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RESUMO

A alternariose é uma das doencas foliares mais comuns e destrutivas das bréssicas,
podendo ser causada por vérias espécies de Alternaria, embora A. brassicicola sgja a
espécie predominante em plantios convencionais e organicos no Brasil. Como inexistem
cultivares comerciais de brassicas com niveis aceitaveis de resisténcia a doenca, no
sistema de producdo convencional o controle da doenca se baseia na aplicacéo de
fungicidas, enquanto no sistema organico em métodos culturais. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a sensibilidade de 112 isolados de A. brassicicola oriundos
de cultivos convencionais e organicos de brassicas a fungicidas dos grupos
dicarboximidas (iprodione), triazdis (tebuconazole) e estrobilurinas (azoxystrobin). Os
isolados foram avaliados in vitro visando obter a concentragcdo capaz de inibir 50% do
crescimento micelial (CLsp) e separados em quatro classes dependendo da sua
sensibilidade aos fungicidas testados. Todos os isolados de A. brassicicola foram
sensiveis a iprodione, com valores de CLs inferiores a 0,1 mg i.a/L. A maioria dos
isolados oriundos de cultivos convencionais (92,9%) e organicos (96,4%) se comportou
como medianamente resistente a azoxystrobin, enquanto um isolado (CFM-576) foi
altamente resistente. Em relagcdo a tebuconazole, foram constatados somente isolados
sensiveis (42,9%) e ligeiramente resistentes (57,1%). N&o foi encontrada diferenca
significativa quanto a sensibilidade aos fungicidas testados entre os isolados de A.
brassicicola oriundos de cultivos convencionais e organicos, bem como, coletados de
diferentestipos de bréssicas.

Palavras-chave: alternariose, Brassicae, resisténcia a fungicidas, azoxistrobing,
iprodiona, tebuconazol.



ABSTRACT

The Alternaria black spot is one of the most common and destructive diseases of
brassica species. This disease can be caused by several species of Alternaria, although
A. brassicicola is predominant species in both conventional and organic crops in Brazil.
Since commercial cultivars of brassica with acceptable levels of disease resistance are
not available, the disease control in conventional production system is based on the
fungicide applications, while in the organic production system the disease control on
relays on cultural methods. The objective of this study is to assess the sensitivity of 112
isolates of A. brassicicola to fungicide groups. benzimidazoles (carbendazim),
dicarboximides (iprodione), triazoles (tebuconazole) and strobilurines (azoxystrobin).
The isolates were evaluated in vitro to obtain the concentration capable of inhibiting
50% of the mycelial growth (CLsp) and separated in four classes depending on the
sensibility to the tested fungicides. All the isolated of A. brassicicola were sensitive the
iprodione, with CLso values below to 0.1 mg i.a/L. Most of the isolates originating from
conventional (92.9%) and organic (96.4%) were middling resistant the azoxystrobin,
while an isolated (CFM-576) was highly resistant. In relation to tebuconazole, only
isolated sensitive (42.9%) and lightly resistant (57.1%) were observed. There was no
significant difference between the isolates of A. brassicicola originated either from
conventional or organic systems and brassica types regarding the levels of sensitivity to

the fungicides.

Key words: Alternariose Black spot, Brassicae, fungicide resistance, iprodione,
azoxystrobin, tebuconazole.
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INTRODUCAO GERAL

Caracteristicas gerais da familia Brassicaceae

A familia Brassicaceae € composta por vérias culturas sendo as de maior importancia
olericola a Brassica oleracea var. capitata L. (repolho), Brassica oleracea var. botrytis L.
(couve-flor), Brassica oleracea var. italica L. (brécolis), (Brassica oleracea L. var. acephala
D.C. (couve-manteiga) e Brassica pekinensis L. (couve-chinesa) (MAROTO-BORREGO, 1995;
FILGUEIRA, 2000).

O repolho é uma hortalica anual, considerada a mais importante da familia Brassicaceae
pela sua ampla distribuicdo, facilidade de producéo e aceitacdo dos consumidores. Possui taxa de
crescimento alta e elevados teores de nutrientes de valor alimentar (SILVA JUNIOR, 1989).
Tem origem na costa oriental do Mediiterraneo e Asia Menor, acredita-se que foi introduzida na
Europa pelos celtas por volta do século 1X e na América por volta do século XV através dos
conquistadores. E uma planta herbécea, possuindo folhas arredondadas e cerosas, ocorrendo
superposicao de folhas centrais formando uma cabeca, parte comestivel (FILGUEIRA, 2000).
Taxonomicamente existem dois tipos de repolho, o liso (B. oleracea var. capitata), de maior
expressdo comercial no Brasil, e o repolho crespo (B. oleracea var. sabauba Martens). Os
repolhos sdo classificados de acordo com forma, que pode ser achatada, redonda, pontuda, oval e
eliptica e a coloracdo da cabega, pode ser verde ou roxa. Algumas cultivares produzidas sdo:
Astrus, Fuyutoyo, Chato de Brunswick, Coragdo de Boi e Rubi Perfection. A &rea mundial de
repolho colhida em 2006 foi de 3.133.923 ha, com producéo total de 68.895.061 t com
produtividade média de 23,5 t/ha (FAO, 2008). No Brasil, em 1996 a producdo foi de 501.110 t.
A regido Nordeste produziu 45.764 t, sendo o Estado de Pernambuco responsavel por 27% da
producdo, ficando na terceira colocacdo, tendo a Bahia e 0 Ceard como primeiro e segundo
maiores produtores, com 38,9% e 28,3% respectivamente. Em Pernambuco os principais
municipios produtores so Bezerros (2.520 t) e Camocim de Séo Félix (1.618t) (IBGE, 1996).

A couve-flor € uma planta que possui folhas alongadas de limbo eliptico, sendo a parte
comestivel uma inflorescéncia imatura, formando uma cabega de coloragcdo branca ou creme, que
se desenvolve sobre um caule curto. As cultivares mais produzidas sdo: Piracicaba Precoce e
Verona (FILGUEIRA, 2000). A producdo mundial de couve-flor e brocolis em 2006 foi de
18.074.842 t em uma érea de 954.139 ha com produtividade média de 17 t/ha (FAO 2008). A
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producéo brasileira em 1996 foi de 95.866 t, 0 estado de Pernambuco produziu 976 t (IBGE,
1996).

A couve-manteiga € composta por um caule vertical, que sempre emite novas folhas em
Seu gpice, bem como numerosos brotos laterais, que se originam nas axilas das folhas. As folhas
constituem a parte comestivel, com limbo muito desenvolvido e arredondado, com peciolo longo
e nervuras bem destacadas (FILGUEIRA, 2000). Na maioria das éreas de producdo, a couve-
manteiga € obtida de propagacdo vegetativa de clones tradicionais, ndo havendo aceitacdo pelos
olericultores de cultivares, propagadas por sementes. Apesar da couve-manteiga obter menores
valores de mercado que outras bréassicas, tem expressdo econdmica pelo volume de producéo e
seu cultivo normalmente ocorrer juntamente com outras bréssicas. A producdo brasileira atingiu
96.915 t em 1996, sendo 2.630 t produzidas em Pernambuco, onde se destacaram 0s municipios
de Bom Jardim e Pombos (IBGE, 1996).

O brécoli é uma variedade botanica da mesma espécie e morfologicamente semelhante a
couve-flor. Durante a fase vegetativa produz uma inflorescéncia de coloracdo verde, compacta,
formando uma cabeca (tipo cabega) ou entéo inflorescéncias laterais (tipo ramoso) que séo
formados por botdes florais ainda fechados e pediinculos tenros formando a parte comestivel. O
brécoli ndo tem a expressdo econdmica da couve-flor, sendo esta mais rica nutricionalmente e
mais saborosa (FILGUEIRA, 2000). A producdo brasileira em 1996 foi de 21.725 t, enquanto a
de Pernambuco foi de 179t (IBGE, 1996).

A couve-chinesa € uma planta anual com folhas de coloragdo branca, espessas, com
nervura central destacada, que se fecham formando uma cabega de formato globular-alongada. E
uma planta oriunda do extremo oriente, atualmente cultivada em todos os continentes. E sensivel
a0 frio, e fotoperiodo longo e temperaturas abaixo de 12°C induzem a floracdo precoce.
(MAROTO-BORREGO, 1995). A maioria das cultivares produz melhor em condigbes de
temperaturas amenas com excegdo de alguns hibridos como Komachi que sdo mais adaptados ao
calor (FILGUEIRA, 2000). Em 1996 o Brasil produziu 265.000 t, Pernambuco produziu 8.807 t
sendo os principais municipios produtores Camocim de Sdo Félix e Cha Gande (IBGE, 1996).

Caracteristicas gerais das Alternarioses das brassicas
Mundialmente, a alternariose € uma das doengas mais comuns e destrutivas das brassicas,

podendo afetar as plantas em todos os estadios de desenvolvimento. As reducfes no rendimento
sd0 resultantes, principalmente, da diminuicdo do potencial fotossintético e da aceleracéo da
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senescéncia. Essa doenca pode ser causada por varias espécies de Alternaria, mas A. brassicicola
(Schwn.) Wilt. e A. brassicae (Berk.) Sacc. sdo as mais freqlientes em diversos paises (VERMA;
SAHARAN, 1994; SAHARAN; MEHTA; SANGWAN, 2005; KOIKE; GLADDERS;
PAULUS, 2006). No Brasil, A. brassicicola tem sido a espécie predominante em plantios
convencionais e organicos de brassicas (REIFSCHNEIDER; SIQUEIRA; CORDEIRO, 1983;
AZEVEDO et a., 2000; MICHEREFF et al., 2003; RODRIGUES et al., 2004a; RODRIGUES et
al., 2004b; PERUCH; MICHEREFF; ARAUJO, 2006; PERUCH; MICHEREFF, 2007), afetando
ndo somente a produtividade como também a qualidade dos produtos (RODRIGUES et d.,
2004a; MARINGONI, 2005). Em levantamentos realizados no Estado de Pernambuco, a
prevaléncia da alternariose foi de 95% em plantios convencionais de repolho nas safras 1997 e
1998 (AZEVEDO et a., 2000) e de 100% em cultivos organicos de brécolis e couve-flor na
safra 2001 (PERUCH; MICHEREFF; ARAUJO, 2006).

Caracteristicas morfolégicas, epidemioldgicas e controle de A. brassicae e A.
brassicicola

A. brassicae forma col6nias profusas, cor palida-olivacea, aveludada, sendo os conidios
individuais facilmente visiveis sob 20 vezes de aumento a0 microscopio. O micélio é do tipo
imerso, as hifas sd0 septadas, ramificadas, hialinas, lisas e com largura de 4 a 8 m Os
conidiéforos crescem agrupados em grupos de 2 a 10 ou mais a partir da hifa, porém sdo
usualmente isolados, emergindo a partir dos estdmatos. Ainda sobre os conidiéforos, estes
podem ser: eretos ou ascendentes, retos ou flexuosos, freguentemente geniculados, mais ou
menos cilindricos e freqlentemente arredondados na base, sdo septados, lisos, de cor cinza
palido, com comprimento de até 170 m 6 a 11 mde espessura e uma ou varias cicatrizes. Os
conidios sdo solitérios ou ocasionalmente em cadeias de quatro, crescendo a partir de pequenos
poros na parede do conidi6foro. S8 retos ou levemente curvados, obclavados, rostrados, com
septos transversos (usualmente 11 a 15) e septos longitudinais (usualmente 0 a 3) ou obliquos. A
sua cor € palida ou olivacea pdlida ou ainda cinza-olivacea. As paredes s8o lisas ou levemente
rugosas. O seu comprimento variade 75 a 350 m sendo sua espessura na parte de maior diédmetro
entre 20 a 30 m(algumas vezes até 40 ), pedicelo com */3 a */», comprimento do conidio e5a9m
de espessura (ELLIS, 1971; HOLLIDAY, 1980).

A. brassicicola se caracteriza por apresentar colbnias profusas, marrom-olivaceas a

marrom-escuras e aveludadas. O micélio é imerso, possui hifaramificada, septada, hialinas, inter
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eintracelular, lisae com 1,5 a 7,5 mde largura. Os conidiéforos sdo solitérios ou em grupos de 2
a 12 ou mais, porém, usualmente sdo isolados. Sd0 eretos ou ascendentes, ocasionalmente
geniculados, mais ou menos cilindricos, porém freqlentemente arredondados na base. Os
conidioforos sdo septados, cor pélida a marrom olivacea, liso com tamanho de até 70 mde
comprimento e 5 a8 mde espessura. Os conidios apresentam-se comumente em cadeias de 20 ou
mais e algumas vezes ramificados. Estes sdo acropleurdgenos, crescendo a partir de pequenos
poros na parede do conididforo, retos, quase cilindricos, usualmente afinando suavemente até a
ponta ou obclavado. A sua célula basal é arredondada, bico quase ndo existente, célula apical
sendo mais ou menos retangular ou parecendo um cone truncado, ocasionalmente melhor
desenvolvido, mas sempre pequena e fina. O conidio apresenta de 1 a 11 septos, usuamente
menos de seis, posicionados transversalmente, freqlientemente constritos, e de cor paida ou
marrom olivaceo. A sua parede € lisa, tornando-se enrugada com a idade, tamanho de 18 a 130 m
de comprimento, 8 a 30 mde espessura na parte mais larga, pedicelo com /s do comprimento do
conidio e 6 a8 mde espessura (ELLIS, 1971; HOLLIDAY, 1980).

As alternarioses podem ocorrer tanto no estadio de plantula quanto em plantas adultas.
Em pléantulas geralmente ocorre necrose nos cotilédones e hipocdtilo, levando ao tombamento e
morte, principalmente quando a infecgéo for sistémica via sementes (ZAMBOLIM et a., 2000).
Em plantas adultas os sintomas s80 manchas foliares, geralmente iniciando nas folhas mais
externas, posteriormente avancando para todas as folhas. As lesbes causadas por A. brassicae
possuem coloragdo marrom-olivacea, pequenas, arredondadas e aumentam de diametro ficando
em média com 2 cm e formando anéis concéntricos com halo clorético. Em casos mais severos
estas lesbes podem coalescer causando a seca das folhas. As lesbes de A. brassicicola sdo
menores e mais escuras e sobre as lesdes pode ser observada uma massa escura pulverulenta
formada por conidios e conidioforos do fungo.

Asfontes de indculo das alternarioses sdo sementes infectadas, hospedeiros secundarios e
residuos de culturas (MARINGONI, 2005). A disseminacdo ocorre pelas sementes e pelo vento
(TOKESHI; SALGADO, 1980; MARINGONI, 2005). Os conidios germinam na presenca de
&gua e a penetracdo ocorre diretamente através da cuticula intacta embora A. brassicae também
penetre pelos estdbmatos (VERMA; SAHARAN, 1994).

As condi¢Bes epidemioldgicas de ocorréncia das aternarioses sdo: umidade relativa
superior a 87% e temperatura variando de 15 a 30°C (HUMPHERSON-JONES; PHELPS,
1989). A infeccdo é iniciada se o periodo de molhamento foliar for de 5 a 8 horas, sendo
necessarias 16 horas para o inicio da infeccdo e 48 a 72 horas para um 6timo estabelecimento da



15

doenca (HUMPHERSON-JONES; HOCART, 1983). Para A. brassicicola a liberagdo dos
esporos ocorre quando a umidade relativa do ar diminui, é inibida quando esta torna-se elevada.
Dessa forma se tem um ciclo diario de concentragdo de esporos minimo no inicio da manha e
maéximo no final da tarde (HUMPHERSON-JONES; MAUDE, 1982). A faixa de temperatura
para infeccdo de A. brassicicola € de 25°C e para producdo de esporos de 20 a 30°C. Para A.
brassicae a temperatura para ocorréncia de infeccéo € de 15°C e requer temperaturas entre 18 a
24°C para esporulacédo (HUMPHERSON-JONES; HOCART, 1983; HUMPHERSON-JONES,
PHELPS, 1989). Em temperaturas 6timas as duas espécies podem esporular dentro de 12 a 14
horas (HUMPHERSON-JONES; PHELPS, 1989).

Em bréssicas, 0 sistema de producéo convencional € o mais utilizado, principalmente pela
praticidade do uso de fertilizantes inorganicos e de produtos quimicos para o controle de doencas
e pragas. Os sistemas organicos de producdo adotam como principios basicos 0 manejo dos
recursos naturais, do solo, nutricdo vegetal e da protecdo de plantas (PENTEADO, 2000). No
entanto, existe pouco conhecimento sobre esses sistemas no que diz respeito a doencas de plantas
(VAN BRUGGEN, 2001). O controle de alternariose no sistema de producéo organico baseia-se
na rotacdo de culturas, irrigacdo por gotegjamento, plantio menos adensado e eliminacdo dos
restos culturais (RODRIGUES et al., 2004a).

Ainda sobre o controle da alternariose, a adocdo conjunta de diferentes préticas é
fundamental, estabelecendo dessa forma um programa de manejo integrado que inclui plantio de
sementes sadias, plantio de cultivares hibridos tolerantes, rotacéo de culturas, reducdo do estresse
das plantas pela correta adubacéo e irrigacdo, bem como a aplicagdo de fungicidas (TOFOLI;
DOMINGUES, 2004).

De maneira geral, os principais méodos de controle praticados pelos produtores para
controle da alternariose sd0: a utilizagcdo de sementes de alta qualidade, tratamento de sementes
com fungicidas como thiram, pentacloronitrobenzeno ou iprodione. Para aplicacdo em parte
agérea sdo usados chlorothalonil, iprodione e mancozeb (AZEVEDO; MICHEREFF; MARIANO,
2000). O tratamento térmico de sementes a 50°C por 30 minutos, a eliminacdo dos restos
culturais e a rotagdo de culturas sio também medidas eficientes (SILVA JUNIOR, 1989;
VERMA; SAHARAM, 1994; |PA/CEAGEPE/EMATER-PE, 1997; MARINGONI, 2005).

A resisténcia é considerada a melhor alternativa de controle de doencas de plantas pela
sua facilidade de emprego, economicidade e menor impacto ambiental (PARLEVLIET, 1979;
CHAKRABORTY et al., 1990; HABTU; ZADOKS, 1995). No caso de brassicas apenas
populagbes de couve-chinesa tém demonstrado resisténcia a A. brassicae e A. brassicicola
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(TOFOLI; DOMINGUES, 2004), embora ndo existem cultivares comerciais de bréssicas com
niveis aceitaveis de resisténcia a alternariose (TEWARI; MITHEN, 1999; RODRIGUES €t 4.,
2004a; SAHARAN; MEHTA; SANGWAN, 2005),

O controle cultural deve-se basear em préaticas que proporcionem o escape da cultura ao
ataque do patdgeno, evitando as condicles favoraveis ao desenvolvimento da doenca (PALTI,
1981; RUSH; HARVESON; PICCINNI, 1997). Préticas que contribuem para a reducéo da
umidade, periodo de molhamento foliar e maior circulacdo de ar entre as plantas como: evitar
plantio em areas Umidas e maior espacamento S0 estratégias importantes no controle da
alternariose. Evitar irrigacbes em periodos criticos também auxilia no controle, pois o tempo de
molhamento influencia na severidade da doenca. A densidade de inéculo pode ser reduzida pela
incorporagdo dos residuos, eliminag@o de plantas invasoras e ndo realizagdo de plantios novos
proximo a plantios em final de ciclo. Em caso de rotacBes, devido ao prolongado periodo de
sobrevivéncia das alternarias em restos culturais recomenda-se que esta seja feita por um periodo
de 2 a 3 anos com gramineas, leguminosas. Em cultivos protegidos é importante utilizar plastico
que absorva radiacdo ultravioleta pois na auséncia desses a esporulagdo é reduzida (TOFOLI;
DOMINGUES, 2004).

Embora o manejo cultural possa minimizar o desenvolvimento da alternariose, o uso de
fungicidas para protegdo dessas culturas € importante. Para alternariose em hortalicas é
recomendada uma série de fungicidas a base de cobre como: mancozeb, methiram,
chlorothalonil, propineb, estanhados (batata, aliaceas e cenoura) e fluazinam (batata e tomate).
Porém, poucos sdo registrados para o cultivo de bréssicas (azoxistrobina, oxicloreto de cobre,
mancozebe, manebe, captana, difenoconazol). Os produtos de contato apresentam largo espectro
de acdo, baixa fungitoxidade e conferem bom controle em niveis de pressdo de doenca baixo.
S80 produtos de custo relativamente baixo e podem ser usados preventivamente durante todo o
ciclo da cultura. Um aspecto importante € que atuam em Vvérios sitios do metabolismo do fungo
sendo de baixo risco de surgimento de isolados resistentes. Com a evolugdo dos fungicidas de
acao sistémica o controle da alternariose obteve um avango consideravel. Estes produtos atuam
em sitios especificos do metabolismo, tém elevada fungitoxidade promovendo controle em
condi¢des extremas de doenca. Os fungicidas sistémicos possuem alta capacidade de penetracdo
e circulagdo na planta, dessa forma estando menos sujeitos a acéo de intempéries, sendo muito
(teis na ac&o curativa e periodo de controle (TOFOLI; DOMINGUES, 2004).

Utilizacdo de fungicidas no controle de alternarioses em bréssicas
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Os produtos mais utilizados para controle de alternarioses em geral sdo iprodione e
procymidone, pertencente ao grupo das dicarboximidas. Embora sejam produtos sistémicos,
também agem por contato, possuem boa profundidade de acdo e agdo curativa no inicio da
infecgéo.

As dicarboximidas atuam interferindo na rotas de transducdo do sinal osmético,
constituido pela cascata entre a histidina kinase e MAP kinase (YAMAGUCHI; FUJIMURA
2005). Alguns fungicidas desse grupo séo iprodione, procimidone e vinclozoline. Atuam
inibindo a germinacgéo de esporos, promovendo a ramificagdo e intumescimento e lise de hifas
(ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007).

As estrobilurinas possuem boa acdo antiesporulante para fungos do género Alternaria,
baseiam-se na inibicdo da respiracdo mitocondrial impedindo a transferéncia de elétrons entre o
citocromo b e citocromo c, alguns exemplos sdo: azoxystrobin, kresoxim methyl, pyraclostrobin
e trifloxistrobin. Esses produtos também atuam aumentando a atividade da nitrato-redutase,
niveis de clorofila e reduzindo a producdo de etileno, contribuindo para que as plantas sofram
menos estresse no campo. O primeiro caso de resisténcia a estrobilurinas foi reportado em oidio
do trigo (Blumeria graminis (D.C.) Speer f. sp. tritici) em populagdes localizadas ao norte da
Alemanha em 1998.

Os triazbis sdo inibidores da sintese de ergosterol, possuem excelente acdo preventiva e
curativa e sdo eficientes em doses baixas, alguns que possuem registro para horticolas sdo:
tebuconazole, difenoconazole, tetraconazole, bromuconazole e metconazole. Além desse efeito
sdo0 também inibidores da demetilacdo, que € um processo que leva a sintese de ergosterol, um
dos principais componentes da parede celular de fungos pertencentes ao grupo dos ascomicetos,
basidiomicetos e fungos mitosporicos. Esses fungos sintetizam o ergosterol. Os fungicidas
triazéis inibem a biossintese de ergosterol e em conseqiiéncia inibem a formacdo da parede
celular, matando os fungos. Os oomicetos retiram o ergosterol do meio, geralmente da planta
hospedeira e ndo sintetizam o ergosterol. Por essa razéo os fungicidas triazdis nao afetam esses
microorganismos nem controlam as doencas por eles causados. Assim, os fungicidas triazéis nao
sa0 recomendados para controle de mildios, requeima (Phytophthora), tombamento de plantas
(causado por Pythium spp.), mildio da videira e mildio da soja.

Outros grupos importantes no controle de alternarioses sdo as oxazolidinedionas se
destacando o famoxadone por ter minimo potencial de translocacdo. No grupo das
anilinopirimidinas, fungicidas como pyrimethanil e cyprodinil atuam inibindo a sintese de
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proteinas ligadas a patogénese e sintese de aminoécidos essenciais do fungo. No grupo das
anelidas o fungicida boscalid atua inibindo a esporulacéo e crescimento micelial, classificado
como inibidor da respiragio da célula fliingica (TOFOLI; DOMINGUES, 2004).

Os benzimidazéis afetam especificamente a divisdo celular, pois apresentam atividade
seletiva para a tubulina de fungos, e se ligam a essa proteina, impedindo que ocorra a
polimerizacdo dos microtubulos formadores do fuso mitético. Alguns produtos desse grupo sao
carbendazim, tiabendazol e tiofanato-metilico.

A histéria do uso de fungicidas em larga escala para o controle de doencas em plantas
teve seu inicio com a descoberta da calda bordalesa por Millardet em 1882, em Bordeaux na
Franga, cuja mistura composta de sulfato de cobre e cal consistiu no principal fungicida utilizado
por mais de 50 anos (DEKKER; GEORGOPOULOS, 1982). Os autores descrevem que poucos
problemas relacionados com resisténcia a este fungicida tem sido relatados e 0 mesmo ocorre
com 0S compostos organo-mercuriais, introduzidos por volta de 1914, os ditiocarbamatos
introduzidos na década de 1930 e outros organicos desenvolvidos mais tarde que possuem a
caracteristica de fornecer protecdo a planta, ficando apenas na sua superficie.

Por volta dos anos 50 iniciou-se a pesquisa por produtos que penetrassem na planta e
erradicassem patogenos apds sua infeccdo ou protegessem partes da planta que ndo entraram em
contato direto com o fungicida (DEKKER; GEORGOPOULOS, 1982). Kimati (1996) cita que,
na década de 1960, os primeiros fungicidas sistémicos lancados no mercado foram os
benzimidazois e carboxamidas. Expde também que as vantagens dos sistémicos em relacdo aos
ndo sistémicos sdo tao grandes que em 1980 ja eram contabilizados mais de 40 principios ativos.
Entre as vantagens cita: a especificidade de agdo, maior fungitoxicidade inerente, maior efeito
protetor, curativo e erradicante, menor fitotoxicidade, menor dosagem e menor contaminacéo
ambiental, porém como desvantagem, a possibilidade do aparecimento de populacdes de
patdgenos resistentes.

A resisténcia de fungos a fungicidas pode ser definida como uma adaptacdo estével e
hereditaria do microorganismo ao composto quimico, a qual resulta em reducdo da sensibilidade
a0 produto (DELP; DEKKER, 1985).

O conhecimento dos grupos de fungicidas € muito importante para os estudos de risco de
resisténcia e para 0 estabelecimento de uma estratégia anti-resisténcia, pelo fato de que cada
grupo é caracterizado por um desenvolvimento de resisténcia tipico (GHINI; KIMATI, 2000).
Atualmente os fungicidas podem ser agrupados de acordo com seu modo de acdo e pelo
mecanismo de acdo, referindo-se aos processos bioquimicos do alvo bioldgico que sofrem
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interferéncia pela agio do fungicida aplicado sobre a planta (ZAMBOLIM; VENANCIO;
OLIVEIRA, 2007).

Staub e Sozzi (1984) descrevem que os fatores de risco para o desenvolvimento de
resisténcia dependem da biologia do fungo e da quimica do fungicida. So Uteis para avaliar o
risco de resisténcia, varidveis como: a adaptacdo do isolado resistente, a taxa de reproducdo do
fungo alvo, a disseminacdo dos esporos e a duracdo da pressdo de selecdo em virtude de
condi¢bes climéticas. O manejo dos fungicidas pode aumentar o tempo de exposicéo das
geracOes a um mesmo modo de agdo. Assim como o tamanho da populagéo do fungo, o escape
de linhagens mais resistentes e a extensdo da area aplicada com um mesmo produto podem
aumentar o risco de surgimento de resisténcia. Segundo os autores, os fatores de risco
relacionados a0 manejo dos fungicidas podem ser minimizados pelo uso de cultivares resistentes
ou préticas culturais que reduzam a pressao de selecdo da doenca quando os fatores inerentes
estdo presentes, ja que estes estdo aém do nosso controle.

O advento dos fungicidas sistémicos agregou inimeras vantagens ao controle de doencas
de plantas, contudo, por sua especificidade, esses compostos S&0 mais propensos ao
desenvolvimento de resisténcia nos fungos alvos (EDGINGTON et al., 1980).

Conforme Ghini e Kimati (2000), diferencas estruturais que ocorrem dentro de uma
classe quimica podem influenciar o risco de resisténcia mesmo existindo uma estreita ligagdo
entre aresisténcia e o grupo quimico de fungicidas. Os autores citam como exemplo o grupo dos
fungicidas triazdis que diferem consideravelmente quanto a ocorréncia de resisténcia para um
determinado patégeno e que os diferentes fungicidas inibidores da demetilagcdo (DMIs)
apresentam diferencas no espectro de atividade.

Os fungicidas pertencentes a um mesmo grupo quimico podem apresentar resisténcia
cruzada, significando que um isolado resistente a um fungicida também pode ser resistente a
outros fungicidas com mesmo modo de agdo. Os estudos de resisténcia cruzada sdo importantes
por fornecer suporte as estratégias anti-resisténcia (GHINI; KIMATI, 2000).

Outro tipo de resisténeia é a chamada resisténcia multipla, onde a resisténcia é conferida
por mais de um fator de ordem genética, conferindo resisténcia a mais de um grupo quimico
(ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007).

A resisténcia também pode ser considerada uma caracteristica qualitativa ou quantitativa,
dependendo da quantidade de genes que regula essa caracteristica. A resisténcia qualitativa ou
oligogénica € controlada por poucos genes dominantes e pode ser suplantada quando fungicidas
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de modo de ag&o especificos sdo introduzidos no campo (GHINI; KIMATI 2000, ZAMBOLIM;
VENANCIO; OLIVEIRA, 2007)

A resisténcia quantitativa ou multigénica € controlada por um conjunto de genes, onde
cada um é responsavel por um pegueno efeito, sendo necessérias mutagdes em muitos genes e
com efeito aditivo para que se desenvolva resisténcia. Como muitos genes estédo envolvidos,
afirma-se que sd0 necessarias muitas aplicacBes para que ocorra mutagdo em algum desses
genes. 1sso ocorre mais lentamente, na prética o cruzamento entre linhagens mais resistentes e
linhagens mais sensiveis pode levar a uma progénie com distribuicdo continua, ou seja, com
diversos graus de resisténcia. As combinagdes desses genes resultam em populagdes compostas
por sub-populagdes com pequenas variagoes de sensibilidade (GHINI; KIMATI, 2000).

O processo de selecdo de populaghes resistentes pode ser definido por dois termos.
selecdo disruptiva e selecdo direcional. A selecdo disruptiva € definida como a perda repentina
da eficacia do produto, enquanto a selecéo direcional é caracterizada como a perda lenta e
gradual da eficacia do fungicida (ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007).

A selecdo de linhagens resistentes também pode ocorrer de forma descontinua ou de
forma continua. A selecdo descontinua € tipica de resisténcia oligogénica ou qualitativa,
ocorrendo repentinamente, levando a quase completa perda da eficiéncia do fungicida. A selecéo
continua, poligénica, tipico processo quantitativo, ocorre mais lentamente e dificilmente chega a
completa ineficiéncia do fungicida, sendo possivel a adocdo de medidas anti-resisténcia
(ZAMBOLIM; VENANCIO; OLIVEIRA, 2007).

Além da base genética da resisténcia sdo considerados fatores de risco: a adaptabilidade
de linhagens na presenca ou auséncia do fungicida, a natureza do patégeno e da doenca e a
pressdo de selecdo exercida pelo fungicida (DEKKER, 1995).

Os fatores de risco relacionados aos fungos levam em considerardo ataxa de esporulacéo,
modo de reproducéo, quantidade de indculo produzido, modo de dispersdo e sobrevivéncia do
organismo. Fungos que possuem reproducdo sexuada e assexuada, que produzem grandes
guantidades de conidios, dispersam-se pelo vento e possuem capacidade de sobreviver em
hospedeiros alternativos no campo e no solo favorecem a selecdo de mutantes resistentes. Os
fatores relacionados aos fungicidas estdo relacionados ao modo de agéo e capacidade de persistir
ativamente nos tecidos das plantas. A intensidade do uso dos fungicidas sistémicos esta
relacionada com o nimero de aplicacdes e as dosagens utilizadas (ZAMBOLIM; VENANCIO;
OLIVEIRA, 2007).
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Os estudos de andlise de risco de fungicidas e o monitoramento de combinacGes
patdgeno-hospedeiro-fungicida, sdo de extrema importancia para a adocdo de estratégia anti-
resisténcia. Os testes de sensibilidade de fungos séo utilizados antes da introdugéo de um novo
produto e no monitoramento ao longo do tempo. Esses estudos sdo denominados “base-line”,
onde através deles se podem obter dados de variabilidade inicial quanto aintroducdo de um novo
fungicida e o reconhecimento de linhagens resistentes em comparacdo a linhagens sensiveis
(GHINI; KIMATI 2000).

Os estudos de “base-ling’” também visam desenvolver metodologias apropriadas para
avaliacdo de risco e monitoramento de resisténcia. Os métodos utilizados nesses estudos ndo
devem interferir nas caracteristicas do fungicida tanto quanto no comportamento do fungo em
estudo (GHINI; KIMATI 2000).

Nos casos onde a resisténcia € controlada por poucos genes, com frequéncia inferior a
1%, no campo, dificilmente sdo detectados pelos métodos disponiveis, pois a perda de controle
pode ocorrer subitamente com uma ou duas aplicagdes. Desse modo, uma previsdo precoce do
risco somente pode ser feita analisando um nimero muito elevado de isolados. Estima-se que
300 isolados devem ser testados para se ter 95% de chance de se detectar resisténcia na
frequéncia de 1% (BRENT; HOLLOMON, 1998). Mesmo assim, 0s métodos sdo Uteis quando,
devido a caracteristicas inerentes ao fungo, ocorre o retardamento do desenvolvimento de
resisténcia, geralmente quando o0 patdgeno apresenta poucos ciclos reprodutivos ao longo do ano
e 0s mutantes apresentam baixa adaptabilidade. Um exemplo foi aresisténcia de Botrytis cinerea
Pers. a dicarboximidas, detectado antes que o problema tomasse grandes proporgoes, nesse caso
as linhagens resistentes apresentavam menor sobrevivéncia na auséncia do fungicida em
comparacao as linhagens selvagens (DEKKER; GEORGOPOULOS, 1982).

Para resisténcia poligéncia, os trabalhos de “base-line” sdo importantes na indicagéo de
risco de resisténcia. Nesse caso a resisténcia ocorre devido a perda gradual de sensibilidade, por
estar envolvida com uma série de mutagdes em diversos genes. Para estes testes as amostras de
isolados podem ser menores, porque substancial parte da populacédo esta envolvida e a freqiiéncia
de mutantes resistentes é aumentada (GHINI; KIMATI 2000).

Os primeiros casos de resisténcia de fungos a fungicidas foram detectados com o produto
bifenil, um hidrocarboneto aromético usado desde 1959 para o controle de Penicillium em
tratamento pos-colheita em citros (OGAWA; MANJI; EL-BEHADLI, 1976). No Brasl os
primeiros casos relatados apareceram em 1974 e aumentaram rapidamente nas décadas seguintes
em sua maioria associadas ao benomil. Com relagéo a fungos do género Alternaria os primeiros
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casos de resisténcia ocorreram com Alternaria dauci (Kuhn.) de cenoura resistente ao iprodione
(FANCELLI; KIMATI, 1988).

Em vérios paises ja foram relatados casos de resisténecia de A. brassicae e A. brassicicola
a iprodione. Experimentos demonstraram que isolados resistentes produziram maior nimero de
conidios por colénia. Somente os isolados resistentes foram capazes de produzir lesdes em
discos de folhas de brocolis pulverizadas com 50 ug de ingrediente ativo (i.a.) por mL. Conidios
de isolados resistentes germinaram em &gua destilada com concentracdo de 250 pg i.a/mL,
enquanto os conidios de isolados sensiveis foram inibidos com 5 pg i.a/mL (HUANG, LEVY,
1995). Na Franga, foram relatados casos de isolados de A. brassicicola altamente resistentes a
dicarboximida (ECs;>100mg/L) para iprodione, procimidone e fludioxonil. Estes isolados
exibiram alta capacidade de exporulacéo e elevada agressividade em comparagéo aos isolados
sensiveis, sendo este o primeiro relato de isolados com alto grau de resisténcia cruzada a
dicarboximida e fenilpirroles (IACOMI-VASILESCU et a., 2004). Alguns trabalhos
demonstram que populagdes podem ser definidas com base na resisténcia a fungicidas, onde os
isolados podem ser diferenciados através de uma distribuicdo de sensibilidade, caracterizada pelo
valor da dose capaz de inibir 50% do crescimento micelial (DLsg) (HAU; VALLAVIEILLE-
POPE, 2006). Fungos produtores de esporos assexuais multinucleados como A. brassicicola
(ELLIS, 1971), podem produzir micélio heterocaridtico contendo nicleos sensiveis e resistentes
a0 fungicida. Estes heterocérions so capazes de crescer na presenca ou auséncia de fungicidas,
capacitando o patdgeno manter nicleos resistentes e sensiveis (SUMMERS; HEANEY;
GRINDLE, 1984). A presenca de isolados com baixa sensibilidade depende entre outros fatores
da pressdo de selecdo exercida pela freqiéncia de aplicacdo do fungicida (KENDALL,;
HOLLOMON, 1998). Em trabalhos relacionados ao estudo de variabilidade de isolados de A.
brassicicola através da correlagdo entre a sensibilidade a iprodione em Pernambuco ndo se
observou muita validade para separacéo de subgrupos, isso foi atribuido principalmente ao fato
desse fungicida ndo ser amplamente utilizado para o controle de alternariose em brassicas nesse
estado (AZEVEDO; MICHEREFF; MARIANO, 2000).

Os mecanismos envolvidos na resisténcia de fungos ainda sdo pouco conhecidos, o
principal deles refere-se a modificacBes que ocorrem no sitio de acédo do fungicida e diminuem a
afinidade do produto. Outros mecanismos podem estar associados a utilizacdo de rotas
metabdlicas alternativas ao sitio de acdo, a reducdo da absorcdo ou 0 aumento do efluxo do

fungicida, a ndo conversdo do produto ao ingrediente ativo, a um aumento compensatorio na
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producéo da enzima alvo do fungicida e a detoxificacdo do produto (SISLER, 1988; BRENT,
1995; GHINI; KIMATI, 2000).

As relagdes fisioldgicas associadas ao desenvolvimento de resisténcia pela célula fangica,
influenciam, positiva ou negativamente outros processos vitais do organismo, entre eles esta sua
aptidéo para infeccdo, a velocidade de colonizagdo dos tecidos do hospedeiro e a capacidade de
esporulacdo e sobrevivéncia, as quais afetam sua patogenicidade e adaptabilidade a0 meio
(GHINI; KIMATI, 2000). Correlagbes negativas entre resisténcia a fungicidas e adaptabilidade
foram observadas em algumas espécies fungicas. Em trabalhos com Sclerotinia minor Jagger
notou-se que a patogenicidade declinou ao longo do tempo apos 10 meses de resisténcia induzida
com a aplicagdo de iprodione (HUBBARD; SUBBARAO; KOIKE, 1997). Em alguns casos sub-
populacles resistentes podem apresentar adaptabilidade igual ou superior a das sensiveis
(GHINI; KIMATI, 2000). Em ensaios com Mycosphaerella fijiensis M. Morelet resistentes ao
benomil foi observado maior patogenicidade a bananeira (ROMERO; SUTTON, 1998). O
monitoramento da resisténcia é de extrema importancia para se prever seu aparecimento e assim
desenvolver estratégias paraevitdla (BRENT, 1995).

Os estudos de resisténcia de fungos a fungicidas sdo justificados pelo amplo uso desses
produtos nos sistemas agricolas, pela grande diversidade de grupos quimicos e pela introducdo
de novos produtos sistémicos, dessa forma os trabalhos que venham a fortalecer o conhecimento
sobre populacdes fungicas diante do tratamento quimico submetido, sdo de grande importancia
(AZEVEDO, 2007).

Apesar das diferencas marcantes nas estratégias de manejo da alternariose nos sistemas
de produgéo convencional e organico, inexistem estudos comparando isolados de A. brassicicola
oriundos desses dois sistemas em relagdo a sensibilidade aos principais grupos de fungicidas.
Informagbes sobre a sensibilidade de isolados a fungicidas sdo essenciais para a avaliagéo,
implementacdo e redirecionamento de estratégias de manejo de doencas de plantas, aém de
possibilitarem o melhor entendimento da estrutura populacional do patdgeno e dos processos de
dispersdo do indculo (BROWN, 2006).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a sensibilidade de
isolados de A. brassicicola oriundos de cultivos convencionais e organicos de brassicas de
Pernambuco a fungicidas sistémicos dos grupos dicarboximidas, estrobilurinas e triazbis.
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RESUMO - A dternariose é uma das doencas mais comuns e destrutivas das bréassicas,
podendo ser causada por vérias espécies de Alternaria, embora A. brassicicola seja a espécie
predominante em plantios convencionais e organicos no Brasil. Como inexistem cultivares
comerciais de brassicas com niveis aceitaveis de resisténcia a doenca, no sistema de producao
convencional o controle da doenca se baseia na aplicagéo de fungicidas, enquanto no sistema
organico em métodos culturais. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a sensibilidade
de 112 isolados de A. brassicicola oriundos de cultivos convencionais e organicos de
bréssicas a fungicidas dos grupos dicarboximidas (iprodiona), triazéis (tebuconazol) e
estrobilurinas (azoxistrobina). Os isolados foram avaliados in vitro visando obter a
concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento micelial (CLsp) e separados em quatro

classes dependendo da sua sensibilidade aos fungicidas testados. Todos os isolados de A.
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brassicicola foram sensiveis a iprodiona, com valores de CLs inferioresa 0,1 mg i.a/L. A
maioria dos isolados oriundos de cultivos convencionais (92,9%) e organicos (96,4%) se
comportou como medianamente resistente a azoxystrobin, enquanto um isolado (CFM-576)
foi atamente resistente. Em relacdo a tebuconazol, foram constatados somente isolados
sensiveis (42,9%) e ligeiramente resistentes (57,1%). N&o foi encontrada diferenca
significativa entre os isolados de A. brassicicola oriundos de cultivos convencionais e
organicos, bem de diferentes espécies de brassicas, quanto aos niveis de sensibilidade aos
fungicidas.

Palavras-chave: alternariose; Brassicae; resisténcia a fungicidas; azoxystrobin; iprodiona;

tebuconazol.

SENSITIVITY OF ISOLATES OF Alternaria brassicicola OF
CONVENTIONAL AND ORGANIC CULTURAL SYSTEM OF
BRASSICASTO FUNGICIDES

ABSTRACT - The Alternaria black spot is one of the most common and destructive diseases
of brassica species. This disease can be caused by several species of Alternaria, although A.
brassicicola is predominant species in both conventional and organic crops in Brazil. Since
commercial cultivars of brassica with acceptable levels of disease resistance are not available,
the disease control in conventional production system is based on the fungicide applications,
while in the organic production system the disease control on relays on cultural methods. The
objective of this study is to assess the sensitivity of 112 isolates of A. brassicicola to
fungicide groups. benzimidazoles (carbendazim), dicarboximides (iprodione), triazoles
(tebuconazole) and strobilurines (azoxystrobin). The isolates were evaluated in vitro to obtain
the concentration capable of inhibiting 50% of the mycelial growth (CLsp) and separated in
four classes depending on the sensibility to the tested fungicides. All the isolated of A.
brassicicola were sensitive the iprodione, with CLsy values below to 0.1 mg i.a/L. Most of

the isolates originating from conventional (92.9%) and organic (96.4%) were middling
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resistant the azoxystrobin, while an isolated (CFM-576) was highly resistant. In relation to
tebuconazole, only isolated sensitive (42.9%) and lightly resistant (57.1%) were observed.
There was no significant difference between the isolates of A. brassicicola originated either
from conventional or organic systems and brassica types regarding the levels of sensitivity to
the fungicides.

Key words. Alternariose Black spot, Brassicae, fungicide resistance, iprodione, azoxystrobin,

tebuconazole.

INTRODUCAO

No Brasil, o cultivo de bréssicas tem destacada importancia nos sistemas de producéo
convencional (com uso de fungicidas) e organico (sem uso de fungicidas), mas a
produtividade e a qualidade dos produtos podem ser drasticamente afetadas pela ocorréncia da
aternariose (RODRIGUES et al., 2004a; PERUCH et al., 2006). Em levantamentos
realizados no Estado de Pernambuco, um dos principais produtores de brassicas no Nordeste
brasileiro, a prevaléncia da alternariose foi de 95% em plantios convencionais de repolho (B.
oleracea var. capitata L.) nas safras 1997 e 1998 (AZEVEDO et al., 2000) e de 100% em
cultivos orgénicos de brécoli (B. oleracea var. italica L.) e couve-flor (B. oleracea var.
botrytisL.) na safra 2001 (PERUCH et al., 2006).

Mundialmente, a aternariose é uma das doencas mais comuns e destrutivas das brassicas,
podendo afetar as plantas em todos os estédios de desenvolvimento. Os sintomas tipicos
incluem lesdes necréticas negras nas plantulas, folhas, caules e siliquias. As reducdes no
rendimento sdo resultantes, principalmente, da diminuicdo do potencial fotossintético e da
aceleracéo da senescéncia (VERMA & SAHARAN, 1994; SAHARAN et al., 2005; KOIKE

et al., 2006).



A dternariose pode ser causada por vérias espécies do género Alternaria, mas A.
brassicicola (Schwn.) Wilt. e A. brassicae (Berk.) Sacc. sdo as mais freqientes em diversos
paises (VERMA & SAHARAN, 1994; SAHARAN et al., 2005; KOIKE et al. 2006). No
Brasil, A. brassicicola tem sido a espécie predominante em plantios convencionais e
organicos de bréssicas (AZEVEDO et al., 2000; MICHEREFF et al., 2003; RODRIGUES et
al., 2004a; RODRIGUES et al., 2004b; PERUCH et al., 2006; PERUCH & MICHEREFF,
2007).

Como inexistem cultivares comerciais de bréssicas com niveis aceitaveis de resisténcia a
aternariose (TEWARI & MITHEN, 1999; RODRIGUES et al., 2004a; SAHARAN et al.,
2005), o controle quimico vem sendo a maneira que os produtores tem encontrado para
combater a enfermidade. Entre os principais grupos de fungicidas encontrados no mercado,
gue apresentam controle para o fungo, destacam-se as dicarboximidas, carbamatos,
benzimidazois, triazdis e estrobilurinas (IACOMI-VASILESCU et al., 2004; TOFOLI &
DOMINGUES, 2006), sendo que em Pernambuco sdo utilizados principalmente os triazbis e
as estribirulinas. Devido as limitagdes impostas pelo sistema de producgéo organico, o controle
da alternariose se baseia entre outras coisas, no tratamento térmico de sementes, eliminacéo
de restos culturais e rotagdo de culturas (RODRIGUES et al., 2004b). Apesar das diferencas
marcantes nas estratégias de manejo da alternariose nos sistemas de producdo convencional e
organico, inexistem estudos comparando isolados de A. brassicicola oriundos desses dois
sistemas em relacdo a sensibilidade aos principais grupos de fungicidas.

Informagdes sobre a sensibilidade de isolados a fungicidas séo essenciais para a avaliagéo,
implementacdo e redirecionamento de estratégias de manejo de doencas de plantas, além de
possibilitarem o melhor entendimento da estrutura populacional do patégeno e dos processos

de dispersdo do in6culo (BROWN, 2006).
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O objetivo do presente estudo foi avaliar a sensibilidade de isolados de A. brassicicola
oriundos de cultivos convencionais e organicos de brassicas a fungicidas sistémicos dos
grupos dicarboximidas, estrobilurinas e triazois.

MATERIAL E METODOS

| solados fungicos - Foram utilizados 112 isolados de A. brassicicola, obtidos de diferentes
&reas de cultivo de bréssicas durante levantamento da intensidade da alternariose no Estado de
Pernambuco, Brasil (PERUCH et al., 2006). A metade dos isolados foi oriunda de cultivos
convencionais e a outra metade de cultivos organicos. De cada sistema de cultivo foram
utilizados isolados obtidos de brécoli, couve-flor, couve-manteiga (Brassica oleracea L. var.
acephala DC.) e repolho, sendo 14 isolados de cada espécie (Tabela 1). Todos os isolados
foram purificados por isolamento monospérico e a identificacdo confirmada com base na
morfologia de conidios e conidiéforos (ELLIS, 1971). Os isolados foram mantidos em tubos
com meio batata-dextrose-&gar (BDA) a 5 oC e para obtencdo do indculo a ser utilizado nos
testes de sensibilidade a fungicidas, subculturas foram feitas pela transferéncia de fragmentos

de hifas para placas de Petri com meio BDA.

Fungicidas - Os ingredientes ativos testados foram iprodiona (Rovral SC, 50% p.a., Bayer
CropScience, Brasil), azoxistrobina (Amistar, 50% p.a.,, Syngenta Protecdo de Cultivos,
Brasil) e tebuconazol (Folicur 200 CE, 20% p.a, Bayer CropScience, Brasil). Esses
ingredientes ativos possuem atividade sistémica e modo de agdo especifico: inibidor da
divisdo celular (iprodiona), inibidor da respiracéo (azoxistrobina) e inibidor da biossintese de
ergosterol (tebuconazol). Para cada ingrediente ativo foram preparadas solugdes estoque de
10.000 e 1.000 mg/L diluido em dimetil sulféxido (DMSO). O ajuste das doses a serem

usadas foi realizado previamente, utilizando doses em escala logaritmica de 0, 0,01, 0,1, 1, 10
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e 100 mg/L. As doses da solucéo estogque foram incorporadas em meio BDA em temperatura
entre 45 e 50°C para obter concentragcdes entre 0, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1 e 5 mg/L para
iprodiona, 0, 0,1, 1, 5, 10, 50, 100 e 200 mg/L para azoxistrobina e 0, 0,001, 0,005, 0,01, 0,05,
0,1, 0,5 e 1 mg/L para tebuconazol. O volume de DM SO adicionado ao meio foi menor que
1%.

Acdo fungicida sobre o crescimento micelial - Discos de micélio de 5 mm de diémetro
foram retirados da borda de coldnias com 7 dias de idade e transferidos para placas com BDA
contendo as aliquotas de cada fungicida que foram testados em quatro repeticdes. A avaliacdo
baseou-se na medida do crescimento radial da colénia em um Unico sentido apds 6 dias de
incubacdo em temperatura média de 25 °C. Para cada combinacdo concentracdo/fungicida, a
média das quatro repeticbes foi usada para calcular a inibicdo do crescimento radial da
col6nia (ICC) de cada isolado i como ICCi = [(RMCc — RMCi / RMCc)x100], onde RMCc =
raio médio da col6nia no controle (sem adicdo de fungicida) e RMCi = raio médio da colonia
para o isolado i. Para cada repeticéo de cada combinagéo isolado/concentracéo de fungicida,
os valores calculados de |CC foram submetidos a regressdo linear pelo logaritmo (log10) da
concentragBes de fungicidas para estimar a dose necesséria para inibir 50% do crescimento
micelial (CL50).

Os isolados de A. brassicicola foram separados em quatro classes dependendo da sua
sensibilidade aos fungicidas testados, como: sensivel (S) = valores de CL50 entre 0,1 e 1
mg/L; ligeiramente resistente (LR) = valores de CL50 entre >1 e 10 mg/L; medianamente
resistente (MR) = valores de CL50 entre >10 e 100 mg/L ; altamente resistente (AR) = valores
de CL50 acimade 100 mg/L (IACOMI-VASILESCU et al., 2004).

Os valores de CL50 foram também distribuidos em intervalos regulares para comparacao
da distribuicéo das fregiiéncias dos isolados nos sistemas de cultivo e hospedeiros. Para cada

fungicida testado, as comparagdes da distribuicéo das freqliéncias de CL50 entre os sistemas
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de cultivo e hospedeiros foram realizadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para
verificagdo da existéncia de resisténcia cruzada aos fungicidas entre os isolados, foi efetuada a
andlise de correlacdo de Pearson (P=0,05) com a utilizacdo dos dados de CL50 dos fungicidas
dentro de cada sistema de cultivo e espécie de brassica. Todas as andlises estatisticas foram

realizadas com o auxilio do programa SAS versao 9.1 (SAS Ingtitute, Cary, NC).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Todos os isolados de A. brassicicola foram sensiveis a iprodiona, com valores de CL50
inferioresa 0,1 mg i.a/L, variando entre 0,377 mg i.a/L € 0,899 mg i.a/L. A distribuicdo da
frequiéncia dos valores de CL50 nos sistemas de cultivo organico e convencional foi similar
(KSa=0,426401, P = 0,9934) (Figura 1).

N&o houve diferenca significativa quando comparada a distribuicéo dos valores de CL50
estimados para o fungicida iprodiona em todas as combinagdes par a par nos hospedeiros de
origem dos isolados. brécoli e couve-flor (KSa = 0,639602, P = 0,8079), brocoli e couve-
manteiga (KSa = 0,426401, P = 0,9934), brocoli e repolho (KSa = 0,426401, P = 0,9934),
couve-flor e repolho (KSa = 0,639602, P = 0,8079), couve-flor e couve-manteiga (KSa =
0,852803, P = 0,4611) e repolho e couve-manteiga (KSa = 0,426401, P = 0,9934) (Figura 2).
Para o fungicida azoxistrobina, os valores de CL50 dos isolados de A. brassicicola variaram
de 4,429 mg i.a/L a 111,272 mg i.a/L. Somente o isolado CFM-576, originario de cultivo
convencional de couve-comum, se comportou como altamente resistente, com CL50 superior
a 100 mg i.a/L. A maioria dos isolados oriundos de cultivos convencionais (92,9%) e
organicos (96,4%) se comportou como medianamente resistente a azoxistrobina, com valores
de CL50 entre 10 e 100 mg/L, enquanto nenhum isolado dos dois sistemas de cultivo foi

considerado sensivel (Figura 3).
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N&o houve diferenga significativa entre os sistemas de cultivo convencional e organico na
distribuicdo dos valores de CL50 (KSa = 0,377964, P = 0,9988) (Figura 1). As comparacdes
da distribuicdo dos valores de CL50 estimados para o fungicida azoxistrobina em todas as
combinagdes par a par dos hospedeiros de origem dos isolados ndo foram significativas:
brécoli e couve-flor (KSa = 0,188982, P = 1,0000); brécoli e couve manteiga (KSa =
0.377964, P = 0.9988), brécoli e repolho (KSa = 0,214286, P= 0,9988), repolho e couve-flor
(KSa = 0,188982, P = 1,0000), repolho e couve-manteiga (KSa = 0.566947, P = 0.9048) e
couve-flor e couve manteiga (KSa = 0.377964, P = 0.9988) (Figura 2).

Os valores de CL50 estimados para tebuconazol variaram de 0,349 mg i.a/L a 5,844 mg
i.a/L, sendo que nenhum isolado de A. brassicicola se comportou como medianamente
resistente ou altamente resistente. Nos dois sistemas de producdo a frequiéncia de isolados
sensiveis (42,9%) e ligeiramente resistentes (57,1%) foi a mesma (Figura 3). A distribuicéo
dos valores de CL50 nos dois sistemas de producéo avaliados ndo diferiu estatisticamente
(Ksa = 0,204124, P = 1,0000), (Figura 1). Também ndo houve diferenca estatistica
significativa na distribuicdo dos valores de CL50 estimados para o fungicida tebuconazol em
todas as combinacdes par a par nos hospedeiros de origem dos isolados: brécoli e couve-flor
(KSa = 0,40824, P = 0,9963), brécoli e couve-manteiga (KSa = 0,204124, P = 1,0000),
brécoli e repolho (KSa = 0,612372, P = 0,8475), couve-flor e couve-manteiga (KSa =
0,408248, P = 0,996), couve-flor e repolho (KSa = 0,408248, P = 0,9963), couve-manteiga e
repolho (KSa = 0,612372, P = 0,8475) (Figura 2).

N&o foram constatadas correlagdes significativas entre os niveis de CL50 dos diferentes
fungicidas, independentemente do sistema de cultivo e da espécie de brassica de origem do

isolado de A. brassicicola.

DISCUSSAO
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A alta sensibilidade de todos os isolados de A. brassicicola oriundos de cultivos
convencionais e organicos de bréassicas de Pernambuco ao fungicida iprodiona, pode ser
devido a ndo utilizacéo desse fungicida para o controle da alternariose das brassicas no estado
(AZEVEDO et al., 2000), pois a acumulacdo de mutantes resistentes em populacdes fungicas
depende, entre outros fatores, da pressdo de selecéo exercida pela frequiéncia de aplicagéo do
fungicida (KENDALL & HOLLOMON, 1998). Os resultados discordam da observagéo de
Michereff et al. (2003) sobre a presenca de isolados de A. brassicicola de Pernambuco com
baixa sensibilidade a iprodiona, bem como do constatado por Huang & Levy (1995) e lacomi-
Vasilescu et al. (2004), que em estudos realizados em Israel e na Franca, verificaram uma
distribuicdo polimodal em categorias distintas de resisténcia a esse fungicida entre isolados de
A. brassicicola, incluindo isolados altamente resistentes.

O uso de edtrobilurinas, como azoxistrobina, tem sido proposto como uma boa opgdo em
programas controle da alternariose das bréssicas (IACOMI-VASILESCU et al., 2004), tendo
em vista terem sido modeladas a partir de produtos naturais, apresentarem um amplo espectro
de atividade, um Unico mecanismo de acdo bioquimico e poderem ser utilizadas tanto em
tratamento foliar como de sementes (BARTLETT et al., 2002). No entanto, a constatagéo de
um isolado altamente resistente a azoxistrobina (CFM-576) € preocupante e indica a
probabilidade de existéncia de sub-populacdes com essa caracteristica. Existe o risco dessas
sub-populagdes de A. brassicicola virem a predominar no futuro, tendo em vista que
caracteristicas como elevada taxa de esporulacdo, eficiente disseminacdo do inéculo pelo
vento e sobrevivéncia em vérios hospedeiros favorece a selecdo de mutantes resistentes
(ZAMBOLIM et al., 2007).

A classificagdo da maioria dos isolados de A. brassicicola utilizados nesse estudo como
medianamente resistente a azoxistrobina assemelha-se a0 constatado para isolados de A.

alternata (Fr.) Keiss oriundos de maca (Malus domestica L.), cujo valor médio de CL50 foi de
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80 mg i.a/L (REUVENI & SHEGLOV, 2002). A baixa sensibilidade micelial a determinadas
estrobilurinas, também constatada em outras espécies fungicas, € associada a inducdo da
respiracao alternativa que cataliza a transferéncia de elétrons para o oxigénio (ZIOGAS et al.,
1997; OLAYA & KOLER, 1999; YPEMA & GOLD, 1999; FERREIRA et al., 2006). Essa
rota alternativa € utilizada por fungos que crescem em meios com &gar, especialmente agueles
ricos em nutrientes (REUVENI & SHEGLOV, 2002).

A inexisténcia de isolados de A. brassicola altamente e medianamente resistentes a
tebuconazol verificado nesse estudo, apesar de intensiva utilizagdo para o controle da
alternariose das bréssicas, pode ser decorrente do modo de acdo dos fungicidas inibidores da
sintese de ergosterol (triazéis). Ao investigarem a alta sensibilidade do crescimento micelial
de A. alternata em meio BDA a esse fungicida, Koller & Scheinpflug (1987) atribuiram esse
fato ainibicdo darota que ocorre durante a conversao de lanosterol a ergosterol, embora esses
inibidores tenham agdo menos eficiente sobre a esporulagdo. Existem poucos relatos com
triazis em relacdo a A. brassicicola, porém lacomi-Vasilescu et al. (2004) encontraram
valores de CL50 entre 0,35 e 0,53 mg i.a./L quando testaram difenoconazole para inibicéo do
crescimento micelial de A. brassicicola, indicando alta eficiéncia desse fungicida em inibir o
crescimento micelial assemelhando-se aos verificado nesse estudo.

A similaridade nos niveis de sensibilidade dos isolados de A. brassicicola oriundos de
cultivos convencionais e organicos de Pernambuco aos fungicidas pode estar associada a
dindmica do inéculo no campo. Como a alternariose € uma doenca policiclica com grande
producdo de indculo em plantas doentes e o vento dissemina eficientemente esse indculo a
curtas e longas distancias (HUMPERSON-JONES & MAUDE, 1982; CHEN et al., 2003), o
inbculo produzido em plantas doentes de um sistema de cultivo pode ser disseminado para
outro, dando inicio a novas infeccdes. No entanto, os resultados desse estudo contrastam do

verificado por Ma et al. (2003), que ao avaliarem a sensibilidade de isolados de A. alternata,
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Alternaria tenuissima (Kun. ex Pers) Wilt. e Alternaria arborescens Simm. obtidos de
pistache em relacdo a azoxistrobina, constataram que os isolados oriundos de &eas sem
histérico de aplicacéo do fungicida apresentaram valores de CL50 muito baixos (0,008 a
0,045 mg i.a/L), enquanto os isolados coletados de area com freqiiente aplicacdo do fungicida
tiveram CL50 acima de 100 mg i.a./L, sendo estes considerados resistentes.

A auséncia de diferengas significativas entre os isolados de A. brassicicola oriundos de
diferentes bréssicas quanto aos niveis de sensibilidade aos fungicidas pode ser conseqiiéncia
da inexisténcia de especificidade do hospedeiro, a exemplo do constatado em estudo de
variabilidade de isolados desse patdgeno da mesma regido (MICHEREFF et al., 2003). Uma
das implicagdes deste fato seria quanto a din@mica de inéculo de A. brassicicola na regiéo,
pois aparentemente as diferentes culturas de cruciferas podem atuar como eficientes fontes de
inbculo para novos plantios.

A falta de correlagdo entre os niveis de CL50 dos fungicidas iprodiona, azoxistrobina e
tebuconazol indica que ndo foi observada resisténcia cruzada aos fungicidas entre os isolados
de A. brassicicola, 0 que ja era esperado, tendo em vista os diferentes mecanismos de acéo
apresentados por esses fungicidas.

O presente estudo foi pioneiro na comparacdo da sensibilidade de isolados de A.
brassicicola oriundos de cultivos convencionais e orgéanicos de brassicas a varios grupos de
fungicidas. Os resultados obtidos constituem as bases para estudos mais aprofundados sobre a
estrutura populacional desse patdgeno, envolvendo os niveis de adaptabilidade fisioldgica e

patogénica dos isolados pertencentes aos diferentes grupos de sensibilidade.

CONCLUSOES
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Tabela 1. Isolados de Alternaria brassicicola oriundos de cultivos convencionais e organicos

de bréssicas de Pernambuco (Brasil) utilizados na avaliacéo de sensibilidade a fungicidas.

Cultivo Hospedeiro I solado
_ CFM-20, CFM-36, CFM-37, CFM-40, CFM-44, CFM-69,
Brocoli CFM-84, CFM-101, CFM-119, CFM-200, CFM-202, CFM-

382, CFM-477, CFM-583

Convencional Couve-clor

CFM-8, CFM-52, CFM-63, CFM-73, CFM-251, CFM-255,
CFM-259, CFM-306, CFM-315, CFM-355, CFM-389,
CFM-441, CFM-506, CFM-571

CFM-35, CFM-95, CFM-110, CFM-111, CFM-120, CFM-

Couve- 133, CFM-140, CFM-224, CFM-365, CFM-374, CFM-386,
Comum CFM-457, CFM-576, CFM-586

CFM-102, CFM-104, CFM-302, CFM-308, CFM-312,
Repolho CFM-317, CFM-319, CFM-368, CFM-435, CFM-439,

CFM-449, CFM-509, CFM-581, CFM-582

CFM-15, CFM-32, CFM-71, CFM-90, CFM-91, CFM-151,
Brocoli CFM-158, CFM-223, CFM-243, CFM-271, CFM-353,

CFM-363, CFM-420, CFM-473

CFM-11, CFM-67, CFM-273, CFM-335, CFM-339, CFM-

Organico Couve-Flor 343, CFM-351, CFM-358, CFM-414, CFM-415, CFM-428,

CFM-463, CFM-465, CFM-470

CFM-1, CFM-64, CFM-68, CFM-70, CFM-72, CFM-97,
Couve- CFM-109, CFM-212, CFM-216, CFM-352, CFM-364,
Comum CFM-464, CFM-471, CFM-475

CFM-2, CFM-65, CFM-66, CFM-108, CFM-338, CFM-
Repolho 356, CFM-357, CFM-429, CFM-430, CFM-431, CFM-432,

CFM-466, CFM-467, CFM-468
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Figura. 1 - Distribuicéo dos isolados de Alternaria brassicicola oriundos de cultivos
convencionais e organicos de brassicas de Pernambuco (Brasil), em intervalos de CLsp
(concentragéo parainibir 50% do crescimento micelial) dos fungicidas iprodiona,

azoxistrobina e tebuconazol.
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Figura. 2 - Distribuicdo dos isolados de Alternaria brassicicola oriundos de diferentes
espécies de bréssicas cultivadas em Pernambuco (Brasil), em intervalos de ClLsp
(concentragédo para inibir 50% do crescimento micelial) dos fungicidas iprodiona,

azoxistrobina e tebuconazol.
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Figura. 3 - Freguéncia (%) de isolados de Alternaria brassicicola oriundos de cultivos

convencionais e organicos de brassicas de Pernambuco (Brasil) quanto aos niveis de

sensibilidade aos fungicidas azoxystrobin e tebuconazol, sendo: S (sensivel) = valores de

CLso entre 0,1 e 1 mg/L; LR (ligeiramente resistente) = valores de CLsp entre >1 e 10 mg/L;

MR (medianamente resistente) = valores de CLsp entre >10 e 100 mg/L; AR (altamente

resistente) = valores de CLsp acima de 100 mg/L.



