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RESUMO GERAL

A pinta-preta, causada por fungos do género Alternaria, afeta diversas solanaceas importantes
economicamente e as espécies A. tomatophila e A. grandis prevalecem como agentes causais
da doenca em batateira e tomateiro, respectivamente. O controle se baseia no uso de
fungicidas protetores e sistémicos. Todavia, existem relatos da existéncia de outras espécies
de Alternaria causando pinta-preta em plantas da familia Solandcea. O presente trabalho teve
como objetivos realizar a caracterizacdo molecular, morfoldgica e bioldgica de isolados de
Alternaria oriundos de solanéceas cultivaveis e silvestres de diferentes regides do Brasil. A
caracterizacdo molecular foi feita mediante sequenciamento e analises filogenéticas das
regides Alt a 1, GPD e Calmodulina. A caracterizacdo morfoldgica foi conduzida por meio da
mensuracdo das dimensdes dos conidios e quantificacdo do nimero de septos e rostros. Na
caracterizacao biologica realizou-se a avaliagdo da gama de hospedeiras solanaceas e testes in
vitro de sensibilidade ao fungicida tebuconazole. As analises filogenéticas dos genes Alt a 1,
GPD e Calmodulina possibilitaram a identificacdo das espécies A. tomatophila, A. mimicula e
A. dauci oriundos de tomateiro, e também das espécies A. grandis e A. solani provenientes de
batateira e lobeira. As caracteristicas morfolégicas da maioria dos isolados concordaram com
a caracterizacdo molecular. O isolado EH1642-BA identificado como A. solani foi capaz de
causar pinta-preta em todos o0s hospedeiros exceto o pimentéo. Ja 0 EH1823-CE da espécie A.
tomatophila e o EH1548-DF de A. grandis provenientes de tomateiro e batateira nao
apresentaram especificidade para as duas plantas hospedeiras originais. Contudo, os isolados
EH1143-RS da espécie A.dauci e EH1377-CE de A. mimicula mostraram especificidade por
hospedeira de origem ocasionando sintomas tipicos da pinta-preta apenas em tomateiro.
Isolados obtidos de tomateiro e berinjela causaram doenca nas invasoras silvestres Datura
stramonium e Physalis pubescens e isolados originarios de D. stramonium e Nicandra
physaloides provocaram sintomas em tomateiro, batateira e jil6. Em relacdo a sensibilidade ao
tebuconazole verificou-se que em termos gerais 0s isolados apresentaram alta sensibilidade ao
produto sob condi¢des in vitro. Os resultados obtidos no presente estudo confirmaram a
ocorréncia de A. tomatophila e A. grandis como agentes causais da pinta-preta em tomateiro e
batateira e foram detectadas pela primeira vez no Brasil a presenca das espécies A. dauci e A.
mimicula associadas a doenca em tomateiro. Verificou-se ainda que solandceas invasoras
podem atuar como fontes de indculo do patdgeno e que o tebuconazole apresentou eficiéncia
no controle in vitro para todos os isolados avaliados.
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Palavras chave: Alternaria, tomate, batata, solanaceas invasoras, controle quimico.



GENERAL ABSTRACT

Early blight caused by species from Alternaria genus affects several solanaceous of economic
importance. Previous studies have shown that the species A. tomatophila and A. grandis
prevail as causal agents of disease on tomato and potato, respectively. The control of this
disease is based on the use of protective and systemic fungicides. However, there are reports
of the existence of other species of Alternaria causing early blight in plants of the Solanacea
family. This study aimed to perform molecular, morphological and biological characterization
of Alternaria isolates from cultivated and wild solanaceous from different regions of Brazil.
Molecular characterization of the isolates was done by sequencing and phylogenetic analysis
of the genes Alt al, GPD and Calmodulin. Morphological characterization was performed by
measurement of dimensions of the conidia and quantification of the number of septa and
rostrums. Biological characterization of Alternaria isolates was done by evaluation of host
range and by the in vitro sensitivity to tebuconazole. Phylogenetic analysis of the genes Alt
al, GPD and Calmodulin allowed the identification of the species A. tomatophila, A.
mimicula and A. dauci from tomato, and the species A. grandis and A. solani from potato and
from lobeira, respectively. Morphologic caracteristics of most isolates corroborate the
molecular characterization. The isolate EH1642-BA, identified as A. solani, was able to cause
early blight on all solanaceous hosts evaluated except the sweet pepper. EH1823-CE of the
specie A. tomatophila and EH1548-DF of A. grandis isolates from tomato and potato,
respectively, had not specificity for their original host plants. However, the isolates EH1143-
RS of the specie A.dauci and EH1377-CE of A. mimicula showed specificity for original host
causing typical symptoms of early blight only on tomato. Alternaria isolates from tomato and
eggplant caused disease on wild invasive solanaceous Datura stramonium and Physalis
pubescens and isolates from D. stramonium and Nicandra physaloides caused symptoms of
early blight on tomato, potato and jild. In the sensitivity tests to the fungicide tebuconazole in
general the isolates showed high sensitivity under in vitro conditions. The results obtained in
this study confirmed the occurrence of A. tomatophila and A. grandis as causal agents of early
blight on tomato and potato, respectively, and in this work were detected for the first time in
Brazil the presence of A. dauci and A. mimicula associated with the disease on tomato. It has
been found that some wild solanaceous can act as pathogen inoculum sources and the

tebuconazole was efficient in the in vitro control for the isolates evaluated.



Keywords: Alternaria, tomato, potato, solanaceous wild, chemical control.
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CARACTERIZACAO, MOLECULAR, MORFOLOGICA E BIOLOGICA DO
AGENTE ETIOLOGICO DA PINTA-PRETA EM SOLANACEAS NO BRASIL

INTRODUCAO GERAL

1. Familia Solanaceae

A familia Solanaceae, pertencente ao grupo das plantas vasculares, esta incluida na
subclasse Asteridae, no grupo das Euasterides na ordem Solanales (JUDD et al., 1999;
HUNZIKER, 2001). Esta familia compreende cerca de 96 géneros e trés mil espécies,
habitando sistemas ecoldgicos estabelecidos pelas regibes tropicais e subtropicais do mundo,
onde a América do Sul estd como centro da diversidade e distribuicdo (GRIFFIN; LIN, 2000;
NINO; CORREA; MOSQUERA, 2009; WINK, 2003). Segundo Stehmann et al. (2014)
especificamente no Brasil existem cerca de 34 géneros abrangendo 469 espécies e, dentre
estas, 225 s&o exclusivas do pais.

O grupo das Solanaceas possui grande relevancia econémica pelo fato de incluir
espécies utilizadas como importantes fontes de alimento, além do uso medicinal e ornamental.
No Brasil o setor de hortaligas é responsavel por 2,0% do PIB agricola (MELO, 2014) sendo
que a producdo total atingiu 18.769 toneladas, cultivadas em uma area de 800,1 mil hectares,
em 2012 (IBGE, 2012). De acordo com Melo (2006), cerca de 75% da producdo esta
concentrada nas regides Sudeste e Sul, e 0s 25% restantes estdo distribuidos no Nordeste e
Centro-Oeste, sendo a producdo do Norte incipiente. Dentre as espécies de hortalicas
solanéceas adotadas na alimenta¢do humana destacam-se o tomateiro (Solanum lycopersicum
L.), a batateira (S. tuberosum L.), a berinjela (S. melogena L.) e o pimentdo (Capsicum
annuum L.). O tomateiro e a batateira possuem os maiores percentuais de producéo, 20,6 e

19,9% respectivamente, considerando a producdo total de hortalicas no Brasil (IBGE, 2012).
1.1. Tomateiro

O tomateiro é origindrio da zona Andina, localizada na América do Sul, sendo
introduzido no pais por imigrantes europeus no fim do século XI1X (ALVARENGA, 2004).

Esta hortalica fruto caracteriza-se por ter ciclo anual e facil adaptacéo, apresentando sistema
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radicular amplo, caule anguloso e fruto tipo baga com coloragéo variando entre amarelo e
vermelho (MANUAL..., 2013).

A cultura do tomateiro € uma das mais expressivas no cenario agricola mundial, e o
seu fruto, fonte de vitamina A e C, Acido Ascorbico, fosforo e calcio, constitui-se importante
produto para o comércio “in natura” sendo a China, os Estados Unidos, a Turquia, a India e a
Unido Européia os principais produtores. Em relacdo ao tomate e produtos que passam por
processamento registrou-se no ano de 2006 cerca de 9,7 milhdes de toneladas em exportacoes
e 8,7 milhdes de toneladas em importagdes no mercado mundial, destacando-se a Unido
Européia, os Estados Unidos, a China e a Turquia como exportadores, € a Unido Européia,
Estados Unidos e Russia em importacdo (ESTUDO..., 2009). O Brasil, além de ser o maior
produtor de tomate da América Latina, também é o principal pais em termos de producédo
dentro do Mercado Comum do Sul (MERCOSUL) (DADOS..., 2012).

O tomateiro € cultivado em todo territorio nacional sendo que em 2013 foram
produzidas cerca de 4.187.646 toneladas com rendimento médio de 66.802 kg.ha™. A
producdo estd concentrada principalmente nas regides Sudeste e Centro Oeste e 0 Estado de
Goiés é o principal produtor (IBGE, 2013). Para este espera-se que sejam produzidas cerca de
1.025.567 toneladas de tomate com rendimento médio de 88.047 kg.ha’. Em termos de
producédo esperada o estado de Sdo Paulo estd em segundo lugar, com 849.052 toneladas de
tomate e rendimento médio de 75.124 kg.ha™. Além destes estados, Minas Gerais também
tem uma importante participagdo com valores de producdo e rendimento médio estimados de
674.962 toneladas e 72.631 kg.ha™ (IBGE, 2015).

1.2. Batateira

Também originaria dos Andes, a batateira € uma planta anual com sistema radicular
superficial apresentando hastes aéreas, estolons, crescendo no sentido horizontal, e em suas
extremidades os tubérculos (SCHWARTZMANN, 2010; TOFOLI et al., 2012).

A batateira é cultivada nos cinco continentes, sob condicGes de clima temperado,
subtropical e tropical e nos mais variados agro-ecossistemas, niveis tecnoldgicos e sistemas de
producdo. Na America Latina a producdo de batata aumentou cerca de 80% nos ultimos 30
anos sendo que a Argentina, o Brasil e a Colémbia destacam-se como centros de producéo
(FERREIRA et al., 2008). Dentre os paises do MERCOSUL a Argentina € o principal
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produtor com uma produco de 28,5 t.ha™ (DADOS..., 2012; NAKANO; DELEO; BOTEON,
2006).

No Brasil a batata ndo é considerada um alimento basico como o feijdo e o arroz,
porém € a oleracea que abrange a maior area cultivada (CAMARGO FILHO; CAMARGO,
2008). A producdo de batata no pais em 2013 foi de 3.553.772 toneladas com rendimento
médio de 27.752 kg.ha™ destacando-se as regidies Sul e Sudeste como as principais produtoras
(IBGE, 2013). O estado de Minas Gerais apresenta a maior producdo esperada de batata do
pais (1.200.359 toneladas) seguido pelo Parana (838.140 toneladas) com rendimentos médios
esperados de 31.463 kg.ha™ e 28.216 kg.ha™ respectivamente (IBGE, 2015).

1.3. Outras Solanéaceas de importéancia econémica

A berinjela é uma solanacea de ciclo anual a qual pode ser cultivada em diversos tipos
de solos, desde os arenosos até os muito argilosos (ANTONINI et al., 2002; SOARES NETO;
BUENO; SANTOS, 2010). Apresenta caule do tipo semi-lenhoso, ereto ou prostrado com
frutos grandes, pendentes, do tipo baga, de formato variavel (oval, oblongo, redondo,
oblongo-alongado, alongado etc.), comumente brilhantes, de coloracdo branca, rosada,
zebrina, amarela, pdrpura ou preta (RIBEIRO et al., 2007).

A producdo da berinjela no Brasil é de 78.217 toneladas sendo que 90% desta
concentra-se na regido Sudeste e 61% do total produzido estéd localizado no estado de S&o
Paulo. Em relacdo ao total da producdo de horticolas, a berinjela representa uma pequena
parcela, cerca de 1,3% do total da producdo no Brasil, e 3,2% no estado de Séo Paulo
(ANEFALOS et al., 2008, CENSO AGROPECUARIO, 2006).

O piment&o, hortalica solanacea de origem latino-americana, apresenta porte arbustivo
sendo cultivada como planta anual, podendo permanecer, também, como planta semiperene
(LIMA et al., 2007). Os frutos possuem formato retangular, quadrado ou conico apresentando
as coloragdes vermelho, amarelo, laranja, verde, creme e roxo. (FAEP, 2009; FILGUEIRA,
2003).

Esta cultura pode ser implantada tanto em campo aberto quanto em estufas
prevalecendo no Brasil o cultivo em campo aberto. A producdo total de pimentdo no Brasil foi
de 248.767 toneladas (CENSO AGROPECUARIO, 2006), destacando-se o0s estados de S&o
Paulo, Santa Catarina, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Distrito Federal e Estados do Nordeste
(MALDONATO, 2001; EMATER-DF, 2011).
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1.4. Solanéceas invasoras

Além das plantas cultivadas comercialmente existem ainda no grupo das solanaceas
outras espécies denominadas de invasoras silvestres. Estas merecem atencdo pelo fato de,
além de competirem com as culturas olericolas, serem potenciais fontes de indculo de vérios
patbgenos o0s quais podem causar consideraveis danos aos cultivos de hortalicas
comercializaveis.

Silva-Barreto et al. (2010) conseguiram detectar isolados de Rhizoctonia solani K.
associados a espécies de invasoras patogénicos a batateira em campos de cultivo desta cultura.
Em trabalhos de pesquisa com o Tomato severe rugose virus (ToSRV), virus patogénico a
tomateiro, detectou-se a ocorréncia desse fitopatdgeno na planta invasora Nicandra
physaloides L. comprovando o potencial desta invasora como fonte de inoculo do
begomovirus (BARBOSA et al., 2009). A similaridade genética entre as diversas espécies de
solanéceas, incluindo as invasoras, justifica a existéncia de uma ampla gama de doencas em
comum nestas espécies (DOGANLAR et al., 2002; ZAMBOLIM; VALE; COSTA, 2000).

2. Doencas das Solanaceas

As hortalicas solandceas podem ser acometidas por uma série de doencas de etiologia
fungica as quais causam perdas econdmicas na producdo de diversas espécies cultivaveis
pertencentes a este grupo. Os fungos fitopatogénicos e oomicetos sdo capazes de provocar
doencas em diferentes partes das plantas podendo resultar em subdesenvolvimento do vegetal
com consequente diminuicdo na producdo ou afetam diretamente os produtos a serem
comercializados, ou seja, folhas, frutos e tubérculos.

Dentre as principais doencas causadas por fungos e oomicetos especificamente em
solanéceas destacam-se: a murcha de fusario (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersyci S.) a
murcha, requeima ou podriddo de raiz (Phytophthora capsici L.); a antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides P.); a podriddo de Sclerotinia ou mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum L.); a podriddo algodédo, (P. vexans B. e Phytophthora spp. B.); a seca dos ramos
(Ascochyta phaseolorum S.); a murcha de Verticillium (Verticillium albo-atrum R. & B.); o
damping off ou podridao de colo e raizes (A. solani E & G, Colletotrichum sp. P., Diaporthe

capsici P., Pythium spp., Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii S., Phytophthora capsici L., e
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Phomopsis vexans); as manchas foliares (Alternaria spp. N., Cercospora spp. e Stemphylium
spp.) e os oidios (Oidium spp.) (AGROLINK, 2014).

2.1. Pinta-preta

As altenarioses, ocasionadas por fungos do género Alternaria, estdo entre as doengas
fungicas mais comuns das hortalicas em todos os locais onde hé& producéo. Caracterizam-se
por afetar plantulas, folhas, caules, hastes, flores e frutos de vérias hortalicas além das
solandceas, tais como, apiaceas, aliaceas, cruciferas, cucurbiticeas e chichoriaceas. A doenga
pode receber diferentes denominacdes a depender do grupo de hortalicas que afetam sendo
conhecida como “pinta-preta” para tomateiro, batateira ¢ pimentdo; “mancha de alternaria”,
para cruciferas, chichoriaceas ¢ cucurbitaceas em geral; “mancha parpura” para aliaceas, e
queima das folhas para as apiaceas (TOFOLI; DOMINGUES, 2004).

Entre as doencas que afetam as solanaceas, a pinta-preta € uma das mais importantes
em termos econdmicos devido as perdas que causa na producdo e qualidade do produto
apresentando elevado potencial destrutivo. A doenca, preferencialmente, incide sobre plantas
mais velhas com tecidos mais maduros, provocando, sob condic¢des ideais de temperatura e
umidade, a destruicdo completa de folhas, queda do vigor das plantas, quebra de hastes,
depreciacdo de frutos e tubérculos e morte de plantas (PAULA; OLIVEIRA, 2003;
PEREIRA; CARVALHO; PINHEIRO, 2013; TOFOLI; DOMINGUES, 2004).

As lesdes da pinta-preta podem ocorrer de forma isolada ou em grupos apresentando
ou ndo halo clorético. Os sintomas aparecem primeiramente nas folhas mais velhas
expressando-se por meio de lesdes foliares pardo escuras necréticas, circulares ou ndo com
anéis conceéntricos tipicos e bordos bem definidos. Em caules e hastes de plantas adultas os
sintomas surgem na forma de manchas marrom-escuras, alongadas, deprimidas, podendo ou
ndo apresentar halos concéntricos evidentes. Pode haver a formacdo de cancros no colo de
plantas jovens que provocam muitas das vezes tombamento e morte das mesmas. Em frutos
0s sintomas caracteristicos, comumente localizados na regido do pedinculo, sdo manchas
escuras, deprimidas e com anéis concéntricos (Figura 1). Nos tubérculos as lesbes, quando
aparecem, sdo escurecidas, deprimidas, com forma circular a irregular apresentando bordos de
coloracdo puarpura ou bronzeada. Quando a lesdo chega a atingir a polpa, esta ganha um
aspecto coriaceo de cor amarela a castanha (Figura 2) (REIS; BRUNE; MIZUBUTI, 2002;
TOFOLI; DOMINGUES, 2004).
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Figura 1. Sintomas de pinta-preta causada por Alternaria sp.
em folha (A), frutos (B) e haste (C) de tomateiro. Fotos: A e
B - Ailton Reis e C - Carlos Lopes.

: i & k|
]S

Figura 2. Sintomas de pinta-preta causada por Alternaria
sp. em folha (A), e tubérculo (B) de batateira. Fotos: A -

W. R. Stevenson. e B - Portal do Agronegdcio.
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2.1.1. Género Alternaria

O género Alternaria foi primeiramente descrito em 1816 por Nees von Esenbeck o
qual denominou o espécime tipo como A. tenuis N. No ano de 1832 Fries, ndo reconhecendo a
descricdo anterior, redescreveu A. tenuis como Torula alternata F. em seu livro intitulado
Systema Mycologicum. No século seguinte Keissler (1912) reavaliou as caracterizacfes
realizadas por Nees e Fries e sinonimizou os espécimes como A. alternata o qual é atualmente
0 tipo reconhecido para o género. Estudando a taxonomia de Alternaria com base em
caracteristicas morfolégicas Simmons conseguiu descrever cerca de 275 espécies dentro do
género (SIMMONS, 2007). As espécies de Alternaria estdo presentes em diversos ambientes
como o ar, poeira, solo, sementes e plantas mortas e séo capazes de sobreviver em condi¢oes
de baixa e alta temperatura, caracteristica que confere ao género ampla adaptabilidade
(ROTEM, 1994).

Alternaria € um género de fungos mitospdricos que possuem conidios com
comprimento e largura variavel, geralmente individuais e raramente catenulados, retos ou
ligeiramente curvos, com corpo oblongo ou elipsoidal que afina-se em direcdo ao apice,
formando um rostro comprido, sinuoso e ocasionalmente ramificado. Apresentam coloracéo
palha, parda ou ouro claro, com septos transversais e poucos ou nenhum longitudinal. Os
conidios sdo inseridos em conidi6foros septados retos ou sinuosos que ocorrem isolados ou
em grupos. As populacdes de Alternaria spp. sdo caracterizadas por apresentarem-se
morfologicamente heterogéneas, diferindo quanto a coloracdo do micélio, producdo de
pigmentos em meio de cultura, presenca ou auséncia de esporulagdo em condicGes de
laboratdrio, bem como quanto a patogenicidade e formacdo de setores em meio de cultura
(TOFOLI; DOMINGUES, 2004).

Espécies do género Alternaria, as quais fazem parte do grupo de fungos causadores de
manchas foliares, sdo capazes de sobreviver, como micélio ou esporos, em restos de culturas,
matéria organica presente no solo, no interior ou na superficie das sementes, em hospedeiros
alternativos ou ainda em tecidos da planta caso a mesma seja perene. A disseminacdo dos
propagulos pode ser feita pelo vento, respingos de agua decorrente de chuvas e sementes
contaminadas. A infeccdo tem inicio no momento em que 0s conidios entram em contato com
a superficie da planta hospedeira os quais podem penetrar no tecido mediante ferimentos ou
de forma direta via emissdo de apressorio, sendo a presenca de agua livre fundamental para a

ocorréncia da germinacdo e infec¢do. Uma vez no interior da hospedeira inicia-se 0 processo
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de colonizagéo intercelular, favorecida por temperaturas amenas (24 a 28°C), o que leva a
alteracdo de processos fisiologicos da planta resultando no aparecimento dos sintomas tipicos
(Figura 3). A reproducdo do patdgeno se da a medida que os tecidos vegetais vao sendo
colonizados havendo producdo de conidios nos tecidos necrosados, mais precisamente no
centro da lesdo. Os conidios exteriorizam-se mediante rupturas na superficie foliar ou via
estomatos. Temperaturas noturnas de 16 a 24°C associadas a umidade do ar elevada
favorecem a ocorréncia de epidemias (AGRIOS, 2005; BEDENDO, 2011; PEREIRA;
CARVALHO; PINHEIRO, 2013).

Germinating

s Early lesions
conidium

1 on leaf, stem,
- and fruit

New conidia
§ produced '
, j oninfected (g f

& _ tissues —__

Penetration through wound Invasion of stem or fruit

| Conidium \

Conidia or mycelium
overwinter in infected
plant debris, on seeds,
tubers, etc.

Lesions on Fruit rot lesions Lesions on Lesions on stem Collar rotand
potato tuber on tomato tomato leaf damping off

Figura 3. Ciclo da pinta-preta (Agrios, 2005).

2.1.2. Caracterizacdo morfologica

A andlise morfolégica é o método classico utilizado na identificacdo de fungos
fitopatogénicos e inclui avaliagbes de caracteristicas intrinsecas e extrinsecas de fungos tais

como pigmentacdo, textura, forma marginal das col6nias e velocidade de crescimento
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micelial; processo de formagdo, forma e tamanho de esporos (BURGESS; MALAJCZUK;
DELL, 1995). Especificamente para Alternaria spp., que ocorrem em solanéceas, as
caracteristicas morfoldgicas utilizadas na identificagdo de espécies sdo as dimensdes dos
conidios, comprimento do rostro, 0 nimero de septos transversais e longitudinais e nimero de
rostros que cada conidio apresenta (RODRIGUES et al., 2010; RODRIGUES; MIZUBUTI,
2009).

Conidios jovens de A. solani sdo hialinos, geralmente medem 50 x 12 um, S0
alongados a ovoides e tém numero de septos variavel entre 3 a 6. Os conidios maduros
geralmente tém comprimento e largura que variam de 90 a 100 x 18 a 24 pum,
respectivamente, tém de 10 a 11 septos transversais, de 1 a 2 septos longitudinais. Eles séo
lisos e tipicamente ovdides e marrons. O rostro tem 5 a 8§ um de largura e 40 a 80 um de
comprimento, podendo atingir até 150 um. Os conidi6foros de A. solani tém, geralmente, 50 x
10 um de tamanho (comprimento e largura). Conidios com um unico rostro afilado
predominam na populacdo de A. solani, seguido por aqueles que tém dois rostros; raramente
ocorrem conidios com trés rostros (SIMMONS, 2000).

Em trabalhos de pesquisa realizados nos Estados Unidos, Simmons (2000) propds uma
nova espécie, A. tomatophila Simmons, para aquelas populac6es que causam a pinta-preta em
tomateiro ao inves de A. solani. As populacdes adaptadas a batateira seriam denominadas de
A. grandis. Tal proposta era baseada em diferencas nas caracteristicas da morfologia dos
conidios e esporulacdo (SIMMONS, 2000). Morfologicamente, as espécies A. grandis, A.
tomatophila e A. solani sdo bem distintas. Na espécie A. tomatophila os conidios apresentam
trés e até quatro rostros enquanto que em A. grandis e A. solani, a maioria dos conidios possui
um unico rostro. Posteriormente, Simmons (2007), baseando-se ainda em caracteristicas
morfoldgicas, conseguiu identificar isolados oriundos de tomateiro como A. tomatophila e
aqueles oriundos de batata como A. grandis.

Silva (2006) observou a ocorréncia de pouca variacdo entre isolados de A. solani de
plantas de batateira e tomateiro oriundas de nove estados das regibes Sul, Sudeste, Centro-
Oeste e do Distrito Federal quanto as caracteristicas morfoldgicas dos conidios, tais como
namero de septos transversais, numero de septos longitudinais, comprimento do corpo,
largura, comprimento do rostro, nimero de rostros, coloracdo e formato predominantes. No
entanto, outras pesquisas mostraram que as espécies A. grandis, A. tomatophila e A. solani
podem ser facilmente diferenciadas por meio da dimensdo dos conidios, sendo que estes sdo

maiores em largura e comprimento na espécie A. grandis (RODRIGUES; MIZUBUTI, 2009).
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Em outras pesquisas, Rodrigues et al. (2010) trabalhando com isolados de Alternaria oriundos
de tomateiro e batateira demonstraram que a espécie A. solani aparentemente ndo esta
associada a ocorréncia da pinta-preta nestas culturas. Segundo o0s autores 0s agentes causais
da doenca seriam A. tomatophila e A. grandis para tomateiro e batateira, respectivamente,
havendo a possibilidade de distin¢do destas espécies via morfologia.

Outras espécies fitopatogéncicas a solanaceas foram identificadas por Simmons (2007)
por meio de caracteristicas morfoldgicas: A. cretica, A. elegans, A. mimicula, A. subcylindrica
A. tomaticola e A. tomato associadas a pinta-preta em tomateiro; A. bataticola, A. beringelae
e A. capsici causando doenca em batata-doce (Ipomoea batatas L.) berinjela (S. melongena

L.) e pimentdo (Capsicum annuum L.) respectivamente.

2.1.3. Caracterizagdo molecular

Apesar de ser relativamente Gtil a caracterizacdo morfoldgica de fungos
fitopatogénicos ndo tem sido suficiente para a identificagdo de espécies devido basicamente a
alguns fatores tais como: o baixo numero de caracteres passiveis de serem analisados, a alta
instabilidade e dependéncia da composicdo do meio utilizado para o crescimento da cultura,
as condicdes de incubacdo além das variacdes intrinsecas ao patégeno (FUNGARO, 2000;
PERES et al, 2003). Neste sentido a utilizacdo das técnicas moleculares para a identificagdo
de fungos fitopatogénicos a nivel de espécie tem se tornado uma ferramenta fundamental nos
trabalhos de pesquisa pelo fato de propiciar resultados bastante precisos.

Os marcadores moleculares tém sido amplamente usados em taxonomia por
permitirem a avaliacdo de niveis de diversidade genética e relacBes filogenéticas inter e
intraespecificas. A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) foi utilizada em
estudos de caracterizacdo de 28 isolados de Curvularia sp endofiticos de milho sendo obtidos
185 marcadores dentre os quais 142 mostraram polimorfismo. O agrupamento fundamentado
nestes marcadores possibilitou a distincdo destes isolados em quatro espécies e tambem
detectou uma ampla variabilidade genética intraespecifica em Curvularia lunata (SHAN et
al., 2008). Em pesquisas realizadas em 2010, foram descritas as espécies Stemphylium
phaseolina e S. variabilis, isoladas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris), mediante caracterizacéo
morfolégica e sequenciamento dos genes ITS (Internal Transcribed Spacer) e GPD
(Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). (WANG et al., 2010). Recentemente Manamgoda et

al. (2014) reconstruiram a filogenia molecular do género Bipolaris baseando-se em analise
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concatenada de sequéncias dos genes ITS, GPD e TEF-1a e descreveram morfologicamente
47 espécies dentro do género.

O sequenciamento de DNA constitui-se em ferramenta muito utilizada na identificacéo
de espécies de Alternaria. A analise de alguns genes tem mostrado diferencas nas sequéncias
de nucleotideos sendo que essas diferencas muitas vezes sdo suficientes para separar espécies
dentro de um mesmo género. Especificamente para o género Alternaria, as regides génicas
mais comumente utilizadas sdo a Alt a 1, gene que codifica para a principal proteina
alergénica do género, e a GPD cuja sequéncia codifica para uma enzima essencial na via da
glicolise e da gliconeogénese (BROETTO, 2010; WEITCHEL et al., 2003).

ComparacOes entre sequéncias de genes ribossémicos e codificadores de proteinas,
tais como ITS, mt SSU rDNA e GPD permitiram a detecgdo de diferencas entre as sequéncias
de A. alternata e A. brassicicola (PRYOR; BIGELOW, 2003). Cramer e Lawrence (2003)
conseguiram identificar divergéncia de sequéncias ao comparar regides gendomicas homologas
aquelas que codificam para a proteina alergénica Alt a 1 de A. alternata (Figura 2) e A.
brassicicola. Estes autores verificaram que este homologo é diferencialmente expresso na
patogénese de A. brassicicola S. em Arabidopsis thaliana L. sugerindo um possivel papel
biolégico no processo de infeccdo. Em pesquisas com sequenciamento da regido Alt a 1 foi
possivel a distingcdo de subpopulacdes dentro da espécie A. solani associados a batateira e ao
tomateiro indicando uma provavel diversidade genética entre estas subpopulacGes
(LOURENCO JR. et al., 2009). Rodrigues et al. (2010) avaliando sequéncias das regides
genébmicas Alt a 1 e GPD conseguiram diferenciar A. tomathophila e A. grandis, como
agentes causais da pinta preta em tomateiro e batateira, respectivamente, utilizando a analise
de parciménia e neighbor-joining. Outros pesquisadores trabalhando com analises multilécus
das regides ITS, GPD e Alt a 1 conseguiram distinguir as espécies A. dauci K., A. porri E., A.
solani P., e A. tomatophila S. (BRUN et al., 2013).

Recentemente tém sido realizadas pesquisas com uma nova regido génica denominada
de Calmodulina, sendo esta codificadora de proteinas que funcionam como sensores celulares
de calcio, a qual tem se mostrado promissora na distingdo de espécies de Alternaria. Grupos
de espécies do género foram diferenciados por Lawrence et al. (2013) por meio de analises
dessa com altos valores de suporte. Ja Gannibal et al. (2014), trabalhando com sequéncias de
DNA das regifes Alt a 1, GPD, e Calmodulina juntamente com caracteristicas morfoldgicas e
associacdo patdgeno-hospedeiro, distinguiram dois grupos de isolados denominados A. solani

e A. tomatophila. Em outras pesquisas foram detectadas 63 espécies de Alternaria dentro da
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secdo Porri, sendo que 10 destas foram recém descritas e 27 foram sinonimizadas mediante
analise filogenética concatenada das sequéncias dos genes ITS, GPD, RPB2 (RNA
Polymerase second largest subunit), TEF-1a ¢ Alt a 1 e também por meio de estudos de
morfologia e caracteristicas culturais. As espécies A. tomatophila, A subcylindrica e A.
cretica, agentes causais da pinta-preta em tomateiro, agruparam-se em um mesmo clado
sendo sinonimizadas como A. linariae. A. protenta foi descrita como agente etioldgico da
pinta-preta em batateira juntamente com A. solani e A. grandis (WOUDENBERG et al.,
2014).

2.1.4. Gama de hospedeiras e resisténcia a fungicidas

Outras caracteristicas do género Alternaria, como por exemplos a gama de
hospedeiras e a resisténcia a determinados fungicidas, podem ser relacionadas a distin¢éo de
espécies dentro do género, fornecendo informacgdes importantes sobre a biologia do
fitopatdgeno, as quais poderdo subsidiar a adocéo de medidas de controle diversas.

Pesquisas tém mostrado que a variabilidade em patdgenos pode resultar no
estabelecimento de populacbes especificas a determinados hospedeiros (McDONALD;
LINDE 2002). Alternaria alternata f. sp. citri possui duas diferentes formas que apresentam
especificidade por planta hospedeira: o “patotipo limio rugoso”, que é especifico para o limao
rugoso (Citrus jambhiri L.) e limdo 'Cravo’ (C. limonia O.), sendo capaz de provocar lesoes
em folhas destas duas espécies, e o “patdtipo tangerina”, que causa a mancha marrom em
tangerineiras e em seus hibridos (tangores e tangelos) (LOPES; ALBUQUERQUE;
ARAUJO, 2009; MASUNAKA et al., 2005). Batista et al. (2009) estudando a acdo de
isolados de A. cucumerina, obtidos de melancia (Citrullus lanatus Thunb) e de caxixe
(Lagenaria sp), sobre diferentes hospedeiros, incluindo cucurbitaceas, solanaceas, gramineas
e leguminosas observaram incidéncia da doenca apenas em cucurbitaceas indicando a
ocorréncia de especificidade por hospedeiros para este ultimo grupo. Contudo, outras
pesquisas demonstraram a especificidade parcial de isolados de Alternaria obtidos de
batateira e tomateiro, sendo que os isolados das espécies que afetam tomateiro foram capazes
de causar infeccdo em batateira e os isolados de A. grandis, que afetam batateira, causaram
doenca em tomateiro (RODRIGUES, 2009). Em estudos de patogenicidade sob condicGes de

laboratério Gannibal et al. (2014) verificaram que a espécie A. solani foi igualmente agressiva
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tanto & batateira quanto ao tomateiro enquanto que A. tomatophila mostrou-se altamente
agressiva ao tomateiro apresentando, contudo, baixa agressividade a batateira.

Em relacdo a resisténcia a fungicidas tem se verificado que diferentes espécies de
Alternaria podem apresentar sensibilidade diversa a diferentes produtos ou ainda ha a
possibilidade de isolados distintos mostrarem varios graus de sensibilidade a um mesmo
fungicida. Shibata (2008) avaliando a resisténcia de isolados de A. dauci ao fungicida
iprodione observou diminui¢do no crescimento micelial e inibicdo da germinacéo conidial em
condicBes laboratoriais. Ja isolados de A. alternata se mostraram sensiveis ao fungicida
azoxistrobin havendo redugdo do crescimento micelial do fungo, enquanto que A. solani
apresentou sensibilidade intermediaria a0 mesmo produto (LELIS et al., 2007; TOFOLI et al.,
2003). Rosenzweig et al. (2007) trabalhando com isolados de A. solani coletados em campos
de cultivo de batata tratados com azoxistrobin nos anos de 1998, 2002 e 2003 verificou a
ocorréncia de uma reducdo de 20 vezes na sensibilidade dos isolados a este fungicida em
testes in vitro entre estes trés anos detectadas mediante baixos valores de CEs. Segundo este
autor esta diminuicdo na sensibilidade dos isolados ao produto estaria relacionada a
ocorréncia de mutagdes.

Os estudos voltados a caracterizacdo molecular, morfoldgica e biologica de Alternaria
de hortalicas solanaceas tem mostrado resultados interessantes no que diz respeito a
variabilidade genética e a identificacdo de novas espécies associadas a culturas importantes
economicamente tais como a batateira e 0 tomateiro. Estes resultados adquirem relevancia
pelo fato de implicarem diretamente na adocdo de medidas de controle da pinta-preta em
condicBes de cultivo. Desta forma a pesquisa teve como objetivos inicialmente realizar a
caracterizacdo molecular e morfoldgica de isolados de Alternaria obtidos de hortalicas
solanéceas cultivaveis e invasoras presentes em campos de cultivo, e posteriormente, avaliar a
gama de hospedeiras sob condicdes de casa de vegetacdo e a sensibilidade ao fungicida
Folicur® (principio ativo tebuconazole) mediante ensaios in vitro dos isolados previamente

selecionados.
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Resumo

Extensivos levantamentos conduzidos recentemente no Brasil tém mostrado que os
preponderantes agentes causais da doenga pinta-preta do tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) e da batata (S. tuberosum L.) sdo as espécies Alternaria tomatophila e
A. grandis, respectivamente. Entretanto, a literatura registra a existéncia de outras
espécies de Alternaria induzindo sintomas similares aos da pinta-preta em plantas de
outros géneros e espécies da familia Solanaceae. Foram estudados 117 isolados,
coletados em uma ampla gama de plantas hospedeiras solanaceas em distintas regifes
geogréaficas do Brasil. A caracterizacdo molecular foi feita via sequenciamento de
homologos do gene codificador da proteina alergénica de A. alternata (Alt a 1),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GPD) e calmodulina. Para a caracterizacdo
morfologica realizou-se o cultivo nos meios V8 (pH 6,4) e PCA. Verificou-se
agrupamento de isolados de tomateiro com A. tomatophila e isolados de batateira com e
A. grandis tanto para a filogenia das regides Alt al, GPD e Calmodulina separadamente
quanto para a analise concatenada. As caracteristicas morfoldgicas da maioria dos
isolados concordaram com a caracterizacdo molecular. Foram identificados isolados das
espécies A. dauci e A. mimicula causando pinta-preta em tomateiro, sendo este o
primeiro registro formal no Brasil. No entanto, A. tomatophila e A. grandis ainda
permanecem como 0S principais agentes causais da pinta-preta em tomateiro e batateira

no Brasil, respectivamente.

Palavras chave: Alternaria, batata, tomate, Solanum tuberosum, S. lycopersicum.
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Molecular and morphological characterization of the causal agent of early blight in

solanaceous in Brazil.

Abstract

Extensive surveys have shown that currently Alternaria tomatophila and A. grandis are
the major causal agents of early blight on tomato and potato in Brazil, respectively.
However, the early blight disease has been also reported in a number of other genera
and species of the Solanaceae family. In this work, a collection of 117 isolates of
Alternaria from a wide range of solanaceous hosts and geographic locations was
characterized via sequencing analyses of homologs of the A. alternata allergen protein-
coding gene (Alt a 1), Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GPD) and
Calmodulin. Morphological characterization of this fungal collection was also carried
out by growing the isolates in either V8 (pH 6.4) or PCA. The tomato isolates clustered
together with A. tomatophila isolates and the potato isolates formed a distinct group
with A. grandis in both individual and concatenated phylogenetic analyses.
Morphological characteristics of most isolates were in agreement with molecular data.
Alternaria dauci and A. mimicula were identified causing early blight on tomato and
this is the first report of the vegetable crop as host of these fungal species in Brazil.
However, A. tomatophila and A. grandis still prevail as major causal agents of early

blight on tomato and potato in Brazil, respectively.

Keywords: Alternaria, potato, tomato, Solanum tuberosum, S. lycopersicum.
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Introducéo

As solanaceas se destacam dentro do grupo das hortalicas pelo fato de incluir
espécies de alta importancia econdmica. O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) e a
batateira (S. tuberosum L.) constituem-se exemplos de espécies cujos produtos sdo
amplamente valorizados tanto no mercado interno quanto no mercado externo. Assim
como outras hortalicas, as solanaceas também sdo afetadas por diversos problemas
fitossanitarios destacando-se a pinta-preta também denominada de alternariose ou
mancha de alternaria (Lopes et al., 2005). A suscetibilidade da planta a infeccdo
aumenta a medida que os tecidos alcangam a maturidade sendo que a doenca pode afetar
folhas, ramos, frutos e tubérculos, o que resulta em prejuizos consideraveis aos
produtores rurais destas hortalicas (Tofoli & Domingues, 2006).

As espécies do género Alternaria sdo classificadas dentro dos deuteromicetos,
um grupo que abrange os fungos mitosporicos ou imperfeitos que se caracterizam pela
producdo de estruturas denominadas de conidios (Kemmitt, 2002). Alternaria € um
género composto por fungos cosmopolitas com ampla adaptabilidade a distintos
ambientes, 0 que explica a ocorréncia desses fungos como saprofitas e patdgenos
vegetais em diferentes regides geogréaficas (Rotem, 1994).

A pinta-preta € uma importante doenca foliar podendo levar a perdas de
producdo e qualidade nos cultivos de tomate e batata em campo aberto no Brasil (Lopes
et al., 2005). A doenca é favorecida por temperatura e umidade altas, sendo, portanto,
mais severa durante o verdo chuvoso. O fungo se espalha através de esporos conduzidos
pelo vento e pode ser transmitido pela semente botanica. No Brasil, 0 agente causal da
pinta-preta nos cultivos de tomate e batata bem como em outras solanaceas foi
inicialmente descrito como A. solani (Lopes et al., 2005; Rodrigues & Mizubuti, 2009).
No entanto, em estudos subsequentes realizados nos Estado Unidos a espécie A.
tomatophila foi proposta como uma nova espécie, sendo essa 0 agente causal da pinta-
preta no tomateiro. Para a batateira o causador da pinta-preta foi identificado como
sendo a espécie A. grandis (Simmons, 2007). Neste novo cenario, A. solani foi
caracterizada como sendo a Unica espécie do género capaz de provocar a doenca tanto

no cultivo da batata quanto do tomate.
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Outras especies de Alternaria tém sido reportadas causando sintomas similares
aos da pinta-preta em solanaceas incluindo: A. alternata em batateira (Boiteux &
Reifschneider, 1994), A. cretica, A. elegans, A. mimicula, A. subcylindrica, A.
tomaticola e A. tomato em tomateiro; A. beringelae em berinjela (S. melongena) e A.
capsici em pimentdo (Capsicum annuum). Estas espécies foram inicialmente
identificadas mediante avaliagdo de caracteristicas morfoldgicas dos conidios
(Simmons, 2000, 2007).

No entanto, a analise de sequéncias de DNA tem sido largamente utilizada na
identificacdo de fungos no nivel de espécie sendo que pequenas diferengas nas
sequéncias de nucleotideos muitas vezes sdo suficientes para distingui-las dentro do
mesmo género. Pesquisas voltadas a analise filogenética de sequéncias de DNA de
determinadas regides génicas de fungos fitopatogénicos tem sido desenvolvidas e novas
espécies estdo sendo descritas (Manamgoda et al., 2014; Woudenberg et al., 2014;
Bakhshi et al., 2015). Para analises taxonémicas de fungos do género Alternaria em
nivel de espécie inicialmente empregou-se a regido ITS (Pryor & Gilbertson, 2000). Os
trabalhos de filogenia molecular de espécies de Alternaria vém sendo ampliados, tendo
homaologos do gene codificador da proteina alergénica de A. alternata (Alt a 1) e o gene
codificador da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GPD) como as regides gendmicas
mais utilizadas para o estabelecimento das realaces filogenéticas entre as espécies
(Pryor & Gilbertson, 2000; Chou & Wu, 2002; Hong et al., 2005; Lourenco-Junior et
al., 2009). O gene Alt al codifica para proteinas especificas que induzem respostas
alérgicas em humanos tais como a enolase, fator de transporte nuclear, aldeido
desidrogenase e proteinas ribossomais (Achatz et al.,1995; Simmon-Nobbe., 2000;
Weitchel et al., 2003). Ja a regido GPD codifica para a enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase a qual desempenha papel essencial na via da glicolise e da
gliconeogénese atuando desta forma no metabolismo do fungo (Hara & Snyder, 2006).
Outra regido génica que tem sido recentemente utilizada para a distin¢do de espécies de
Alternaria é a Calmodulina, que codifica uma familia de proteinas capazes de se
complexarem ao calcio com diferentes afinidades e especificidades regulando a
concentracdo deste elemento no interior da célula (Silva et al., 2009).

A caracterizacdo molecular e morfologica para a identificacdo de espécies de

fungos fitopatogénicos tém sido conduzidas no Brasil com resultados bastante
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promissores. Em relacdo especificamente a identificacdo de espécies de Alternaria de
solanaceas verifica-se ainda a necessidade de estudos mais extensivos empregando uma
ampla gama de isolados de diferentes espécies de solanaceas (Lourenco-Junior et al.,
2009).

O presente trabalho foi realizado com o proposito de trazer novas informacoes
acerca da identidade de espécies de Alternaria de hortalicas e o papel desses patdgenos
como potenciais fontes de indculo para culturas economicamente importantes. Neste
contexto, o principal objetivo do presente trabalho foi caracterizar (molecularmente e
morfologicamente) isolados de Alternaria obtidos de lesdes foliares do tipo pinta-preta
em tomateiro, batateira, berinjela, pimentdo e fumo bem como em solanaceas invasoras
silvestres que estdo comumente associadas com areas de cultivo nas diferentes regides

produtoras do Brasil.
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Material e Métodos
1. Colecéo dos isolados

Cento e dezessete (117) isolados de Alternaria de hortalicas solanaceas obtidos
em diferentes regiGes do Brasil foram coletados em 5 géneros e 12 espécies de
solanaceas ao longo de 30 anos (Tabela 1). Esses isolados tém sido mantidos no Banco
de Fungos e Oomicetos da Embrapa Hortalicas. Os isolados foram obtidos a partir de
culturas monosporicas e tém sido preservados em agua destilada (Castellani, 1939).

2. Caracterizagdo molecular
2.1. Extracio de DNA

Para a obtencdo do micelio fungico usado na extracdo de DNA realizou-se
inicialmente a recuperacao dos isolados mediante repicagem de discos de micélio para
placas de Petri contendo meio de cultura V8 10% (100 mL de Suco V8 — Campbel®), as
quais foram mantidas em camara de crescimento (tipo BOD) sob temperatura de 25°C,
fotoperiodo de 12 horas de luz negra e 12 horas de auséncia de luz por 7 dias. Apos este
periodo, o micélio foi retirado da placa com o auxilio de um bisturi, em camara de fluxo
laminar, sendo acondicionado em tubos para Precellys e armazenado em freezer.

No momento da extracdo de DNA os tubos contendo o micélio fungico foram
retirados do freezer e adicionaram-se seis beads (esferas de ceramica) em cada um. Em
capela de exaustdo pipetou-se 750 uL de CTAB (brometo de cetiltrimetilamdnio) por
tubo seguido de trituracdo no aparelho Precellys (Bertin Technologies). Posteriormente
0s tubos foram colocados em banho-maria a 65°C por 10 minutos. Apds resfriamento
por 3 minutos acrescentou-se 750 uL de Clorofil (cloroformio + &lcool isoamilico, na
proporcao 24:1) aos mesmos em capela de exaustdo, procedendo-se agitacdo vigorosa
em vortex e centrifugacdo a 9.000 rpm por 5 minutos. Depois da centrifugacao retirou-
se 600 pL da fase superior, a qual foi transferida para tubos de 1,5 mL, adicionando-se
em seguida 300 uL de isopropanol gelado. O material foi agitado manualmente e

submetido a nova centrifugacdo por 13 minutos a 12.000 rpm, eliminou-se o
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sobrenadante e realizou-se rapidamente e cuidadosamente a lavagem do pellet com
alcool 70%. Os tubos abertos foram submetidos & secagem em BOD a 37 °C por 20
minutos. Apos este procedimento acrescentou-se 100 uL de TE (Tris 0,01M; EDTA
0,001M; pH 7,0) e os mesmos foram armazenados em freezer (Boiteux et al., 1999). No
dia seguinte realizou-se a quantificacdo do DNA extraido em espectrofotdmetro
NanoDrop Lite (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) e as concentragdes foram

ajustadas para 20 ng/uL mediante diluigdo em TE.

2.2. Reag0es de PCR

Foram realizadas reacbes de PCR (Polymerase Chain Reaction) em
termociclador Veriti 96 (Applied Biosystems) utilizando os primers especificos para
trés regibes gendmicas: gene codificador da proteina alergénica de A. alternata (Alt a
1), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GPD) e Calmodulina (Tabela 2).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas com oligonucleotideos da IDT
(Integrated DNA Technologies) e os demais reagentes da Invitrogen Life Technologies
diluidos em agua Milli-Q. A reacéo final foi de 20 pL contendo tampao da enzima 1X,
2,5mM MgCl,, 0,25 uM de cada dANTP, 0,2 unidades de Tag DNA polimerase
recombinante, 20 nM de cada oligonucleotideo e 60 ng de DNA genémico purificado. O
ciclo da PCR constituiu-se de desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos mais 35 ciclos
de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 64°C por 1
minuto, e extensdo a 72°C por 13 segundos) com extensao final a 72°C por 10 minutos.

O mix para a reacdo de amplificacdo da regido GPD foi similar ao descrito
acima. O ciclo de PCR para amplificar a regido GPD foi composto de deshaturacao
inicial a 94°C por 5 minutos seguido de 35 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C
por 30 segundos, anelamento a 63°C por 1 minuto, e extensdo a 72°C por 20 segundos)
com extensdo final a 72°C por 3 minutos.

O mix para a reacdo de amplificacdo da regido Calmodulina teve as
concentragdes descritas acima com volume final 25 pL. O ciclo foi constituido de
desnaturacdo inicial a 95°C por 4 minutos mais 35 ciclos de amplificacdo (desnaturacédo
a 95°C por 30 segundos, anelamento a 58,5°C por 30 segundos, e extensdo a 72°C por

13 segundos) com extenséo final a 72°C por 5 minutos.

41



224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255

Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em geis de agarose 1,5%
(p/v), corados com brometo de etideo e visualizados em fotodocumentador (Bio-Rad).
Posteriormente realizou-se a purificacdo dos produtos utilizando o PureLink PCR
Purification Kit Invitrogen K3100-02.

2.3. Sequenciamento e anélise das sequéncias

Os amplicons purificados foram sequenciados com cada um dos iniciadores
utilizados na PCR. O sequenciamento foi realizado em um sequenciador ABI Prism
(modelo 3100) da Embrapa Hortalicas, utilizando o kit ABI Prism BigDye version 3.0
chemistry da Applied Biosystems. A avaliacdo da qualidade das sequéncias foi feita
com o programa SegMan e o alinhamento com sequéncias disponiveis no GenBank foi

realizado com o programa Megalign DNAStar (Lasergene, Madison-WI).

2.4. Analises filogeneéticas

A obtencdo dos contigs, analise dos cromatogramas e edicdo das sequencias
foram realizados no programa SeqMan (DNAstar, Madison, WI, USA). Para o
alinhamento das sequencias e analise Bayesiana das regibes Alt a 1, GPD e
Calmodulina utilizou-se o programa Genious Versao 8 (http://www.geneious.com). As
analises de parcimbnia e verossimilhanca foram realizadas no programa PAUP
(Swofford, David L. 2001 “Paup*: Phylogenetic analysis using parsimony (and other
methods) 4.0. B5.”). As andlises foram realizadas separadamente e concatenadas
utilizando-se os critérios de Maxima Parcimbnia, Maxima Verossimilhanca e Analise
Bayesiana. As sequencias obtidas com os isolados de Alternaria empregados neste
estudo foram alinhadas e analisadas juntamente com sequencias disponiveis GenBank
(Tabela 3).

3. Caracterizacédo morfoldgica

Para a caracterizacdo morfoldgica dos isolados foram utilizados os meios PCA

(Potato Carrot Agar) e V8 17,5% com pH ajustado para 6,4. Os isolados foram
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repicados para placas de Petri com meio de cultura, seguido de uma etapa de incubacao
em BOD sob 22°C e fotoperiodo de 8 horas de luz branca e 16 horas de escuro por 5a 7
dias. As placas foram mantidas sem filme plastico (Simmons, 2007). Os conidios
produzidos pelo fungo foram utilizados na confeccdo das preparacfes microscopicas.
Ap0s a obtencdo destas preparacdes realizou-se a mensuracdo do comprimento e largura
do corpo, comprimento do rostro dos conidios. Foi também efetuada a quantificagdo do
nimero de septos transversais, longitudinais e nimero de rostros (50 conidios por

isolado) em microscopio Optico (objetiva com aumento de 40x).
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Resultados e Discussao

Caracterizacdo molecular

A Figura 1 mostra o resultado da analise filogenética baseada em inferéncia
Bayesiana, Mé&xima Parcimdnia e Maxima Verossimilhanca da regido Alt a 1 dos 117
isolados de Alternaria empregados no presente estudo (Tabela 1) ap6s a obtencdo dos
haplotipos. Dentre os 474 pares de base obtidos 76 foram informativos a nivel de
parcimbnia. Alternaria calendulae foi utilizada como grupo externo. Verificou-se a
formacdo de dois grupos principais, sendo que o0s isolados agruparam-se em sua maioria
de acordo com o hospedeiro de origem e ndo de acordo com o local de coleta. Um grupo
incluiu 34 isolados oriundos de batateira mais os isolados de referéncia A. solani
BMP181 de tomateiro dos Estados Unidos, A. grandis EGS44106 e A. solani
EGS45020 ambos de batateira também dos Estados Unidos, com e bootstraps de 89 e
73% para Maxima Verossimilhanca. J& o outro agupamento incluiu 46 isolados obtidos
de tomateiro juntamente com os de referéncia A. tomatophila BA1524 oriundo da
Australia, A. tomatophila BA1526 da Nova Zelandia, A. cretica EGS46188 da Greécia,
A. tomatophila EGS42156, A. solani ATCC58177 e A. subcylindrica EGS45113, sendo
estes trés ultimos originarios dos Estados Unidos. Todos os isolados de referéncia foram
obtidos de tomateiro com excec¢do de A. solani ATCC58177 que tem como hospedeiro
de origem a batateira. Este grupo obteve valor de 0,99 para probabilidade posterior e
valores de bootstrap de 72% para Maxima Parcimbnia e 68% para Maxima
Verossimilhanca. Dois isolados oriundos de Datura e um de tomateiro formaram um
grupo com os isolados de referéncia A. capisici BMP0180 e A. capisici EGS45075
ambos de pimentdo; A. crassa DDGAcrl e A. crassa EGS44071 originarios,
respectivamente, de Datura sp. e Nicandra physalodes com altos valores de suporte (1,
95% e 94% para Bayesiana, Maxima Parcimbnia e Maxima Verossimilhanca,
respectivamente). Os demais isolados nao se agruparam com nenhum de referéncia.

Nesta andlise filogenética apenas utilizando a regido génica Alt a 1 verificou-se
que, apesar de haver uma separacdo dos isolados por hospedeiro, ndo foi possivel a
distincdo das espécies A. solani, A. tomatophila e A. grandis, sendo que ocorreu

agrupamento de isolados de A. solani tanto com A. grandis (A. solani BMP181 oriundo
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de tomateiro dos Estados Unidos) quanto com A. tomatophila (A. solani ATCC58177 de
batateira dos Estados Unidos). Contudo, A. tomatophila reuniu-se com grande parte dos
isolados provenientes de tomateiro, enquanto que A. grandis permanceu no mMesmo
grupo da maioria dos isolados oriundos de batateira. Desta forma, a filogenia da regido
génica Alt a 1 obteve éxito restrito na distingdo das espécies A. tomatophila e A.
grandis.

Lourenco Janior et al. (2009) trabalhando com diversidade molecular e
processos evolutivos de A. solani no Brasil detectaram a diferenciagdo de cinco
haplétipos, estando estes associados a 16 mutacdes, na genealogia do gene Alt a 1. Os
haplétidos 4 e 5 foram compostos por isolados de tomate enquanto que o haplétipo 1
reuniu os isolados de batata. Ainda, segundo estes autores, apesar da comprovacgédo da
existéncia de diversidade genética entre isolados provenientes de tomateiro e batateira, o
nimero de mutagdes nos genes analisados foi relativamente baixo. Possivelmente o
namero de mutacOes existentes no gene Alt a 1 em determinadas espécies dentro do
género Alternaria pode ser insuficiente para subsidiar a separacdo entre tais espécies por
meio de andlises filogenéticas da referida regido génica o que justificaria os resultados
obtidos neste trabalho no qual ndo foi relatada a separacdo de A. solani das espécies A.
tomatophila e A. grandis. No entanto, 0 gene Alt a 1 tem sido ainda comumente
utilizado como marcador molecular em estudos filogenéticos de Alternaria pelo fato de
apresentar numero satisfatério de sitios informativos resultando em arvores
filogenéticas com melhor resolucéo e suportes de bootstrap e probabilidade posterior
elevados (Hong et al., 2005).

Pesquisas tem revelado que espécies de Alternaria oriundas do mesmo
hospedeiro tendem a pertencer ao mesmo grupo filogenético independente da regido
geografica de origem (Brun et al., 2013; Rodrigues et al., 2010). Relatos de
agrupamentos filogenéticos de outros fitopatdgenos de acordo com a planta hospedeira
foram obtidos por Groenewald et al. (2013), Manamgoda et al., (2014) e Bakhshi et al.,
(2015), para Cercospora e Bipolaris. No entanto, esta forma de agrupamento nao
ocorreu para todos os isolados avaliados nos estudos realizados por estes autores. A
formacdo de clados abrangendo espécies pertencentes a mesma planta hospedeira pode

ocorrer devido a existéncia de sequéncias conservadas de DNA codificadoras de
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determinadas proteinas que sdo especificas para a infeccdo de determinada planta
hospedeira.

A partir desta primeira analise filogenética com todos os isolados de Alternaria
da colecdo foram selecionados 44 incluindo isolados pertencentes aos dois agupamentos
principais mais aqueles distribuidos nos demais grupos levando em consideracdo as
diferentes regides geogréficas de origem. Estes foram submetidos ao sequenciamento da
regido génica GPD. A éarvore filogenética concatenada dos genes Alt a 1 e GPD, tendo
por base a inferéncia Bayesiana, Maxima Parcimdnia e Maxima Verossimilhanca,
encontra-se representado na Figura 2 tendo A. calendulae como grupo externo. O
alinhamento das sequencias concatenadas obteve 928 pares de base sendo que 111
destes foram informativos a nivel de parciménia.

Houve a formacgdo grupos por hospedeiro de origem sendo que dois isolados
originarios de tomateiro (EH1836-SP e EH1823-CE) e um de lobeira (EH1642-BA)
reuniram-se com A. tomatophila BA1523 e A. tomatophila BA1524 ambos da Australia;
A. tomatophila BA1443, A. tomatophila BA1528 e A subcylindrica EGS45113 dos
Estados Unidos; A. tomatophila BA1526 da Nova Zelandia e A. tomatophila BA1527
da Venezuela, com 0,79 de probabilidade posterior e valor maximo de bootstrap para
Méaxima Verossimilhanca, sendo que todos estes isolados de referéncia sdo provenientes
de tomateiro. Estes trés isolados pertenceram ao mesmo grupo na analise filogenética da
regido Alt a 1 (Figura 1) juntamente com isolados representativos de A. tomatophila, A.
solani, A. subcylindrica e A. cretica. Um outro grupo incluiu 13 isolados provenientes
de batateira juntamente com A. solani BA1946 de Solanum aviculare (solanacea
ornamental conhecida como “Kangaroo Apple”) da Dinamarca, A. solani BA1546, A.
solani BA1552, A. solani BA1937, A. solani BA1558 e A. grandis EGS44106 todos
oriundos de batateira dos Estados Unidos Estes 13 isolados de batateira reuniram-se
também no mesmo grupo na filogenia do gene Alt a 1 com isolados representativos de
A. solani e A. grandis. Com a inclusdo de novas referéncias formaram-se dois novos
agrupamentos nos quais foi possivel identificar dois isolados. O isolado EH1143
oriundo de tomateiro do Rio Grande do Sul foi identificado como A. dauci com suporte
de 1 para probabilidade posterior, 99% e 90% para os boostraps da Maxima Parciménia
e Méaxima Verossimilhanca nessa ordem; enquanto que o isolado EH1377, também de

tomateiro tendo como local de origem o Ceara, foi identificado como A. mimicula com
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altos valores de suporte (0,97 para probabilidade posterior e 90% para Méaxima
Parcimdnia). Na filogenia do gene Alt a 1 o isolado EH1143-RS formou um grupo com
0 EH1806-PE proveniente de berinjela, ndo se reunindo com nenhum daqueles
utilizados como referéncia, com valores de probabilidade posterior e bootstrap para a
Maxima Parcimdnia de 0,86 e 83%, nesta ordem. J4 0 EH1377-CE ndo se agrupou com
nenhum outro na filogenia do gene Alt a 1 formando um grupo composto apenas por ele
com valores maximo de probabilidade posterior e bootstrap.para a Méaxima
Verossimilhanca e 99% de bootstrap para Maxima Parcimbnia. Testes de
patogenicidade reveleram que tanto o isolado EH1143-RS e quanto o EH1377-CE
identificados como A. dauci e A. mimicula foram patogénicos apenas a tomateiro (dados
ndo mostrados).

Em outros trabalhos de pesquisa detectou-se também a ocorréncia de
agrupamento por hospedeiro por meio de analise filogenética concatenada dos genes Alt
a1, GPD e ITS. Um grupo abrangeu 10 isolados de Alternaria, todos provenientes de
tomateiro, os quais foram identificados como A. tomatophila, enquanto que o outro
incluiu mais 10 isolados originarios de cenoura (Daucus carota) que por sua vez foram
identificados como A. dauci (Brun et al., 2013). Na analise concatenada das regides Alt
a 1 e GPD realizada no presente estudo também ocorreu o agrupamento por hospedeiro
mantendo os isolados provenientes de tomateiro e batateira separados em grupos
distintos.

A inclusdo de sequéncias de DNA de mais uma regido génica (GPD) nas
andlises filogenéticas foi satisfatoria na separacdo das espécies A. tomatophila de A.
solani, A. cretica e A. grandis sendo que dos 499 pares de base obtidos 51 foram
informativos a nivel de parciménia. Porém esta filogenia concatenada ndo obteve éxito
na distingdo das espécies A. tomatophila de A. subcylindrica, e A. solani de A. grandis.
Estudos tem justificado que esta dificuldade em separar algumas espécies
provavelmente esta relacionada a baixa variabilidade de sequéncias que por sua vez é
resultante da ocorréncia de poucas mutacbes nas regides génicas submetidas ao
sequenciamento e utilizadas nas analises filogenéticas (Rodrigues, 2009) (Figura 2).

A espécie A. dauci foi descrita pela primeira vez por Groves & Skolko (1944)
sendo caracterizada como 0 agente causal da queima das folhas em cenoura (Daucus

carota L). Posteriormente, Simmons (1995, 2007) caracterizaram a espécie, mediante
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atributos morfoldgicos, atestando a patogenicidade da mesma a cenoura. Recentemente
pesquisas com filogenia de A. dauci tem confirmado a caracterizacdo morfoldgica desta
espécie e sua capacidade de provocar queima das folhas em cenoura e coentro
(Coriandrum sativum L.) (Brun et al., 2013; Woudenberg et al., 2014). No presente
estudo, o isolado EH1143-RS proveniente de tomateiro foi identificado como A. dauci o
qual teve sua capacidade de causar doenga em tomateiro confirmada por meio de testes
de patogenicidade (dados ndo mostrados). Na literatura ndo foram encontrados relatos
de A. dauci provocando pinta-preta em tomateiro. A espécie A. mimicula foi
caracterizada morfologicamente por Simmons (1995) sendo encontrada causando pinta-
preta em tomateiro nos Estados Unidos e a caracterizacdo molecular das regides génicas
Alt a 1 e GPD do isolado representativo A. mimicula EGS01056 foi realizada por
Rodrigues et al., (2010) em estudos feitos no Brasil. Porém, nenhum isolado de A.
mimicula propriamente do Brasil havia sido identificado. Desta forma, o relato do
presente trabalho é o primeiro da espécie A. mimicula patogénica a tomateiro no pais.

A analise filogenética do gene Alt a 1 foi similar a filogenia concatenada. Ja a
andlise de regido GPD obteve éxito na distincdo das espécies A. grandis, A. tomatophila
e A. solani (Figura 3). Neste caso 28 isolados agruparam com A. grandis, sendo 14
provenientes de batateira, oito de tomateiro, trés de berinjela, dois de Datura e um de
batateira silvestre, com 0,76 de probabilidade posterior e 78% de bootstrap para
Méaxima Parcimdnia. Trés isolados de tomateiro (EH1823-CE, EH1435-SP e EH1836-
SP) e 0 EH1642-CE de lobeira agruparam-se com seis isolados representativos de A.
tomatophila e um de A. subcylindrica com 0,89 de probabilidade posterior e 80% de
bootstrap para a Maxima Parcimdnia. Todos os isolados oriundos de batateira reuniram-
se no grupo de A. grandis constatando a ocorréncia de agrupamento por hospedeiro.
Para tomateiro houve especificidade por hospedeiro para trés isolados (EH1823-CE,
EH1435-SP e EH1836-SP). Foi confirmada a identificacdo dos isolados EH1143-RS e
EH1377-CE, ambos de tomateiro, como A. dauci (bootstraps de 82% e 85% para a
Méaxima Parcimdnia e Maxima Verossimilhanca respectivamente) e A. mimicula (1 de
probabilidade posterior, 98% de bootstrap para Maxima Parcimdnia e 94% para
Méxima Verossimilhanca) nesta ordem.

De acordo com estudos conduzidos por Felsenstein (2004), divergéncias no nivel

de homoplasia, na taxa de heterogeneidade entre os sitios de nucleotideos e nas taxas
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evolutivas podem contribuir para a ocorréncia de diferengas nas anélises filogenéticas
das diferentes regides génicas. Lourenco-Junior (2008) estimou diferentes modelos de
substituicdo de DNA para Alt a 1, GPD, e sequéncias ITS e os resultados obtidos
sugerem que estes loci sdo afetados de diferentes modos por mecanismos evolutivos
estando sujeito a taxas desiguais de mudanca (Posada & Crandall 2001) A ocorréncia
dessas mudancas possivelmente contribuiu ou mesmo pode ter sido responsavel pela
incongruéncia na analise das sequéncias conforme ocorreu no presente trabalho.

Apds esta analise concatenada foram selecionados 12 isolados que ndo
formaram grupos com nenhum daqueles representativos mais quatro pertencentes ao
grupo do tomateiro e quatro provenientes do grupo da batateira os quais foram
submetidos ao sequenciamento do gene Calmodulina. A Figura 4 mostra os resultados
da andlise concatenada das regides Alt a 1, GPD e Calmodulina utilizando-se A.
calendulae como outgroup. O alinhamento gerou 1498 pares de base dos quais 69 foram
informativos. As analises filogenéticas realizadas com as regides separadamente
mostraram topologias semelhantes & analise concatenada (dados ndo mostrados).

Nesta nova analise foi possivel a identificacdo de quatro isolados de A. grandis
sendo trés provenientes de batateira (EH1548-DF, EH1180-PR e EH809-GO) e um de
berinjela (S. melongena) (EH679-MG) com méaximo valor de probabilidade posterior e
94% para o0s bootstraps da Maxima Parcimdnia e 93% para Maxima Verossimilhanca.
O isolado EH1642 obtido de S. lycocarpum originario da Bahia foi identificado como A.
solani com suporte de 1, 73% e 71% para probabilidade posterior, e bootstratps da
Méaxima Parcimo6nia e Maxima Verossimilhanca, respectivamente. Este isolado pode ter
vindo de batata, pois foi coletado em Ibicoara-BA, principal regido produtora de batata
do Nordeste do Brasil. Mais uma vez verificou-se o agrupamento por hospedeiro sendo
que trés isolados de tomateiro (EH1836-SP, EH1435-SP e EH1823-SP) reuniram-se
com os de referéncia também de tomateiro A. subcylindrica ATCC58177 e A.
tomatophila EGS42156 ambos dos Estados Unidos. O isolado EH1261 oriundo de
tomateiro do Distrito Federal agrupou-se com um isolado representativo de A. cretica
originario da Grécia de mesma hospedeira.

Em todas as andlises filogenéticas deste estudo verificou-se a predominancia de
isolados de mesma hospedeira em grupos distintos independente do local de origem dos

mesmos. As pesquisas mais atuais com identificacio molecular de organismos
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fitopatogénicos tém obtido resultados similares no que diz respeito ao agrupamento de
isolados por planta hospedeira sem depender da regido geografica de origem. Treze
espécies de Alternaria foram detectadas por Woudenberg et al. (2014) por meio de
filogenia concatenada dos genes ITS, GPD, RPB2, TEF1 e Alt a 1 sendo estas A.
sesami, A. ricini, A. azadirachtae, A. cyamopsidis, A obtecta, A. steviae, A. bataticola,
A. tropica, A. anagallidis, A. echinaceae, A. grandis, A. multirostrata e A. silybi as
quais separaram-se em diferentes grupos de acordo com 0s respectivos hospedeiros:
Sesamum indicum, Ricinus communis, Azadirachta indica, Cyamopsidis tetragonoloba,
Euphorbia pulcherrima, Stevia rebaudiana, Ipomoea batatas, Passiflora edulis,
Anagallis arvencis, Echinacea sp., Solanum tuberosum, Richardsia scabra e Silybum
marianum. Neste caso nem todos os isolados pertencentes ao mesmo local
permaneceram no mesmo grupo. Em outros estudos também recentes os autores
conseguiram separar isolados de tomateiro dos de batateira mediante analise
filogenética de sequéncias concatenadas das regides génicas Alt a 1, GPD e
Calmodulina com altos valores de suporte (Gannibal et al., 2014).

Os dados relatados neste estudo corroboram os resultados das pesquisas mais
novas sendo que neste trabalho foram distinguidas molecularmente 4 espécies de
Alternaria. (A. grandis, A. solani, A.dauci e A. mimicula) com altos valores de suporte.
Os isolados EH1548-DF (A. grandis) e EH1642-BA (A. solani) causaram pinta-preta
em tomateiro e batateira, enquanto que o EH1143-RS (A. dauci) e o EH1377-CE (A.
mimicula) mostraram-se patogénicos apenas a tomateiro em testes de patogenicidade

(dados ndo mostrados)

Caracterizacdo morfoldgica

Nove isolados provenientes de tomateiro, quatro de batateira, um de berinjela e
quatro de outras solandceas invasoras silvestres foram selecionados, com base nos
agrupamentos formados nas andalises moleculares, para a avaliacdo das caracteristicas
morfoldgicas dos conidios. Os resultados encontram-se nas Tabelas 4 e 5.

A caracterizacdo morfoldgica dos isolados EH809-GO, EH1180-PR, EH1548-
DF provenientes de batateira foi condizente com a caracterizacdo molecular sendo que
estes foram identificados como A. grandis. Os isolados EH1261-DF, EH1377-CE e
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EH1823-CE, todos de tomateiro, foram caracterizados morfologicamente como A.
cretica, A. mimicula e A. tomatophila, respectivamente, estando também de acordo com
a caracterizacdo molecular. No entanto os isolados EH1143-RS de tomateiro, EH679-
MG de berinjela e EH1642-BA de lobeira, apesar de terem sido reconhecidos
molecularmente como A. dauci, A. grandis e A. solani nessa ordem, esses isolados
apresentaram morfologia de conidios diversa dos isolados utilizados como referéncia.
Segundo Van Der Walls et al., (2004), populacbes de A. solani apresentam alta
variabilidade genética a qual proporciona variagcbes nas caracteristicas morfoldgicas
(Rotem, 1994). Deste modo, a variabilidade genética possivelmente ocorreu ndo sé para
A. solani, mas também para os isolados de A. dauci e A. grandis identificados no
presente estudo, sendo, portanto o fator responsavel pela diferenciacdo morfolégica dos
isolados EH1143-RS (A. dauci), EH679-MG (A. grandis) de berinjela e EH1642-BA (A.
solani) quando comparado aos isolados de referéncia.

As caracteristicas morfologicas dos conidios dos isolados avaliados e
identificados no presente estudo foram similares aquelas descritas por Simmons (2007).
Em trabalhos de pesquisa realizados no Brasil com caracterizacdo morfologica e
molecular de Alternaria, Rodrigues et al. (2010) distinguiram as especies A.
tomatophila, A. cretica e A. grandis de um isolado representativo de A. solani por meio
de caracteristicas morfoldgicas. J& Gannibal et al. (2014), ndo detectaram a ocorréncia
de A. cretica, associada a tomateiro e A. grandis em batateira, mas conseguiram
distinguir A. tomatophila de A. solani, por meio de atributos morfolégicos de isolados
de Alternaria oriundos da Russia. No presente estudo foi possivel distinguir
morfologicamente isolados pertencentes as espécies A. cretica, A. mimicula e A.
tomatophila associadas ao tomateiro e A. grandis associada a batateira 0s quais se
mostram patogénicos aos seus respectivos hospedeiros de origem em testes de
patogenicidade (dados ndo mostrados).

Pesquisas combinando a caracterizacdo molecular e morfolégica na identificacdo
de espécies de Alternaria de solanaceas ainda sdo relativamente escassas na literatura
(Lourenco-Junior et al., 2009). Neste contexto, o presente trabalho representa uma
adicdo de um conjunto amplo de informacdes acerca da diversidade fenotipica e
genética de isolados de Alternaria nesse importante grupo de plantas hospedeiras. A

identidade de espécies de Alternaria de hortalicas, plantas daninhas e solanaceas
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silvestres e o papel desses patdgenos como potenciais fontes de indculo para culturas

economicamente importantes apresentam varios impactos de ordem pratica, fornecendo

a base cientifica para o estabelecimento de sistemas mais eficientes de manejo da pinta-

preta em condicdes naturais e nos diferentes sistemas de producéo.
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720
721

Tabela 1. Cddigo do isolado, planta hospedeira original e local de coleta de 117

isolados de Alternaria obtidos de solanaceas

Cdodigo do  Hospedeiro de origem Local de origem Ano de
isolado coleta
EH7 Nicandra physaloides Gama-DF 2002
EH14 Solanum lycopersicum  Lago Azul-GO 2002
EH568 S. lycopersicum Lavras-MG 2003
EH584 S. lycopersicum Recanto das Emas-DF 2003
EH643 S. tuberosum Mucugé-BA 2003
EH679 S. melongena Teixeiras-MG 2003
EH680 S. melongena Ibipeba-BA 2003
EH686 Datura sp. Irecé-BA 2003
EH694 S. tuberosum Ponte Alta-DF 2003
EH742 S. lycopersicum Barbacena-MG 2004
EH768 S. lycopersicum Cristopolis-BA 2003
EH809 S. tuberosum Cristalina-GO 2003
EH862 S. lycopersicum Cristalina-GO 2003
EH1120 S. lycopersicum Alfredo Wagner-SC 2005
EH1122 S. lycopersicum Lebon Régis-SC 2005
EH1143 S. lycopersicum Pelotas-RS 2005
EH1168 Capsicum annuum Camocim de Sdo Félix-PE 2005
EH1174 S. lycopersicum Araucaria-PR 2005
EH1176 S. tuberosum Contenda-PR 2005
EH1180 S. tuberosum Contenda-PR 2005
EH1182 S. tuberosum Contenda-PR 2005
EH1183 S. tuberosum Contenda-PR 2005
EH1185 S. tuberosum Séao Francisco de Paula-RS 2005
EH1186 S. tuberosum Sao Francisco de Paula-RS 2005
EH1189 S. tuberosum Sao Francisco de Paula-RS 2005
EH1208 S. lycopersicum Colombo-PR 2005
EH1209 S. lycopersicum Araucaria-PR 2005
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EH1210
EH1214
EH1228
EH1230
EH1232
EH1233
EH1234
EH1235
EH1236
EH1237
EH1238
EH1239
EH1249
EH1252
EH1255
EH1256
EH1257
EH1261
EH1266
EH1330
EH1331
EH1332
EH1336
EH1339
EH1341
EH1374
EH1376
EH1377
EH1381
EH1406
EH1435
EH1436

S
S

S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S. lycopersicum
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
S
C

. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum
. tuberosum

. lycopersicum

. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. tuberosum

. tuberosum

. tuberosum

. tuberosum

. tuberosum

. tuberosum

. tuberosum

. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
. lycopersicum
.. annuum

. lycopersicum

. lycopersicum

Araucaria-PR

Gama-DF

Gama-DF

Major Vieira-SC

Major Vieira-SC

Major Vieira-SC
Papanduva-SC
Papanduva-SC
Papanduva-SC
Canoinhas-SC
Canoinhas-SC
Canoinhas-SC
Pelotas-RS

Itobi-SP

Planaltina-DF
Planaltina-DF
Planaltina-DF

Aguas Claras-DF
Gama-DF

Guaraciaba do Norte-CE
Guaraciaba do Norte-CE
Guaraciaba do Norte-CE
Guaraciaba do Norte-CE
Guaraciaba do Norte-CE
Guaraciaba do Norte-CE
Guaraciaba do Norte-CE
Guaraciaba do Norte-CE
Guaraciaba do Norte-CE
Capédo Bonito-SP
Igarapé-MG
Itapetininga-SP
Itapetininga-SP

2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2006
2006
2006
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2005
2006
2005
2005
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EH1437
EH1440
EH1441
EH1467
EH1469
EH1489
EH1495
EH1505
EH1509
EH1511
EH1534
EH1548
EH1549
EH1559
EH1642
EH1643
EH1654
EH1655
EH1672
EH1674
EH1675
EH1687
EH1707
EH1712
EH1738
EH1792
EH1799
EH1800
EH1801
EH1802
EH1806
EH1821

S. lycopersicum
S. lycopersicum
S. lycopersicum
S. tuberosum

S. tuberosum

Nicotiana tabacum

N. tabacum

S. melongena

. melongena

. lycopersicum
. lycopersicum
. tuberosum

. tuberosum

. tuberosum

. lycocarpum

w nu unu unu unu unu u m

. lycocarpum
N. physaloides
N. physaloides
S. lycopersicum
S. lycopersicum
S. lycopersicum
S. lycocarpum
S. lycopersicum
S. tuberosum
Datura sp.

S. lycopersicum
S. lycopersicum
S. tuberosum

S. tuberosum

S. tuberosum

S. melongena

S. lycopersicum

Itapetininga-SP
Itapetininga-SP
Itapetininga-SP
Itapetininga-SP
Itapetininga-SP
Tijucas-SC
Tijucas-SC
Brasilia-DF
Gama-DF
Gama-DF
Marechal Floriano-ES
Gama-DF
Gama-DF
Ibicoara-BA
Ibicoara-BA
Ibicoara-BA
Gama-DF
Gama-DF
Araguari-MG
Taquara-RS
Taquara-RS
Gama-DF
Matinha-TO
Niquelandia-GO
Gama-DF

Nova Friburgo-RJ
Lago Sul-DF
Itapetininga-SP
Itapetininga-SP
Itapetininga-SP
Camocim de Séo Félix-PE
Ubajara-CE

2005
2005
2005
2005
2005
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2007
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2006
2007
2007
2008
2008
2009
2009
2009
2009
2009
2009
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722
723
724
725
726
727

EH1822 S. lycopersicum
EH1823 S. lycopersicum
EH1834 S. lycopersicum
EH1835 S. lycopersicum
EH1836 S. lycopersicum
EH1846 S. lycopersicum
EH1888 S. lycopersicum
EH1892 S. lycopersicum
EH1903 S. lycopersicum
EH1904 S. lycopersicum
EH1911 S. lycopersicum
EH1912 S. lycopersicum
EH1952 Solanum sp.

EH1971 S. tuberosum

EH1975 S. lycopersicum
EH1976 S. lycopersicum
EH1996 S. lycopersicum
EH2061 S. lycopersicum
EH2062 S. lycopersicum
EH2112 S. lycopersicum
EH2113 S. lycopersicum
EH2116 N. physaloides
EH2117 N. physaloides
EH2119 S. lycopersicum
EH2120 S. lycopersicum
EH2121 S. lycopersicum

Ubajara-CE
Ubajara-CE
Guaira-SP
Cafelandia-SP
Cafelandia-SP
Planaltina-DF
Rio Verde-GO
Piracanjuba-GO
Gama-DF
Gama-DF
Planaltina-DF
Planaltina-DF
Lebon Régis-SC
Bom Jesus-RS
Planaltina-DF
Planaltina-DF
Morrinhos-GO
Planaltina-GO
Planaltina-GO
Brasilia de Minas-MG
Gama-DF
Gama-DF
Gama-DF
Gama-DF
Capéo Bonito-SP
Gama-DF

2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2009
2010
2010
2010
2010
2010
2011
2011
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013

EH, Embrapa Hortalicas; BA, Bahia; CE, Ceara; DF, Distrito Federal; ES,
Espirito Santo; GO, Goias; MG, Minas Gerais; PE, Pernambuco; PR, Parana;
RJ, Rio de Janeiro; RS, Rio Grande do Sul; SC, Santa Catarina; SP, S&o Paulo;

TO, Tocantins.
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Tabela 2. Primers utilizados nas reagdes de PCR.

Lo6cus Primer Sequéncia do primer (5°-3°) Referéncia
Altal Alt-rev ACGAGGGTGAYGTAGGCGTC | Hong et al.,
Alt-for ATGCAGTTCACCACCATCGC 2005
GPD GPD-1 CAACGGCTTCGGTCGCATTG Berbee et
GPD-2 GCCAAGCAGTTGGTTGTGC 2l 199
Calmodulina CaldF1 AGCAAGTCTCCGAGTTCAAGG | Lawrence et
CaldRl | CTTCTGCATCATCAYCTGGACG al, 2013

Tabela 3. Isolados de referéncia de espécies de Alternaria cujas sequéncias foram

obtidas do GenBank e utilizadas na filogenia

Cddigo GenBank

Isolado Hospedeiro Local
Altal GPD Calmodulina
Alternaria. alternata EGS 34016 AY563301.1 - - Arachis hypogaea IN
A. brassicae BMP 0322 AY563309.1 AY562414.1 - Brassica sp. EU
A. capsici BMP0180 AY563298.1 AY562408.1 JQ646256.1 Capsicum annuum EU
A. capsici EGS45075 GQ180087.1 GQ180071.1 - C. annuum EU
A. crassa DDGAcrl AY563293.1 - - Datura stramonium/ EU
Nicandra physalodes
A. crassa EGS44071 GQ180088.1 GQ180072.1 - Datura stramonium/ EU
Nicandra physaloides
A. cretica CBS109164 JQ646426.1 JQ646342.1  JQ646250.1  Solanum lycopersicum  GR
A. cretica EGS46188 GQ180090.1 GQ180074.1 - S. lycopersicum GR
A. cyphomandrae EGS40058 GQ180075.1 GQ180091.1 - S. betacea NZ
A. dauci BA1491 (=EGS46152) HE796726.1 HE796763.1 - Daucus carota NZ
A. dauci BMP167 (=ATCC36613) HE796725.1 HE796762.1 - D. carota EU
A. elegans EGS45072 GQ180092.1 GQ180076.1 - S. lycopersicum BF
A. grandis CBS109158 JQ646425.1 GQ180077.1 JQ646249.1 S. tuberosum EU
A. grandis EGS44106 GQ180093.1 GQ180077.1 - S. tuberosum EU
A. mimicula EGS01056 GQ180094.1 GQ180078.1 - S. lycopersicum EU
A. nitrimali EGS46151 GQ180095.1 GQ180079.1 - S. viarum EU
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A. porri BA1451 (=EGS48147) HE796715.1 HE796752.1 - Allium cepa EU
A. porri BA1553 (=EGS49065) HE796717.1 HE796754.1 - A. cepa ME
A. solani ATCC58177 AY563299.1 AY278807.1 JQ646232.1 S. tuberosum EU
A. solani BA1444 (=EGS44098) HE796705.1 HE796742.1 - Solanum tuberosum EU
A. solani BA1546 (=EGS46125) HE796708.1 HE796745.1 - S. tuberosum EU
A. solani BA1552 (=EGS45020) HE796707.1 HE796744.1 - S. tuberosum EU
A. solani BA1558 (=EGS46133) HE796709.1 HE796746.1 - S. tuberosum EU
A. solani BA1937 (=CBS 109157) HE796713.1 HE796750.1 - S. tuberosum EU
A. solani BA1946 (=CBS 11041) HE796714.1 HE796751.1 - S. tuberosum DI
A. solani BMP181 HE796710.1 - - S. lycopersicum EU
A. solani EGS45020 GQ180097.1 - - S. tuberosum EU
A. solani-nigri CBS113403 JQ646417.1 JQ646333.1  JQ646233.1 S. nigrum IN
A. subcylindrica CBS109161 JQ646429.1 JQ646345.1  JQ646254.1 S .lycopersicum EU
A. subcylindrica EGS45113 GQ180100.1 GQ180084.1 - S. lycopersicum EU
A. tomatophila BA1443 (=EGS44074) HE796702.1 HE796739.1 - S. lycopersicum EU
A. tomatophila BA1523 (=EGS44024) HE796694.1 HE796731.1 - S. lycopersicum AU
A. tomatophila BA1524 (=EGS44036) HE796701.1 HE796738.1 - S. lycopersicum AU
A. tomatophila BA1526 (=EGS46161) HE796703.1 HE796740.1 - S. lycopersicum NZ
A. tomatophila BA1527 (=EGS48026) HE796700.1 HE796737.1 - S. lycopersicum VE
A. tomatophila BA1528 (=EGS50065) HE796699.1 HE796736.1 - S. lycopersicum EU
A. tomatophila EGS42156 GQ180101.1 GQ180085.1 JQ646257.1 S. lycopersicum EU

735 ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA; BA, Birgitte Andersen, Centre for Microbial Biotechnology,

736 Technical University of Denmark, Lyngby, Denmark; BMP, Barry M. Pryor, Department of Plant Pathology, University of Arizona,

737 Tucson, USA; CBS, Fungal Biodiversity Centre, Utrecht, The Netherlands; DGG, D. G. Gilchrist, Department of Plant Pathology,

738 University of California, Davis, CA 95616; EGS, Emory G. Simmons, Crawfordsville, USA; AU, Austrélia; BF, Burkina Faso; EU

739 Estados Unidos; DI, Dinamarca; GR, Grécia; IN, india; ME México; NZ, Nova Zelandia; VE, Venezuela.
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Tabela 4. Caracterizagdo morfoldgica de isolados de Alternaria oriundos de tomateiro

(Solanum lycopersicum) e batateira (S. tuberosum)

Isolado Espécie Rostros Corpo Rostro Septos
(%0)
1/2/3 Comprimento Largura Comprimento 1/2/3 Trans. Long.
(um) (pm) (pm)
S. lycopersicum
EGS 42-156 A.tomatophila  11/65/24 70-99 16 - 20 147-216/144-184/97-172 7-12 1-4
AS440 A. cretica 62/34/4 70 -100 12-16 133-197/126-199/121-147 7-12 0-3
EH1143-RS 33,32 -48,94 8,67 - 15,70 3,72-14,84 4-6 0-4
EH1210-PR 72128 60,93 - 98,74 12,67 — 25,92 178,18 - 282,87 6-10 0-5
EH1214-DF 52,47 - 101,57 18,04 - 31,64 94,57 - 236,54 5-10 2-8
EH1252-SP 59,33 - 106,79 18,91 -34,73 8,50 - 77,99 5-10 2-8
EH1261-DF 62/34/4 70,65 - 125,44 11,99 - 29,45 97,18 - 248,24/111,58 - 6-12 0-5
235,64/138,09 -194,87
EH1377-CE 52,25 -72,29 16,71 - 30,22 11,28 - 33,53 4-7 1-10
EH1435-SP 84/16 62,33 - 126,40 11,44 - 29,25 64,83 - 210,46/70,05 - 6-11 0-6
164,32
EH1823-CE 60/38/2 69,15 -97,85 14,13-19,23 124,23 - 208,43/95,46 - 6-11 1-6
211,12/145,65 - 159,87
EH2113-DF 75,47 - 111,29 19,18 - 37,79 22,22 -72,84 7-12 3-9
S. tuberosum
EGS 44-098 A. solani 85-100 18-22 83-110 8-12 1-3
AS216 A grandis 104 - 161 14 - 17 156 - 206 11-14 0-3
EH809-GO 91,66 - 140,87 13,03 - 20,68 81,35 -200,98 8-12 0-4
EH1180-PR 116,38 - 247,63 15,95 - 24,18 95,91 - 221,49 9-18 0-5
EH1548-DF 110,54 - 163,38 18,63 - 29,63 87,99 - 182,55 9-16 0-4
EH1952-SC 68,87 - 103,40 11,46 - 18,53 69,44 — 260,09 7-11 0-4
Tabela 5. Caracterizacdo morfologica de isolados de Alternaria oriundos de berinjela e
solanaceas invasoras silvestres
Isolado Espécie Rostros Corpo Rostro Septos
(%)
1/2/3/4 Comprimento( Largura Comprimento 1/2/3/4 Trans. Long.
pm) (pm) (um)
EGS 42-156 A. tomatophila 11/65/24 70-99 16 - 20 147-216/144-184/97-172 7-12 1-4
AS440 A. cretica 62/34/4 70 -100 12-16 133-197/126-199/121-147 7-12 0-3
EGS 44-098 A. solani 85-100 18 -22 83-110 8-12 1-3
AS216 A grandis 104 - 161 14 -17 156 - 206 11-14 0-3
EH679-Sm-MG 46/50/4 89,44 - 144,57 16,61 - 26,75 43,08-183,39/48,45-181,88 8-13 2-6
EH1642-Sly-BA 34/56/8/2 60,48 - 93,98 17,77 - 23,67 124,01-191,98/113,61- 5-8 1-5
192,14/44,82-161,18/77,49-
214,58
EH1654-Np-DF 98/2 55,53 - 80,05 14,38 - 21,82 23,97-154,97/51,46-110,50 6-11 2-7
EH1738-Ds-DF 82,09 -121,93 16,28 - 28,94 67,61-188,77 7-11 0-4
EH2117-Np-DF 96/4 69,63 - 101,07 16,28 — 26,78 81,10-160,84 6-9 0-4
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Ds: D.stramonium, Np: Nicandra physaloides (Joa de Capote), Sly: Solanum lycocarpum (Lobeira), Sm: S.melongena (Berinjela).
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Figura 1. Anélise filogenética por inferéncia Bayesiana, Maxima Parciménia e Maxima
Verossimilhanga da regido Alt a 1. Valores representados por um tragco foram menores
que 0,75 para probabilidade posterior e menores que 70% e 65% para o0s valores de

bootstrap da Méaxima Parcimdnia e Maxima Verossimilhanga, respectivamente.
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Figura 2. Analise filogenética por inferéncia Bayesiana, Maxima Parcimbnia e Maxima

Verossimilhanca das regifes Alt a 1 e GPD. Valores representados por um tragco foram

menores que 0,75 para probabilidade posterior e menores que 70% e 65% para 0s

valores

respectivamente.

de bootstrap da Maxima Parcimbnia e Maxima Verossimilhanca,

64



786
787

788
789
790
791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804

0,75/78/-

EH1233_St SC -

EHI1802_SE_SP

EH643_St_BA
EHB0S_SE_GO
EH694_St_DF

EH1336_St_CE

EH1707_SI_TO

1/96/88

EH1712_SE_GO — A. grandis
EH1952_55 SC

EH1209_SI_PR
EH742_S|_MG
EH1892_S]_GO

EH1249_St_RS
EH1176__St_PR

EH679_Sm_ING
£H1122_SISC

EH680_Sm_BA

EH1534_SIES
EH1180__St_PR

A.grandis_EGS44106_St_US

EH686_Dsp_8A
Aporri_ BAI4S1_Ac_EU

0,88 /74/76

Asolani_8A1946_Sa_DI

tEU
Asolani_8A1546_SE_EU

089 /80/-

Aporr_8A1553_ Ac ME  __J

A 1 8A1528_SI_EU
EH1823 51 CE

EH1435_S[_SP

EH1836_ST_SP
A

BA1523 S|_AU

087 /79/-

B8A1526_S|_NZ A. tomatophila e A. subcylindrica

1 8BA1527_S|_VE
1 BA1524_SI_AU

IS99

8144375 EU

a_EGS45113_S|_EU

A
EH1642_Sly_BA
EH7_Np_DF

089 /-/-

0.7 /-/66

7_Np_
EH2117_Np_DF
A

r
{
r

> £GS40058_Ch_NZ

EH1261_SI_DF
Acretica_EGS46188_S|_GR

1/98/98

Asolani_nigri_C8$113403_Sn_IN

EHB62_S_GO

EH1654_Np_DF
EH12147SI_DF

055 /74/73 ‘

‘ -/82/85

EH1655_Np_DF

EH1406_Ca_MG

EH1143_S|_RS

1/97/95

[
|
[
[
[
L

Adauci_8A1491_Dc_NZ } A. dauci
Adauc_BIP167.DE_EU

093/86/-

0,99/84/89

[

L Anitrimali_EGS46151_Sv_US
EH1252_S1_SP

EH2113_SI_DF
1/98/94

r EH1377.51_CE

[

1/-/99 I

Aelegans EGs45072_S|_8F

A.calendulae_C3522476_Co_AL

Apanax_EGS46157_Ms NZ

s

representados por um traco foram menores que 0,75 para probabilidade posterior.

Acapsici_EGS45075_Ca_EU
Acrassa_£GS44071_Ds_Np_EU

) Amrm:cu/a_ecsmoﬁ_s/_us]‘ A. mimicula

Figura 3. Andlise filogenética por inferéncia Bayesiana da regido GPD. Valores

65



805
806

807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821

A.s0laniATCC58177StEU.

EH18365I5P
L) F———————— EHia3ssisp
Asubcylindricacas109161sieu — A. tomatophila e A. subcylindrica
A 2156SIEU
A L EH1823sICE
EH1261SIDF .
A. cretica
A.creticaC85109164SIGR
EH6795mMG
1/100/100 f——————— AgrandisCBS109158StEU
1 .
/94/51 EH1548StDF A. grandis
EH11805tPR
1/-/-
(o]
EH7NpDF
A.solaninigriC8$113403SnIN
0,98 /94/90 EH1738DspDF
1/99/99 A.capsiciBMP0IS0CAEU
L FH12528I5P
EH1654NpDF
i ). [ EHI655NpDF
EHB625IGO
1/100/100
EH1406CaMG
1/96/98
EH1214SIDF
EH1143SIRS
A.calendul 22476CoAL

0.7

Figura 4. Anélise filogenética por inferéncia Bayesiana, Maxima Parcim6nia e Maxima
Verossim das regifes Alt a 1 e GPD e Calmodulina. Valores representados por um trago
foram menores que 0,75 para probabilidade posterior e menores que 70% e 65% para 0s
valores de bootstrap da Maxima Parcimbnia e Maxima Verossimilhanga,

respectivamente.

66



CAPITULO Il

Patogenicidade e sensibilidade ao fungicida tebuconazole

em isolados de Alternaria spp. de solanaceas
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Patogenicidade e sensibilidade ao fungicida tebuconazole em isolados de Alternaria

spp. de solanaceas

Celma C Peixoto'; Ailton Reis?; Leonardo S Boiteux®

'Universidade Federal Rural de Pernambuco, Area de Fitossanidade, Dpt® Agronomia,
CEP 52171-900, Recife-PE; Embrapa Hortalicas, C Postal 218, 70351-970 - Brasilia -
DF; celmapeixoto22@gmail.com; ailton.reis@embrapa.br;
leonardo.boiteux@embrapa.br.

Resumo

Espécies do género Alternaria podem causar pinta-preta em varias solanaceas, incluindo
espécies de importancia econdémica e invasoras, sendo que o controle da mesma é
basicamente feito mediante uso de fungicidas protetores e sistémicos. Neste sentido o
presente trabalho teve como objetivos avaliar a gama de hospedeiras e a sensibilidade
ao fungicida tebuconazole em isolados de Alternaria oriundos de solanaceas cultivaveis
e invasoras silvestres. Para a avaliacdo da gama de hospedeiras foram utilizadas as
espécies cultivaveis tomateiro, batateira, pimentdo, berinjela e jil6 e as invasoras Datura
stramonium e Physales pubescens as quais foram inoculadas com 12 isolados de
Alternaria. Nos testes de sensibilidade foram utilizadas as concentracdes 0; 0,5; 1; 5;
10; 50; 100 e 200 ppm do tebuconazole e 39 isolados de Alternaria. Todos os isolados
avaliados no teste de patogenicidade provocaram sintomas de pinta-preta em tomateiro.
O isolado EH1642-BA de A. solani oriundo de lobeira provocou sintomas em todas as
hospedeiras exceto o pimentdo. O isolado EH1823-CE de A. tomatophila e 0 EH1548-
DF de A. grandis provenientes de tomateiro e batateira, respectivamente, foram
patogénicos a ambas hospedeiras. Ja 0 EH1143-RS de A. dauci e o0 EH1377-CE de A.
mimicula ambos de tomateiro apresentaram especificidade por sua hospedeira original.
Os isolados EH1214-DF, EH1252-SP, EH2113-DF oriundos do tomateiro e 0 EH679-
MG proveniente de berinjela causaram doenga nas invasoras D. stramonium e P.
pubescens enquanto que o EH1654-DF de N. physaloides causou pinta-preta em
tomateiro e 0 EH1738-DF de D. stramonium provocou sintomas em tomateiro, batateira

e jilé. A maioria dos isolados de Alternaria mostrou-se sensivel ao tebuconazole nos
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testes in vitro. Desta forma verifica-se que diferentes espécies de Alternaria sdo capazes

de causar pinta-preta em diferentes solanaceas sendo que algumas invasoras silvestres

podem atuar como fontes de indculo do patégeno e o tebuconazole foi eficiente no

controle in vitro de todos os isolados avaliados.

Palavras chave: pinta-preta, hospedeiros alternativos, controle quimico.
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Pathogenicity and sensitivity to fungicide tebuconazole on Alternaria spp. from

Solanaceae

Abstract

Species of Alternaria genus, can cause early blight in several solanaceous hosts,
including economically important and wild species. The control of this disease is
basically done through the use of protective and systemic fungicides. In this sense this
work aimed to evaluate the host range and the sensitivity to fungicide tebuconazole of
Alternaria isolates from cultivated and wild solanaceous. For the evaluation of the host
range it was used the cultivable species tomato, potato, pepper, eggplant and jilé and the
wild species Datura stramonium and Physales pubescens which were inoculated with
12 Alternaria isolates. For the tebuconazole sensitivity tests it was used the fungide
concentrations 0; 0,5; 1; 5; 10; 50; 100 and 200 ppm and 39 Alternaria isolates were
evaluated. All isolates evaluated in the pathogenicity test caused early blight symptoms
on tomato. The A. solani isolate EH1642-BA from lobeira caused symptoms in all host
plants except sweet pepper. The isolate EH1823-CE of A. tomatophila and the isolate
EH1548-DF of A. grandis from tomato and potato, respectively, caused disease on both
hosts plants. EH1143-RS of A. dauci and the EH1377-CE of A. mimicula, both isolates
from tomato, were specific for their host plant. The isolates EH1214-DF, EH1252-SP,
EH2113-DF from tomato and the EH679-MG from eggplant caused disease symptoms
on D. stramonium and P. pubescens, whereas the isolate EH1654-DF from N.
physaloides caused early blight on tomato and the isolate EH1738-DF from D.
stramonium induced symptoms on tomato, potato and jil6. Most Alternaria isolates
were sensitive to tebuconazole on in vitro tests. The results of this work showed that
Alternaria species are able to cause early blight on different solanaceous species, some
wild solanaceous can act as pathogen inoculum sources and the tebuconazole was

efficient in the in vitro control of the all Alternaria isolates evaluated in this study.

Keywords: early blight, solanaceous wild, chemical control.
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Introducéo

Dentre as doencas que atingem as solandceas destaca-se a pinta-preta,
alternariose ou mancha de alternaria como uma daquelas de maior relevancia em termos
de danos econdmicos. A pinta-preta, cujos agentes etioldgicos sdo espécies de fungos
pertencentes ao género Alternaria, é capaz de afetar diversas solandceas importantes
economicamente tais como tomate (Solanum lycopersicum L.), batata (S. tuberosum L.),
pimentdo (Capsicum annuum L.), berinjela (S. melogena L.) e jilé (S. jilo L.) e ainda
algumas solanéceas silvestres ou invasoras. A destruicdo severa da area foliar das
plantas afetadas é caracteristica desta doenca, cujo controle é basicamente feito
mediante aplicacdo de fungicidas protetores e sistémicos (REIS et al., 2002).

Alternaria spp. pode provocar a pinta-preta em varias hortalicas solanaceas
causando sintomas em diferentes partes da planta. Em tomateiro os sintomas aparecem
em folhas, peciolos, caules e frutos enquanto que em batateira 0s mesmos ocorrem nas
folhas, peciolos, hastes e tubérculos. Ja no caso do jilo, berinjela e piment&o os unicos
orgaos afetados pela doenca séo as folhas (Tofoli & Domingues, 2004). As manchas
foliares geralmente apresentam coloracdo marrom escura ou preta com a presenca de
anéis conceéntricos e preferencialmente estes sintomas surgem num primeiro momento
nas folhas mais velhas. Nos ramos, caules e tubérculos as lesdes tipicas da doenca sdo
escuras e deprimidas enquanto que em frutos as mesmas podem apresentar-se na forma
de pequenas lesbes escurecidas e profundas que posteriormente coalescem cobrindo
grande parte da superficie do fruto (Agrios, 2005, Pereira et al., 2013). A ocorréncia de
elevada severidade da doenca em geral é caracterizada por uma grande reducdo da area
foliar da hospedeira, queda do vigor das plantas, quebras das hastes, depreciacdo de
frutos e tubérculos e morte de plantas tendo como consequéncia a diminuicdo e até
mesmo perda da producéo e qualidade dos produtos (Tofoli & Domingues, 2004).

A pinta-preta em solanaceas pode ser controlada pelo uso de fungicidas
quimicos. O controle ¢é feito mediante aplicacdes realizadas preventivamente, no inicio
do periodo vegetativo, de fungicidas protetores contendo ingredientes ativos tais como
mancozeb, metiram, propineb e clorotalonil, ou clupricos a exemplo do oxicloreto de
cobre, hidroxido de cobre e Oxido cuproso. Caso haja alta incidéncia da doenca

recomenda-se a aplicacdo de fungicidas sistémicos, 0s quais caracterizam-se por
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apresentar modo de acdo especifico sendo desta forma adotados no controle curativo,
intercalados com fungicidas protetores. Os fungicidas sistémicos contendo 0s principios
ativos boscalida, iprodiona, procimidona, tebuconazol, difenoconazol, tetraconazol,
bromuconazol, imidazol, procloraz, pirimetanil, azoxistrobina e ciprodinil séo
comumente utilizados no controle da pinta-preta (Pereira et al., 2013).

Diferentes espécies de Alternaria sdo capazes de causar a pinta-preta em
diversas hortalicas solanaceas incluindo espécies cultivadas comercialmente ou
silvestres existentes nos locais de plantio sendo que estas Ultimas podem atuar como
fontes de in6culo do patdgeno. Também ha ainda a possibilidade destas espécies de
Alternaria apresentarem sensibilidades distintas aos varios fungicidas, ou combinagdes
destes, que sdo utilizados no controle quimico da doenca nos campos de cultivo. Assim,
este trabalho foi realizado com o intuito de avaliar a gama de hospedeiras solanaceas e a
sensibilidade ao fungicida sistémico tebuconazole (Folicur®), de isolados de Alternaria

obtidos de plantas cultivaveis e invasoras silvestres pertencentes a familia Solanacea.
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Material e Métodos

1. Avaliacéo da gama de hospedeiras

Nesta avaliacdo foram utilizados 12 isolados previamente caracterizados por
meio de andlise de sequéncias de DNA das regides Alt al, GPD e Calmodulina, e
morfologicamente por meio de mensuracbes das dimensGes dos conidios e
quantificacdo do numero de rostros e septos (Tabela 1). Estes isolados foram obtidos de
hortalicas solanaceas sendo 7 oriundos de tomateiro, 1 de batateira, 1 de berinjela, 1 de
joa de capote (Nicandra physaloides), 1 de datura (Datura stramonium) e 1 de lobeira
(Solanum lycocarpum) originarios da Bahia, Ceara, Distrito Federal, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul, Parana e S&o Paulo.

Primeiramente, os isolados foram repicados para placas de Petri contendo o0s
meios V8 (Suco de Oito Vegetais, Campbel) com pH de 6,4 e PCA (Potato Carrot
Agar), as quais foram mantidas sem filme plastico, seguido de incubacdo em camara de
crescimento (B.0.D.) a 22°C por 7 dias (Simmons, 2007). Apos este periodo os conidios
foram removidos com a adicdo de 10 mL de agua destilada, contendo espalhante
adesivo (Tween 80®) a 0,1%, em cada placa, seguida de raspagem superficial da
colénia com escova de cerdas macias. A suspensdo foi filtrada em dupla camada de
gaze esterilizada, sendo posteriormente recolhida em um béquer. A quantificacdo do
namero de conidios de cada suspensdo correspondente a cada isolado foi feita com o
auxilio de uma camara de Neubauer (hemacitbmetro) e as concentracBes foram
devidamente ajustadas para 10* conidios/mL.

Foram utilizadas 7 espécies de solanaceas hospedeiras sendo estas: tomateiro,
batateira, pimentdo, berinjela, jil6, datura e fisales (Physalis. pubescens L.).
Primeiramente foram feitas sementeiras em bandejas de 128 células contendo substrato
Plantmax®, colocando-se duas sementes por célula, as quais foram mantidas sob
condicdes de casa de vegetacdo. Apos cerca de 15 dias as mudas foram transferidas para
vasos de 1L com solo sendo mantidas nas mesmas condi¢Ges anteriormente citadas.
Depois de trés meses as plantas tiveram suas partes aéreas inoculadas via pulverizacao
com as suspensdes fangicas sendo em seguida colocadas em camara Uumida por 24

horas. As avaliacbes da presenca ou auséncia das lesGes que caracterizam 0s sintomas
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da pinta-preta foram realizadas 7 dias ap6s a inoculacdo. As folhas com sintomas foram
coletadas e colocadas em camara imida com o propdsito de se confirmar a presencga do
patdgeno nas lesdes. S6 foram considerados patogénicos isolados que causaram lesbes
em folhas inoculadas e nestas foi observada esporulacdo do patégeno em cadmara Umida.
Adotou-se neste experimento o delineamento inteiramente casualizado com trés

repeticdes por tratamento sendo utilizadas duas plantas por cada vaso.

2. Avaliagéo da sensibilidade ao tebuconazole

Foram utilizados 39 isolados de Alternaria, selecionados a partir de analise de
sequéncias de DNA da regido Alt a 1, obtidos de diversas solanaceas e diferentes
regides do Brasil. Estes foram avaliados quanto a sensibilidade ao fungicida sistémico
tebuconazole (Folicur® 200 EC).

Inicialmente foi realizada a transferéncia de um disco de meio de cultura
contendo estruturas do patégeno de 10 mm de didmetro, obtidos das margens de
colonias cultivadas por 7 dias em meio BDA (Batata Dextrose e Agar), para placas de
Petri contendo cerca de 15mL de meio BDA, sem antibidtico e suplementado com doses
crescentes (0,5; 1; 5; 10; 50; 100; 200 ppm) de tebuconazole e uma testemunha sem
fungicida. As placas foram incubadas fechadas em camara de crescimento (B.O.D.) a
22°C com fotoperiodo de 8 horas de luz e 16 de escuro.

Foram realizadas trés mensuracgdes, registrando-se o didmetro da col6nia em
duas direcBes perpendiculares, em intervalos de trés dias contatos a partir da
implantacdo do experimento. O diametro original do disco de micélio (10 mm) foi
subtraido dessa mensuracdo e foi feito o calculo da porcentagem de inibicdo do
crescimento micelial (ICMg) por meio da férmula ICMg=[(T — F)/T]x100, onde T é o
didmetro da coldnia da testemunha e F é o didmetro da coldnia do tratamento com o
fungicida. Os experimentos foram realizados duas vezes. Realizou-se o célculo da
concentracdo efetiva (mg.mL™) para inibir 50% do crescimento micelial (CEso) para
cada um dos isolados mediante regressdo linear das inibicdes do crescimento micelial
versus a transformacao log;o para cada concentracdo do fungicida (Pereira et al., 2012).
Distribuicdo de frequéncia dos isolados entre valores de CEsy foram estabelecidos,

assim os isolados foram agrupados de acordo com o grau de sensibilidade ao fungicida.
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Resultados e Discussao

1. Avaliacéo da gama de hospedeiras

Os dados da avaliacdo da gama de hospedeiras podem ser visualizados na Tabela
2. Todos os 12 isolados avaliados causaram o0s sintomas caracteristicos da pinta-preta
em tomate independente do hospedeiro de origem. Para batateira, 7 dos isolados
testados foram capazes de causar a doenca sendo 3 oriundos de tomateiro, 1 de
batateira, 1 de berinjela, 1 de lobeira e 1 de datura. Foi verificada a esporulagdo do
fungo nas lesBes presentes nas folhas coletadas e submetidas a camara Umida
confirmando assim a ocorréncia da pinta-preta.

Trabalhos de pesquisa com isolados de A. solani provenientes de tomateiro
mostraram que estes isolados foram capazes de causar pinta-preta em diferentes
espécies do género Solanum (Henning & Alexander, 1959), corroborando com os
resultados encontrados anteriormente por Neergaard (1945) que verificou
inespecificidade por planta hospedeira ao trabalhar com A. solani. Strandber (1992)
verificaram que as espécies A. alternata e A. solani ndo apresentam preferéncia a uma
Unica planta hospedeira. Segundo o autor A. alternata pode provocar pinta-preta em
tomateiro, batateira, pimentdo e berinjela, e A. solani causa doenca em tomateiro,
batateira e pimentdo. A existéncia de uma possivel auséncia de especificidade por
hospedeiro foi relatada por Reis & Boiteux (2008, 2010), em estudos mais recentes com
espécies hospedeiras de A. brassicae e A. brassicicola na familia Brassicaceae no
Brasil. Os autores verificaram que isolados de A. brassicae e A. brassicicola obtidos de
diferentes espécies de brassicas de varias regides geograficas do pais foram capazes de
causar lesdes foliares em todas as plantas pertencentes a familia Brassicaceae utilizadas
nos ensaios sob condicBes de casa de vegetacdo. Quando um patdgeno apresenta
inespecificidade por hospedeiro ha consequéncias diretas na epidemiologia do mesmo
pois neste caso a existéncia de uma ampla gama de plantas hospedeiras para um mesmo
patdbgeno tem como resultado um incremento das chances de permanéncia e
sobrevivéncia deste fitopatogeno em condi¢bes naturais.

O isolado EH1642-BA proveniente de lobeira identificado molecularmente

como A. solani provocou sintomas da pinta-preta em todas as plantas hospedeiras
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submetidas ao teste de patogenicidade com excecdo do pimentdo. De acordo com
Fancelli (1991), A. solani pode causar doenga em outras solandceas além da batateira e
do tomateiro tais como a berinjela e o jilo, corroborando com os resultados do presente
trabalho uma vez que o isolado de A. solani EH1642-BA também ocasionou lesbes de
pinta-preta em berinjela e jilé. Estudo recente mostrou que a espécie A. solani é capaz
de causar doenca em pelo menos cinco espécies diferentes de Solanum em condic6es de
campo estando em conformidade com testes de patogenicidade realizados em
laboratorio (Gannibal et al., 2014). Verifica-se, portanto, que o resultado encontrado no
presente estudo, em relacdo a auséncia de especificidade por hospedeiro do isolado
EH1642-BA reconhecido como A. solani, esta de acordo com as informacdes relatadas
em trabalhos de pesquisa antigos e atuais.

Dois dos isolados avaliados no teste de patogenicidade caracterizados como A.
tomatophila (EH1823-CE) e A. grandis (EH1548-DF) provenientes de tomateiro e
batateira, respectivamente, ndo apresentaram especificidade para as duas plantas
hospedeiras originais. Neste caso o EH1823-CE causou lesdes de pinta-preta em
tomateiro e batateira enquanto que o EH1548-DF provocou doenca em tomateiro,
batateira e ainda em jild. Segundo Gilbert & Webb (2007), as espécies A. tomatophila e
A. grandis sdo filogeneticamente proximas e seus hospedeiros também sdo intimamente
relacionados entre si pelo fato de pertencerem a mesma familia boténica. 1sso explicaria
o fato de alguns isolados das duas espécies serem patogénicos a ambos 0s hospedeiros
principalmente quando em condicGes de grande quantidade de indculo associada a
temperatura e umidade favoraveis a infeccdo, estando em concordancia com o0s
resultados descritos por Rodrigues (2009). Estes autores relataram em seus estudos uma
especificidade incompleta de isolados de Alternaria de tomateiro e batateira, ou seja,
espécies que causam doenca em tomateiro podem infectar batateira e isolados de A.
grandis provenientes de batateira sdo capazes de provocar a pinta-preta em tomateiro,
sendo que A. tomatophila mostrou-se mais agressiva a ambos os hospedeiros quando
comparada com A. grandis, estando de acordo também com os resultados obtidos na
presente pesquisa em que A. tomatophila (EH1823-CE) e A. grandis (EH1548-DF)
provocaram lesdes de pinta-preta tanto em tomateiro quanto em batateira

indistintamente.
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Ja os isolados EH1143-RS e EH1377-CE, ambos provenientes de tomateiro e
identificados molecularmente como A. dauci e A. mimicula, respectivamente,
mostraram especificidade por hospedeiro ocasionando sintomas tipicos da pinta-preta
apenas em tomateiro. A espécie A. dauci é comumente encontrada causando queima das
folhas em cenoura e coentro enquanto que A. mimicula esta associada a pinta-preta em
tomateiro (Simmos, 2007). Na literatura ndo foram encontrados casos de A. dauci
causando pinta-preta em tomateiro. A ocorréncia de especificidade por hospedeira ja foi
relatada em estudos com outras espécies de fungos fitopatogénicos. Peruch et al. (2006)
em trabalhos de pesquisas com isolados de A. brassicae detectaram uma aparente
especificidade por hospedeira por parte desta espécie a qual foi encontrada causando
doenca em couve chinesa e brdcolos. Em estudos mais recentes, Nishikawa &
Nakashima (2013) trabalhando com caracterizacdo taxonémica e avaliacdo de gama de
hospedeiras de novas espécies de Alternaria verificaram que um isolado identificado
como A. alstroemeriae foi patogénico apenas a Alstroemeria spp. (astromélia), seu
hospedeiro de origem, indicando também a preferéncia do fitopatégeno por determinada
planta.

Os isolados EH1214-DF, EH1252-SP, EH2113-DF oriundos de tomateiro e o
EH679-MG de berinjela foram capazes de causar lesbes da pinta-preta em Datura
stramonium e P. pubescens, duas solanaceas invasoras. Alguns autores ja haviam
relatado a ocorréncia de A. cucumerina sobrevivendo em cucurbitaceas selvagens
(Kucharek, 2000; Viana et al., 2001). Estes resultados foram confirmados por Batista et
al. (2009) em estudos com hospedeiros alternativos de A. cucumerina agente causal da
mancha ou queima de alternaria em cucurbitaceas. Estes autores verificaram que A.
cucumerina foi capaz de causar sintomas da queima em melancia (Citrullus lanatus
Thunb) e caxixe (Lagenaria sp.) comprovando assim o papel deste dltimo como
hospedeiro alternativo do referido patégeno. Os resultados do presente estudo
demonstraram, portanto, que D. stramonium e P. pubescens podem atuar como
hospedeiros alternativos de espécies de Alternaria patogénicas a tomateiro e batateira. O
isolado EH1654-DF obtido de N. physaloides provocou sintomas da pinta-preta em
tomateiro e o EH1738-DF obtido de D. stramonium provocou doenca em tomateiro,

batateira e jil6 demonstrando mais uma vez que algumas solanaceas invasoras podem
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atuar como fonte de indculo de espécies de Alternaria patogénicas a solanaceas de

importancia econémica.

2. Avaliagéo da sensibilidade ao tebuconazole

As Tabelas 3 e 4 e 5 mostram os valores da concentracdo do tebuconazole em
mg.L™ necessaria para inibir em 50% (CEso) 0 crescimento micelial in vitro de espécies
de Alternaria de solanaceas. A medida que se aumentou a concentracdo do ingrediente
ativo foi constatada uma diminuicdo do crescimento micelial do patégeno tendo como
resultado geral a necessidade de baixas quantidades do produto para proporcionar
inibicdo do crescimento micelial do fungo.

Comparando-se todos os valores da CEsp notou-se que as maiores concentracées
do tebuconazole capazes de proporcionar reducdo do crescimento do fungo foram
detectadas para alguns isolados provenientes de tomateiro (EH1261-DF, EH1672-MG,
EH1903-DF, EH1911-DF) (Tabela 3), os quais mostraram-se desta forma menos
sensiveis ao produto em condigdes in vitro. No entanto, Tofoli et al. (2003) trabalhando
com os fungicidas tebuconazole, difenoconazole, fluazinam, iprodione, prochloraz,
procymidone, pyrimethanil, e metconazole, todos sistémicos, detectaram a ocorréncia
de elevadas reducdes do crescimento micelial com valores de 70 a 80% a partir de 1
ng.mL™ e inibicdo total a 100 pg.mL™ para todos os isolados de Alternaria avaliados,
sendo estes também originarios de tomateiro. E possivel que um mesmo fungicida
promova fungitoxicidade divergente sobre o crescimento micelial in vitro de isolados
diferentes conforme relatou Parisi et al. (1999) em suas pesquisas para quatro isolados
de Phomopsis sojae Lehman e Phomopsis phaseoli f. sp. meridionalis Morgan-Jones.
Ainda segundo estes autores a ocorréncia dessas diferencas podem estar associadas a
varios fatores como a variabilidade genética existente entre estes organismos
fitopatogénicos. Uma outra possivel explicacdo para a ocorréncia de alguns isolados de
Alternaria de tomateiro, menos sensiveis ao fungicida seria um uso mais intenso deste
fungicida em lavouras de tomateiro do que em lavouras de batateira. Assim, a pressdo
de selecdo seria maior sobre os isolados de tomate, acelerando o processo de selecdo de
isolados pouco sensiveis ao produto. Outro fator que pode estar influenciando neste

resultado é o fato que as espécis de Alternaria prevalentes em batata (A. grandis) e
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tomate (A. tomatophila) s&o diferentes. Espécies fungicas distintas podem se comportar
de maneira desigual diante de um determinado fungicida quimico.

Os demais isolados avaliados, tanto aqueles originarios de batateira quanto os
oriundos de outras solanaceas, assim como também os demais isolados de tomateiro,
mostraram-se bastante sensiveis ao tebuconazole sendo necessario muitas das vezes
doses minimas do principio ativo para proporcionar inibi¢cdo do crescimento micelial,
mesmo em pequenas concentracdes do fungicida, o que por sua vez implicou nos baixos
valores da CEs detectados no presente estudo (Tabelas 3, 4 e 5). Desta forma verificou-
se uma alta frequéncia de isolados sensiveis ao fungicida sendo que mais da metade dos
isolados de Alternaria avaliados apresentaram sensiblidade a valores de CEsg de 0,0001
20,30 mg.L™ (Figura 1).

O tebuconazole é um fungicida sisttmico de agdo preventiva e curativa
pertencente ao grupo quimico triazol caracterizado pelo mecanismo de acao
denominado de IBE (inibidor da biossintese do ergosterol). Todos os fungicidas
inibidores da biossintese de ergosterol (IBE) incluindo o tebuconazole avaliados por
Ferreira et al. (2006) foram capazes de inibir o crescimento micelial de
Cylindrocladium candelabrum, agente causal de doencas em viveiros de Eucalyptus nos
testes in vitro cuja sensibilidade, determinada por meio da CEsp, variou de alta a
moderada. Isolados de Colletotrichum gloeosporioides agente causal da antracnose do
mamoeiro demonstraram alta sensibilidade ao imazalil, prochloraz, propiconazol e
tebuconazole, com valor de CEsg calculado inferior a 1 ppm (Tavares & Souza, 2005).
Em trabalhos de pesquisas também com fungicidas inibidores da biossintese de
ergosterol realizadas por Paredes & Munoz, (2002) e van den Berg et al. (2002) foi
verificada a ocorréncia de inibicdo de crescimento micelial in vitro de Colletotrichum
acutatum e A. cassiae patogénicos a morangueiro (Fragaria L.) e feijdo-caupi (Vigna
unguiculata L.), respectivamente, em baixas concentra¢6es dos fungicidas.

Uma possivel justificativa para os dados obtidos no presente estudo assim como
para os resultados das pesquisas citadas anteriormente reside no fato da eficiéncia na
inibicdo do crescimento micelial estar diretamente ligada ao modo de acdo desses
fungicidas que operam sobre a biossintese do ergosterol o qual por sua vez faz parte da
composicdo da membrana de fungos, sendo um componente essencial da mesma. O

composto triazol, grupo quimico a que pertence o tebuconazole, atua de forma direta
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sobre a 14a-demetilase do citocromo P450, responsavel pela demetilacdo do carbono
140 e evita que a enzima dé continuidade ao processo de demetilagdo do lanosterol, um
precursor do ergosterol, impedindo assim o desenvolvimento e crescimento do fungo
(Ghini & Kimati, 2000).

Verificou-se a ocorréncia de variagdes nos valores da CEsp de um mesmo
isolado nas duas avaliacOes realizadas neste trabalho para isolados originarios de
tomateiro, batateira e outras solanaceas. O meio de cultura BDA utilizado nos
experimentos de avaliacdo da sensibilidade dos isolados de Alternaria ao Tebuconazole
caracteriza-se por apresentar composicdo quimica complexa devido ao fato de ter em
sua formulagdo amido de tubérculos de batata cuja constituicdo quimica ndo € definida,
sendo que esta constituicdo esta sujeita a variacdes decorrentes de uma série de fatores
como por exemplo a cultivar da batateira fornecedora dos tubérculos e as condic¢des de
cultivo em que os tubérculos foram produzidos. Neste caso a variagdo na composi¢ao
quimica do meio de cultura, decorrente do uso de amido de tubérculos de batata de
diferentes procedéncias, pode ter influenciado no efeito do principio ativo do fungicida
sobre o crescimento micelial do fungo o que justificaria a ocorréncia dessas
diferenciacdes nos valores da CEsp de um mesmo isolado. O uso de BDA sintético, o
qual tem uma composicdo quimica mais uniforme, diminuiria este problema.

Os resultados obtidos no presente estudo sdo importantes em termos de
epidemiologia e manejo de doenga uma vez que espécies de solanaceas invasoras sao
comumente encontradas nos campos de cultivo do Brasil e podem manter e multiplicar
indculo de espécies de Alternaria capazes de afetar as culturas de importancia
econdbmica. O estudo da sensibilidade in vitro dos isolados ao tebuconazole ganha
relevancia pelo fato de abrir caminhos para a adequacdo de medidas de controle

quimico nos locais de cultivo de hortalicas solanaceas.
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507 Tabela 1. Isolados de Alternaria utilizados na avaliacdo da gama de hospedeiras

Codigo do isolado  Hospedeiro de origem Identificacdo baseada em caracterizagdo

molecular e morfoldgica

EH679-MG Solanum melongena Alternaria grandis
EH1143-RS S. lycopersicum A. dauci
EH1210-PR S. lycopersicum Alternaria sp.
EH1214-DF S. lycopersicum Alternaria sp.
EH1252-SP S. lycopersicum Alternaria sp.
EH1377-CE S. lycopersicum A. mimicula
EH1548-DF S. tuberosum A. grandis
EH1642-BA S. lycocarpum A. solani
EH1654-DF N. physaloides Alternaria sp.
EH1738-DF Datura sp. Alternaria sp.
EH1823-CE S. lycopersicum A. tomatophila
EH2113-DF S. lycopersicum Alternaria sp.

508 EH, Embrapa Hortaligas; BA, Bahia; CE, Ceara; DF, Distrito Federal; MG, Minas Gerais; PR, Parana; RS, Rio
509 Grande do Sul; SP, Séo Paulo.

510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
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526  Tabela 2. Patogenicidade de isolados de Alternaria a diferentes espécies cultivadas e
527  ndo cultivadas de solanaceas
Hospedeiras

Isolados Hospedeiro  Tomateiro (S. Batateira(S.  Pimentéo Berinjela Jilo (S. D. stramonium Physales

de origem lycopersicum)  tuberosum) (C. (S. jilo) sp.

annuum)  melongena)

EH1143- S + - - - - - -
RS lycopersicum
EH1210- S. + - NA NA NA NA NA
PR lycopersicum
EH1214- S. + - - - - - +
DF lycopersicum
EH1252- S. + + - - - - +
SP lycopersicum
EH1377- S + - - - - - -
CE lycopersicum
EH2113- S. + + - - - + +
DF lycopersicum
EH1548- S. tuberosum + + - - + - -
DF
EH679- S. melongena + + - - + + -
MG
EH1642- S. lycocarpum + + - + + + +
BA
EH1654- N. physalodes + - - - - - -
DF
EH1738- Datura sp. + + - - + + -
DF
EH1823- S + + NA NA NA NA NA
CE lycopersicum

528
529

530

531
532

EH, Embrapa Hortaligas; BA, Bahia; CE, Ceard; DF, Distrito Federal; MG, Minas Gerais; RS, Rio Grande do Sul; SP, Sdo

Paulo. (+) presenca de sintomas; (-) auséncia de sintomas, NA n&o avaliado.
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533 Tabela 3. Concentracdo (mg.L™) de tebuconazole para inibir em 50% (CEsy) 0

534  crescimento micelial in vitro de espécies de Alternaria oriundas de tomateiro

Isolado Clado a que o isolado CEso
pertence de acordo com a Experimento 1 Experimento 2
filogenia da regido Alta 1

EH742- MG A. tomatophila 0,0382 0,0410
EH1122- SC A. tomatophila 1,7664 0,0133
EH1209- PR A. tomatophila 0,8346 0,1576
EH1261- DF A. tomatophila 1,9224 7,4331
EH1435- SP A. tomatophila 0,1713 0,8509
EH1534- DF A. tomatophila 0,0025 0,0002
EH1672- MG A. tomatophila 3,6503 6,7855
EH1674- RS A. tomatophila 0,0110 1,6011
EH1707-TO A. tomatophila 0,1120 1,7133
EH1792- RJ A. tomatophila 0,0604 0,0006
EH1799- DF A. tomatophila 0,0333 2,1332
EH1823- CE A. tomatophila 0,9494 0,1113
EH1835- SP A. tomatophila 1,9706 1,3514
EH1892- GO A. tomatophila 0,0391 0,0464
EH1903- DF A. tomatophila 2,3688 4,5656
EH1911- DF A. tomatophila 2,1495 5,1676
EH1912- DF A, tomatophila 2,0387 1,4035

535 EH, Embrapa Hortalicas; DF, Distrito Federal; GO, Goias; MG, Minas Gerais; PR, Parand; RJ, Rio de Janeiro; RS,

536 Rio Grande do Sul; SC, Santa Catarina; SP, Sdo Paulo; TO, Tocantins.

537

538

539

540

541

542

543

544

545
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546
547

548
549

550
551

552
553
554
555
556
557
558
559
560
561
562

Tabela 4. Concentracdo (mg.L™) de tebuconazole para inibir em 50% (CEsy) 0

crescimento micelial in vitro de espécies de Alternaria oriundas de batateira.

Isolados Clado a que o isolado

pertence de acordo coma  Experimento 1 Experimento 2

filogenia da regido Alta 1
EH643- BA A. grandis 0,0747 0,0451
EH694- DF A. grandis 1,2844 0,8937
EH1180- PR A. grandis 0,0304 0,0771
EH1182- PR A. grandis 1,1482 0,0328
EH1183- PR A. grandis 0,0625 0,0039
EH1233- PR A. grandis 0,0241 0,0308
EH1249- RS A. grandis 0,0819 0,0087
EH1266- DF A. tomatophila 0,0152 0,0013
EH1336- DF A. grandis 0,0026 0,0040
EH1548- DF A. grandis 0,1770 0,0359
EH1549- DF A. tomatophila 2,1627 1,5448
EH1712- GO A. grandis 0,0310 0,1123
EH1802- SP A. grandis 0,4387 1,5494

EH, Embrapa Hortalicas; BA, Bahia; DF, Distrito Federal; GO, Goias; PR, Parana; RS, Rio Grande do Sul; SP, Séo

Paulo.
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563 Tabela 5. Concentracdo (mg.L™) de tebuconazole para inibir em 50% (CEsy) 0

564  crescimento micelial in vitro de espécies de Alternaria oriundas de solanéceas.

Isolado Hospedeiro de | Clado a que o isolado CEso
origem pertence de acordo Experimento 1 | Experimento 2
com a filogenia da
regido Altal
EH7-DF Nicandra A. grandis 0,4459 0,5555
physalodes
EH679-DF Solanum A. grandis 0,0060 0,0116
melongena
EH680-BA  S. melongena A. tomatophila 0,0015 0,0027
EH1509-DF  S. melongena A. grandis 0,0476 0,0630
EH1642-BA  S. lycocarpum A. tomatophila 3,6885 0,4575
EH1643-BA  S. lycocarpum A. tomatophila 0,1419 0,6608
EH1952- SC  Solanum sp. A. tomatophila 0,0033 0,0412
EH2116-DF  N. physalodes A. grandis 0,0095 0,0431
EH2117-DF  N. physalodes A. grandis 1,3434 3,2308
565 EH, Embrapa Hortalicas; BA, Bahia; DF, Distrito Federal; SC, Santa Catarina.
566
567
568
569
570
571
572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
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590 Figura 1. Distribuicdo de frequéncia de isolados em faixas de concentracdes efetivas de
591  tebuconazole para inibir em 50% (CEso) o crescimento micelial in vitro de espécies de

592  Alternaria oriundas de solanaceas.

88



CONCLUSOES GERAIS

As espécies A. tomatophila e A. grandis continuam prevalecendo como 0s principais

agentes etioldgicos da pinta-preta em tomateiro e batateira, respectivamente, no Brasil;

As espécies fungicas A. dauci e A. mimicula foram reportadas pela primeira vez
causando pinta-preta em tomateiro no Brasil, indicando que, nesta hortali¢ca, a doenca

apresenta uma etiologia mais complexa;

No presente estudo, tanto pimentdo (Capsicum annuum) quanto berinjela se

mostraram como ndo-hospedeiras de isolados advindos de tomateiro e batateira;

Um isolado de berinjela (classificado como A. grandis) foi capaz de infectar

(unidirecionalmente) tomate e batata, mas ndo o acesso de berinjela empregado;

As solanaceas invasoras Nicandra physaloides, Datura stramonium e Physalis spp.
constituem-se em potenciais fontes de inoculo de espéecies de Alternaria patogénicas

para solanaceas cultivadas;

Um isolado classificado como Alternaria solani foi encontrado causando pinta-preta
em lobeira (S. lycocarpum) em lIbicoara-BA, na Chapada Diamantina, importante

regido produtora de batata;

O isolado de A. solani, coletado de lobeira (planta nativa do Cerrado brasileiro),
apresentou 0 mais amplo circulo de plantas hospedeiras, infectado todas as espécies

avaliadas exceto o pimentao;
Ndo foram detectados isolados insensiveis ou com baixa sensibilidade ao

Tebuconazole, sendo que 0 mesmo continua apresentando alto potencial de uso para o

controle de Alternaria em solanaceas.
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