CFS 163 (A. longipes— like) e CFS 033 (4. tomato— like)
apresentaram valores de DCM igualmente reduzidos a partir de 125 ppm. O isolados CFS 213
(4. longipes— like) mostrou-se sensivel ao pirimetanil, sendo inibido significativamente a
partir da dose minima de 7,8 ppm. Apesar do efeito inibitério observado, em alguns isolados
de A. alternatae A. tomato— like € possivel observar o efeito hormese resultante da resposta do

DCM desses isolados, em relagdo a dose recomendada, 2000 ppm (Tabela 4).

O fungicida procimidona foi caracterizado com fungitoxicidade moderada sobre todas
as espécies de Alternaria. Com exce¢do de A. alternata, as espécies apresentaram isolados
com reducdo significativa de DCM a partir de 93,7 ppm (equivalente a 0,063x da dose
recomendada). Os isolados CFS 2013 (4. longipes-like) e CFS 042 (A. jacinthicola)
apresentaram DCM reduzido a partir da dose 23,4 ppm, diferentemente dos isolados de CFS
026 e CFS 076 (A. alternata) que responderam apenas as doses de 1500 e 376 ppm,

respectivamente. (Tabela 5).
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Para os isolados de A. alternata, a utilizagdo de 0,25 x, em relacdo a dose
recomendada dos fungicidas, proporcionou PIC entre: 65% e 92% com 187,5 ppm de
difenoconazol; 88% e 92% com 207,5 ppm de flutriafol e/ou 500 ppm de pirimetanil; e 60% a

78% de PIC com 375 ppm de procimidona (Figura 2).

Com excec¢ao do fungicida flutriafol, que inibiu significativamente a partir de 0,25x a
dose recomendada, os demais fungicidas apresentaram ac¢do inibitoria significativa a partir de
0,063x a dose recomendada, sobre os isolados de Alternaria longipes-like Os valores de PIC
atingiram 88% com 187,5 ppm de difenoconazol; de 89% a 90%, com 207,5 ppm de
flutriafol; de 86% a 87% com 125 ppm de pirimetanil; e entre 59% a 63% utilizando 93,7

ppm de procimidona (Figura 3).

Sobre os isolados de Alternaria tomato-like, os fungicidas difenoconazol e
procimidona apresentaram efeito inibitério significativo a partir de 0,063x a dose
recomendada. flutriafol e pirimetanil atuaram inibindo a partir de 0,25x a dose recomendada.
Valores de PIC de 91% foram atingidos com 187,5 ppm de difenoconazol, 207,5 ppm de
flutriafol. e/ou 500 ppm de pirimetanil. Com 93,7 ppm de procimidona, foram alcangados

valores de PIC entre 62% e 78% (Figura 4).

Os fungicidas difenoconazol e procimidona, utilizados com 0,063x a dose
recomendada, inibiram de 81% a 87% e 68%, respectivamente, o desenvolvimento de A.
Jjacinthicola Com 0,25x a dose recomendada, 207,5 ppm de flutriafol promoveu inibi¢do de
82% a 88% e 500 ppm de pirimetanil inibiu de 89% a 91% O isolado CFS 147, Alternaria sp.
alcangou PIC de 93% com difenoconazol e/ou flutriafol, 90% com pirimetanil ¢ 70% com

procimidona, nas mesmas dosagens citadas anteriormente (Figura 5).

Em comparacdo a difenoconazol, flutriafol e pirimetanil, o fungicida procimidona nado

desempenhou ag¢do inibitéria satisfatéria em relacdo as espécies de Alternaria. Mesmo
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utilizando a maior dosagem (1500 ppm), com excec¢do de Alternaria tomato-like, no qual foi
alcangado um PIC de 80%, os indices de inibi¢do limitaram-se a, no maximo, 70% Em
condigdes semelhantes, utilizando as doses recomendadas, os demais quimicos promoveram

PIC acima de 80% para a maioria dos isolados relacionados as espécies avaliadas.

Discussao

A ineficacia in vitro do fungicidas tiofanato-metilico sobre A. alternata, isolada da
erva-doce pode estar relacionada a resisténcia patogénica do fitopatdgeno a essa molécula
quimica. Resultados compativeis a essa assertiva foram relatados por Whang & Zhang (2018),
no qual todos os isolados de A. alternata, provenientes do tabaco, apresentaram alta
resisténcia ao fungicidas tiofanato-metilico. A utilizacdo continua e generalizada de
fungicidas, com modo de agdo similar, promove uma forte pressao de selecdo em populacdes
de patogenos, impulsionando o surgimento de mutantes fungicos resistentes a esses quimicos
(He et al., 2019). No caso de produtos do grupo benzimidazol, a resisténcia fingica tem sido
associada a mutacdes de ponto unico que sdo restritas a codons do gene B-tubulina (Zhang et

al., 2010; Whang & Zhang, 2018).

Em condi¢des experimentais similares, os resultados apresentados nesse trabalho,
quanto ao uso de difenoconazol sobre espécies de Alternaria, sdo compativeis aos relatados
por Thejakumar & Devappa (2016), nos quais doses a partir de 500 ppm, promoveram
porcentagem de inibi¢des significativas de Alternaria alternata. Os resultados relacionados ao
flutriafol foram semelhantes aos resultados de difenoconazol, o que ¢ compreensivel, uma vez
que ambos os fungicidas pertencem ao mesmo grupo quimico e, portanto, possuem o mesmo

modo de agao.

Estudos relatam que fungicidas do grupo triazol, como difenoconazol (Romero et al.,

2020) e flutriafol (Kongcharoen et al., 2020), sdo eficazes no controle de diferentes espécies,
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pertencentes a muitos géneros fungicos fitopatogénicos, € sugerem que ele possui baixo risco
de promocao de resisténcia fungica, uma vez que esses produtos apresentam efetividade

mesmo utilizando pequenas concentracdes (Fonseka&Gudmestad, 2016, He et al., 2019).

Devido a extensa aplicagdo de produtos do grupo dicarboximida, como procimidona, a
resisténcia a este tipo de fungicidas tem sido relatada em diversos fungos fitopatogénicos,
incluindo Alternaria spp. como A. alternata, A. brassicicola e A. longipes (Avenot et al.,
2005, Dry et al., 2004, Luo et al., 2012, Wang et al., 2021). Considerando os resultados
apresentados por Wag et al. (2021), no qual isolados de A. alternataforam caracterizados
quanto ao nivel de resisténcia a procimidona, nesse trabalho, apesar do efeito fungitoxico
moderado do procimidoda sobre as espécies de Alternaria da erva-doce, os efeitos inibitdrios
alcancados nos permitem inferir que os isolados testados nesse trabalho ndo possuem

resisténcia a esse produto.

A respeito das espécies de Alternaria da erva-doce, com excecao de um isolados de 4.
alternata e dois de 4. tomato — like, o fungicida pirimetanil proporcionou niveis de controle
significativo. Esses resultados estdo fundamentados no alto nivel de controle, com médio
risco de resisténcia fingica, proporcionado pelo pirimetanil (Budde-Rodriguez et al., 2022).
Mesmo com boa estabilidade nos niveis par a maioria das espécies Alternaria avaliadas, ha
relatos de ocorréncia de resisténcia de alguns fungos fitopatogénicos submetidos ao
pirimetanil (Fonseka&Gudmestad, 2016), incluindo isolados de 4. solanie A. alternata, que

ndo tiveram seu desenvolvimento afetados pelo fungicida (Fairchild et al. 2013).

A de ocorréncia de efeito hormese, observado em isolados de 4. alternata e A. tomato-
like, utilizados nesse estudo, podem indicar uma predisposi¢cdo ao surgimento de linhagens
resistentes ao pirimetanil. Hormese ¢ um conceito toxicologico, caracterizado por estimulagio

de organismos expostos a doses subinibitorias de um agente estressor, como quimicos ou
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radiacdo, naturalmente toéxico em doses elevadas (Calabrese, 2015, Calabrese& Baldwin,
2002; Pradhan et al., 2019). Em fungos patogénicos a plantas, o efeito hormese pode ser
observado como dose-resposta no desenvolvimento micelial, por exemplo, em condi¢des de
exposicao a doses subinibitorias de fungicidas (Garzon et al., 2011, Lu et al., 2018). No
contexto agricola, a exposicao de patogenos a doses subletais ou subinibitorias de um
fungicida, que promovem estimulos no desenvolvimento desse patdgeno, pode resultar em

aumento da viruléncia sobre safras (Di et al., 2015, Lu et al., 2018).

Embora os numeros de isolados representativos a cada espécie tenha sido pequeno,
esse trabalho apresenta informagdes inéditas acerca da agdo de difenoconazol, flutriafol,
procimidona, pirimetanil e tiofanato-metilico, bem como a determinacao de CES0, sobre
espécies de Alternaria, provenientes de cultivos de erva-doce. Diante da plasticidade
comportamental dos diferentes isolados e espécies abordadas nessa pesquisa, em respostas a
acdo dos fungicidas testados, este trabalho representa contribuigdes significativas a

comunidade cientifica.

Os resultados aqui apresentados, servirdo como base a futuras pesquisas sobre
espécies de Alternaria da erva-doce quanto a. sensibilidade/resisténcia fungica aos fungicidas
citados; resposta patogénica quandosubmetidas a aplicagdes desses produtos in vivo,
ocorréncia mutagdes génicas em sitios compativeis a acdo desses fungicidas, melhoramento

genético e adocdo de medidas de controle eficientes.
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Tabela 1 Doses de fungicidas (ppm) utilizadas para a determinagdo da concentragdo minima

inibitoria - CMI desses produtos sobre espécies de Alternariain vitro

Doses de fungicidas (ppm)’

Dfator
Difenoconazol Flutriafol Pirimetanil Procimidona  Tiofanato-metilico
2 6000 1660 4000 3000 1400
1 3000 830 2000 1500 700
0,5 1500 415 1000 750 350
0,25 750 207,5 500 375 175
0,125 375 103,7 250 187,5 87,5
0,063 187,5 52,3 125 93,7 43,7
0,031 93,7 25,7 62,5 46,9 21,8
0,016 46,9 12,8 31,2 23,4 10,9
0,008 23,4 6,4 15,6 11,7 5,5
0,004 11,7 3,2 7,8 5,9 2,7

" Fungicidas: Difenoconazol: Score® (0,6 | para 200 1 de calda), Flutriafol: Tenaz 250 SC (0,5 1 para 600
1 de calda), pirimetanil: Mythos®, (200 ml para 100 1 de calda), procimidona: Sumilex 500 WP (150 g
para 100 1 de calda) e tiofanato-metilico: Cercobin® 875 WG (70 g para 100 1 de calda). Doses
estabelecidas para o controle de Alternariaspp. de acordo com a regulamentagdo do Ministério da
agricultura Pecudria e Abastecimento — MAPA;

“Dfator = Fator de dilui¢io aplicado a dose de fungicida regulamentada pelo MAPA. As doses de

fungicida regulamentadas (ppm) foram destacadas em negrito.
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Tabela 2 Efeito, valores de CEs e classificagdo fungitoxica de difenoconazol (Score®) sobre o didgmetro do crescimento micelial - DCM (cm) de  espécies de

Alternaria, ap0ds oito dias de cultivo in vitro

A. alternata A. longipes — like A. tomato - like A. jacinthicola Alternaria sp.

Dose (ppm) CFS 026 CFS 076 CFS 140 CFS 163 CFS 213 CFS 025 CFS 033 CFS 142 CFS 042 CFS 146 CFS 147

3000 0.59 TOT8 5 0,60 TO2 0.5 FO00 A 0.50 F000 A 0.50 F000 A 0,50 FO00 A 0.50 F000 A 0,53 F000 A 0,50 TO05 A 0,68 O3 A 0.50 F000 A

750 0,53 005 o 0,56 =015 o 0.5 £0,00 o 0.50 £000 o 0.50 £000 o 0,50 £000 o 0,50 0,00 o 0,71 £000 g 0,50 =028 A 0.86 =003 g 0,50 £000 o

187.5 0,56 =013 4 0,50 0,00 o 0,5 £000 o 0,63 £025 p 0.56 £013 p 0,50 £000 o 0.50 £000 o 075 =000 0,50 £006 o 0,87 £007 g 0.50 £000 o

46,9 0,79 £020 o 0.82 £009 g 0,75 006 g 0,73 =017 o 0,77 =021 g 0.90 =023 g 0.90 014 1,16 015 ~ 0,71 =011 g 0,98 =009 0.89 014

11,7 140012 1,93 010 ¢ 13509 ¢ 139031 B 1,650 C 1,69 015 C 1,58 0% ¢C 2,04 00D 1,18 09 ¢ 1,78 028 ¢ 14309 ¢C

0 6,00 %57 C 4,19 096 6,92 =063 p 5,49 046 ¢ 4775%09 D 57809 569005 5,61 =04 E 5,04 029D 4,70 92D 745504
CEs5 (ppm) 0,11 6,78 0,01 0,36 1,41 1,02 0,62 0,02 1,56 1,77 0,02
Fungitoxicidade Alta Moderada Alta Alta Moderada  Moderada Alta Alta Moderada  Moderada Alta

* A dose de 3000 ppm representa a dosagem regulamentada (0,6 1 para 200 1 de calda) e 0 ppm representa a auséncia do fungicida.

** Valores médios de DCM = valores de desvio médio. Diferentes letras maitisculas, na coluna, representam diferengas significativas (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de

probabilidade, em DIC.
CEsy = Concentragao efetiva capaz de inibir 50% do crescimento micelial.

Fungitoxicidade: CEsp<1 ppm = Alto; 1< CE5,< 50 ppm = Moderada; CEsy> 50 = ndo toxico.
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Tabela 3 Efeito, valores de CEs e classificagio fungitoxica de flutriafol (Tenaz 250 SC) sobre o didmetro do crescimento micelial - DCM (cm)” de espécies

de Alternaria, apos oito dias de cultivo in vitro

A. alternata A. longipes - like A. tomato - like A. jacinthicola Alternaria sp.

Dose (ppm) CFS 026 CFS 076 CFS 140 CFS 163 CFS 213 CFS 025 CFS 033 CFS 142 CFS 042 CFS 146 CFS 147

830 0’50 iO,OOA 0’50 iO,OOA 0’5 iO,OOA 0’50 iO,OOA 0,50 iO,OOA 0’50 iO,OOA 0’50 iO,OOA 0’50 iO,OOA 0’50 iO,OOA 0’50 iO,OOA 0’50 iO,OOA

207’5 O’SOiO,OOA O,SOiO‘OOA 0,5 £0.00 o O,SOiO‘OOA O,SOiO’OOA O,SOiO’OOA O,SOiO‘OOA O,SOiO’OOB 1’04i0,65A 0,54i0,08A O,SOiO’OOA

52,3 1’2710,73 B 3,11 £009 g 0,5 £0.00 o 2’96i1,32B 3’77i0,21 B 3’1010,15]3 2’88i0,11 B 221 =043 2,3611,58A 321 £01lg O’SOiO,OOA

12,8 4,78*%2C  3,70*%7C  3,06*°"B  5,08*™C  4,61*%C 433**°C 430**"'C 381*%MC 418*"B 411*%C 4,26*%% B

3’2 5.76 =032 3,91 0,067 4,93 £029 o 5,49 £024 o 4,75 £042 o 534 0,287 5.40 =016 4,90 0,20 4,56 £008 g 4,58 0,09 5,88 £0,13

0 6,00 +0,57 D 4’19 +0,06 E 6,9 +0,63 D 5,49 +0,46 C 4,96 +0,09 C 5,78 +0,39 E 5,69 +0,05 E 5,61 +0,34 E 5,941 0,29 B 4’70 iO,Z()D 7’45 +0,48 D
CE5) (ppm) 10,44 4,43 8,76 4,47 2,42 8,85 7,46 18,13 30,15 4,19 13,89

Fungitoxicidade Moderada  Moderada  Moderada  Moderada  Moderada  Moderada  Moderada  Moderada  Moderada  Moderada Moderada

" A dose de 830 ppm representa a dosagem regulamentada (0,5 1 para 600 1 de calda) e O ppm representa a auséncia do fungicida.

* Valores médios de DCM + valores de desvio médio. Diferentes letras maitisculas, na coluna, representam diferengas significativas (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5%

de probabilidade, em DIC.
CE5y = Concentragao efetiva capaz de inibir 50% do crescimento micelial.

Fungitoxicidade: CEsp<1 ppm = Alto; 1< CE5,< 50 ppm = Moderada; CEsy> 50 = ndo toxico.
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Tabela 4 Efeito, valores de CEsg e classificagcdo fungitoxica de pirimetanil (Mythos®) sobre o diametro do crescimento micelial - DCM (cm)* de espécies de

Alternaria, ap0ds oito dias de cultivo in vitro

Dose (ppm)** A. alternata A. longipes - like A. tomato - like A. jacinthicola Alternaria sp.
CFS 026 CFS 076 CFS 140 CFS 163 CFS 213 CFS 025 CFS 033 CFS 142 CFS 042 CFS 146 CFS 147
2000 0.74 =016 o 0.55 =010 o 0,70 =000 g 0,68 =013 A 0,55 =000 A 0.73 =005 3 0,50 =000 o 0.91 =009 g 0.58 =010 o 0,50 =000 o 0,99 =009 A
500 0,50 %A 050 A 050*"PA 059*%%A 050*PA 0,55°%°A 0,50°%%A  050*°CA 050*"CA 050 A 0,68 *%% A
125 128°%YB  0,56°*°A  342*%8C  072°°2A 065*"°A 1,16*%C 0,63°*°A 1,53*%BPC  1,79***B  1,56*°*B 2,24*08 B
31’2 1’99 i0,42B 1’14 iO,ZSB 6,58 i0,39D 1,69 iO,SSB 0’93 iO,l‘)A 1’54 iO,lSD 1’03 iO,Z‘)B 1’50 +0,23 C 2’35 10,26C 2’43 iO,ZSC 4’29 iZ,OOC
7,8 433*M9C  1,53*"Cc 691**°D  196**'B  081**7 A 1,55*%"D  085**™B  1,70*"C 2,66*"C 2,33*%%2C 5,84*M7D
0 6,00°%7D  4,19*%D  713*%3D  549*%6C  496**°B  578*"FE 569*°"C 561*“*E 594D 4,70*"D 7,450 D
CE5) (ppm) 7,64 0,46 5,53 0,38 0,16 0,02 0,01 0,05 1,84 4,62 6,73
Fungitoxicidade Moderada Alta Moderada Alta Alta Alta Alta Alta Moderada  Moderada Moderada

"Valores médios de DCM <+ valores de desvio médio. Diferentes letras maitisculas, na coluna, representam diferencas significativas (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de

probabilidade, em DIC.
2000 ppm representa a dosagem regulamentada (200 ml d para 100 I de calda) e 0 ppm representa a auséncia do fungicida.
CEs, = Concentragao efetiva capaz de inibir 50% do crescimento micelial.

Fungitoxicidade: CEsp<1 ppm = Alto; 1< CE5,< 50 ppm = Moderada; CEsy> 50 = ndo toxico.
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Tabela 5 Efeito, valores de CEs e classificagdo fungitoxica de procimidona (Sumilex 500 WP) sobre o diametro do crescimento micelial - DCM (cm)* de

espécies de Alternaria, apos oito dias de cultivo in vitro

A. alternata A. longipes - like A. tomato - like A. jacinthicola Alternaria sp.
Dose (ppm)**

CFS 026 CFS 076 CFS 140 CFS 163 CFS 213 CFS 025 CFS 033 CFS 142 CFS 042 CFS 146 CFS 147

1500 2,70 "7 A 1,850 A 15370 A 198*B A 200"°7A  1,86°"F A 1,80T™*A 1,507 A 260" A 175700 A 2,08 M7 A

375 2.93 £005 g 1,73 £005 A 1,63 £0,10 o 2,08 £013 A 2.23 =14 5 1.83 £0.10 o 2,38 =069 1,45 £0,10 o 2.30 £0.78 A 1,73 £005 A 1.88 £026 A

93’7 2.98 £005 g 2,08 £005 g 2,00 £008 g 2,20 £008 A 2.55 £005 o 1,90 £008 A 2,08 £0.15 o 1,60 £0.14 o 2.00 £008 A 1,93 =013 g 2.08 £017 A

23’4 3’13 iOJ}C 2,48 iO,lOC 2,68 i0‘17C 2,50 iO,ZOB 2,95 iO,OGA 2’33 iOJ}B 2’55 i0,06B 1,80 iO,ORB 2,38 iO,lOA 2’13 iO‘IOC 2’95 +0,13 B

59 3,65 =007 3,53 0,157 5,53 =021 433 £0,10 4,70 £014p 3,78 £0,05 o 4,50 £0,12 3,83 £0,05 o 4,15 £006 g 3,78 0,057 5,16 £0,10 ~

0 6,00 =057 4,19 =006 g 7,13 =063 5,49 £046 4,96 £0,09 5,78 =039 5,69 0,057 561 034D 5794i 0.29 4,70 £026 g 7,45 £048 1y

CEs, (ppm) 3,71 40,42 15,16 24,19 19,17 5,13 19,76 4,81 15,89 12,72 20,56

Fungitoxicidade Moderada  Moderada  Moderada  Moderada  Moderada  Moderada  Moderada  Moderada  Moderada  Moderada Moderada

“Valores médios de DCM + valores de desvio médio. Diferentes letras maitsculas, na coluna, representam diferengas significativas (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de

probabilidade, em DIC.
" 1500 ppm representa a dosagem regulamentada (150 g para 100 1 de calda) e 0 ppm representa a auséncia do fungicida.
CEsy = Concentragao efetiva capaz de inibir 50% do crescimento micelial.

Fungitoxicidade: CEsp<1 ppm = Alto; 1< CE5,< 50 ppm = Moderada; CEsy> 50 = ndo toxico.
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Fig. 1. Resultado do teste de sensibilidade de Alternariaalternata (CFS 026) aos fungicidas
difenoconazol (Score®), pirimetanil (Mythos), flutriafol (Tenaz 250 SC), procimidona (Sumilex 500
WP) e tiofanato-metilico (Cercobin® 875 WG), para determinagio da concentragdo minima inibitoria
— CMI (ppm), apos 24 h de incubagao.

Nota: As placas foram observadas 3 h, apds a coloracdo com resazurin 0,1%; doses recomendadas:
difenoconazol (3000 ppm), pirimetanil (2000 ppm), flutriafol (830 ppm), procimidona (1500 ppm) e

tiofanato-metilico (700 ppm).
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Fig. 2. Porcentagem de inibigdo de crescimento micelial — PIC (%) de Alternariaalternata (CFS 026,
CFS 076 e CFS 140) cultivados por oito dias in vitro, sob diferentes doses de: difenoconazol,
flutriafol, pirimetanil e procimidona (ppm). Nota: Colunas pretas representam o PIC da dose

recomendada pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA, sobre cada isolado

Cc—Ct
Cc

testado; Valores médios de PIC foram determinados segundo a equagdo: PIC = * 100, sendo Cc

= Crescimento do controle; Ct = Crescimento tratamento; Para um isolado, diferentes letras
representam diferencas significativas (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de probabilidade, em

DIC.



86
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Fig. 3. Porcentagem de inibi¢do de crescimento micelial — PIC (%) de Alternarialongipes- like (CFS
163 e CFS 213) cultivados por oito dias in vitro, sob diferentes doses de: difenoconazol, flutriafol,
pirimetanil e procimidona (ppm). Nota: Colunas pretas representam o PIC da dose recomendada pelo

Ministério da Agricultura Pecuaria ¢ Abastecimento - MAPA, sobre cada isolado testado; Valores

Cc—Ct

médios de PIC foram determinados segundo a equagdo: PIC = * 100, sendo Cc = Crescimento

do controle; Ct = Crescimento tratamento; Para um isolado, diferentes letras representam diferencas

significativas (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de probabilidade, em DIC.
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100
A A A A A A g A A A A
%0 + 3 y-
80 + c [ ¢ i
70 B
3000 ppm W30 ppm
= 80T m750 ppm . 2075 ppm
o 0 m187,5 ppm |52 3 ppm
= 0 0469 ppm ¢ 0°28ppm
0117 ppm 03,2 ppm
0+ C
0+ F ¢
¥ Fh
10+
) M
CF3 033 CF3 142 CFS 025 CF5 033 CFS 142
Alternaria tomato -ike Alternania tomatc -like
Pirimetanil Procimidona
100 T
, A AA g A 100
st A LT A a0 + A A
B 8 A T,
o T ¢ ¢ : I Ao A A A T
- Ealen By wl B o0 M
. 2000 ppm A 1500 ppm
T 50 + £ -
g w500 ppm g c R 275 ppm
G 0T B125 ppm e i 03,7 ppm
& W0+ 331,2 ppm a b 023,4 ppm
a7, ppm 8 05,3 apm
0+ a +
20 1 Wt
10+ 10+
0 - - = a !
CFS 025 CFS 033 CFS 142 CFS 025 CFS033 CF5 142
Alternaria tométo Hlike Alternaria tomato -like

Fig. 4. Porcentagem de inibigdo de crescimento micelial — PIC (%) de Alternariatomato- like (CFS
025, CFS 033 ¢ CFS 142) cultivados por oito dias in vitro, sob diferentes doses de: difenoconazol,
flutriafol, pirimetanil e procimidona (ppm). Nota: Colunas pretas representam o PIC da dose

recomendada pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA, sobre cada isolado

Cc—

testado; Valores médios de PIC foram determinados segundo a equagdo: PIC = * 100, sendo Cc

= Crescimento do controle; Ct = Crescimento tratamento, Para um isolado, diferentes letras
representam diferencas significativas (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de probabilidade, em

DIC.
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Fig. 5. Porcentagem de inibicdo de crescimento micelial — PIC (%) de Alternariajacinthicola(CFS
042 e CFS 146) e Alternaria sp. (CFS 147) cultivados por oito dias in vitro, sob diferentes doses de:
difenoconazol, flutriafol, pirimetanil e procimidona (ppm). Nota: Colunas pretas representam o PIC

da dose recomendada pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA, sobre cada

Cc

isolado testado; Valores médios de PIC foram determinados segundo a equacdo: PIC = * 100,

Cc

sendo Cc = Crescimento do controle; Ct = Crescimento tratamento; Para um isolado, diferentes letras
representam diferencas significativas (p<0,01) pelo teste de Scott knott a 5% de probabilidade, em

DIC.
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Capitulo V

Conclusoes Gerais
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A partir do exposto conclui-se que:

Quatro diferentes espécies e uma linhagem monofiléticas desconhecida do
género Alternaria sdao responsaveis por causar a mancha foliar de Alternaria
em erva-doce nos em estados do Nordeste do Brasil;

As espécies causadoras da mancha foliar de Alternaria ndo diferem quanto ao
nivel de agressividade;

Os fungicidas difenoconazol, flutriafol e pirimetanil sdo potenciais
controladores do crescimento micelial de Alternaria spp., sendo portanto,
indicados para realizagdo de testes in vivo, com destaque para o bom

desempenho do primeiro.
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