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RESUMO

A cultura da batata no Brasil é frequentemente afetada pela pinta preta, uma
doenga foliar causada por diferentes espécies de fungos do género Alternaria. O
controle quimico é a medida mais utilizada para evitar os danos causados por esses
patogenos. Sao utilizados fungicidas protetores, que apresentam baixo risco de
perda de sensibilidade, e fungicidas sistémicos, que possuem um modo de agéo
especifico, aumentando as chances de selegao de isolados resistentes do patégeno
ao longo do tempo. Informagdes sobre o comportamento de isolados de Alternaria
spp. a fungicidas sdo escassas, principalmente no Sul do Brasil. O objetivo deste
trabalho foi, portanto, estudar a sensibilidade desses isolados da cultura da batateira
aos fungicidas ciprodinil (Unix®), pirimetanil (Mythos®), iprodiona (Rovral®) e
procimidona (Sumilex®). Um total de 100 isolados foram coletados nas principais
regides produtoras de batata nos trés estados do Sul: Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul. No laboratério, o fungo foi isolado indiretamente de folhas de
batateira sintomaticas e, apos a obtencado de culturas monosporicas, os isolados
foram separados conforme a morfologia, onde conidios caracterizados como de
tamanho grande e bicos longos foram utilizados neste estudo, totalizando 44
isolados. A identificagdo de Alternaria spp. foi realizada pela amplificagdo do DNA
por PCR utilizando primers para os genes tef-1a e gapdh, sequenciamento e analise
filogenética. A sensibilidade dos isolados aos fungicidas foi determinada através de
testes de CEso (concentracéo efetiva para inibir 50% do crescimento do fungo),
utilizando-se as doses 0; 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 ug.ml"! para ciprodinil e
pirimetanil, e as 0; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; e 10 ug.ml-'. para iprodiona e procimidona.
Dos 44 isolados coletados, todos foram identificados como espécies de Alternaria
grandis. Os valores de CEso variaram de 0,02 a >100 ug.ml™, 0,9 a >100 ug.ml-,
0,08 a 9,15 ug.ml' e 1,27 a >100 ug.ml-'para os fungicidas ciprodinil, pirimetanil,
iprodiona e procimidona, respetivamente. Verificou-se uma diferengca de
sensibilidade entre os isolados aos fungicidas estudados. Desta forma, este estudo
permite compreender o panorama atual da sensibilidade da Alternaria grandis aos
quatro fungicidas estudados possibilitando, posteriormente, delinear novas
estratégias de manejo da resisténcia, principalmente nas regides onde os isolados
apresentaram sensibilidade reduzida, visando a manutengao do potencial produtivo
da cultura e a longevidade da utilizagao destes fungicidas.

Palavras-chave: Solanum tuberosum L., anilinopirimidina, dicarboxamida.



ABSTRACT

The potato crop in Brazil is frequently affected by early blight, a leaf disease caused
by different species of fungi from the Alternaria genus. Chemical control is the most
widely used measure to prevent the damage caused by these pathogens. Protective
fungicides are used, which present a low risk of loss of sensitivity, and systemic
fungicides, which have a specific mode of action acting directly on the pathogen,
increasing the chances of the fungus becoming resistant to fungicides and resulting
in the selection of resistant isolates of the pathogen over time. Information on the
behavior of Alternaria spp. isolates to fungicides are scarce, especially in southern
Brazil. The aim of this work was therefore to study the sensitivity of these isolates in
potato crops to the fungicides cyprodinil (Unix®), pyrimethanil (Mythos®), iprodione
(Rovral®) and procymidone (Sumilex®). A total of 100 isolates were collected from
the main potato producing regions in the three southern states of Parana, Santa
Catarina and Rio Grande do Sul. In the laboratory, the fungus was isolated indirectly
from symptomatic potato leaves and, after obtaining monospore cultures, the isolates
were separated according to morphology, where conidia characterized as large and
long beaked were used in this study, totalling 44 isolates. The identification of
Alternaria spp. was performed by DNA amplification by PCR using specific primers
for the tef-1a and gapdh genes, sequencing and phylogenetic analysis. The
sensitivity of the isolates to fungicides was determined through EC50 tests (effective
concentration to inhibit 50% of fungal growth), using doses 0; 0.0001; 0.001; 0.01;
0.1; 1 and 10 ug.ml-' for cyprodinil and pyrimethanil, and 0; 0.5; 1.0; 2.5; 5.0; 7.5;
and 10 ug.ml-". for iprodione and procymidone. Of the 44 isolates collected, all were
identified as Alternaria grandis species. The CEso values ranged from 0.02 to >100
ug.ml™, 0.9 to >100 ug.™', 0.08 to 9.15 ug.™' and 1.27 to >100 ug.ml™ for the
fungicides cyprodinil, pyrimethanil, iprodione and procymidone, respectively. There
was a difference in sensitivity between the isolates to the fungicides studied. In this
way, this study provides an overview of the current sensitivity of Alternaria grandis to
the four fungicides studied, making it possible to outline new resistance management
strategies, especially in regions where the isolates showed reduced sensitivity, with a
view to maintaining the crop's productive potential and the longevity of the use of
these fungicides.

Keywords: Solanum tuberosum L., anilinopyrimidine, dicarboxamide.
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1 INTRODUGAO

A cultura da batata (Solanum tuberosum L.) é produzida ha mais de 7 mil
anos, sendo originaria das montanhas do Peru e do Chile, na América do Sul (Fiers
et al., 2010). Possui grande importancia econémica e social em diversos paises no
mundo, devido ao seu alto valor nutricional e rendimento, podendo ser cultivada em
diferentes condigbes climaticas, sistemas de producao e niveis tecnoldgicos (Tofoli,
2011). A China e india s&o os maiores produtores mundiais do tubérculo. O Brasil
ocupa a 19°posicao no ranking mundial (FAOSTAT, 2023) e nas trés safras de 2022
produziu 3,8 milhdes de toneladas (IBGE, 2023).

A regido Sudeste se sobressai como um importante polo produtor do pais,
com os estados de Minas Gerais e Sdo Paulo destacando-se como lideres nacionais
nesse setor. Além disso, os estados da regido Sul também se destacam como
grandes produtores, especialmente durante a safra das aguas. Em fevereiro de
2023, essa regiao contribuiu com cerca de 50% do abastecimento nacional,
conforme dados da Conab (2023). Mesmo com a versatilidade nos periodos e locais
para producéo, o cultivo de batata esta sujeito a agdo de diversos agentes bidticos e
abioticos que podem comprometer a capacidade produtiva das plantas. Estudos
demonstraram que a bataticultura pode ser afetada por mais de 100 doencas
infecciosas causadas por agentes bidticos (Gabahardt e Valkonen, 2001;
EMBRAPA, 2015). Dentre as doengas foliares podemos destacar a requeima
(Phytophtora infestans) e a pinta preta (Alternaria spp.), sendo essa ultima
considerada a doenca frequente nos cultivos, afetando a parte aérea das plantas a
partir do periodo de florescimento podendo, em alguns casos, resultar na desfolha
total da planta (Tofoli et al., 2013; EMBRAPA, 2015).

A pinta preta € uma doenca foliar com ocorréncia em todas as regioes
produtoras de batata, sendo de grande importancia econémica no Brasil e no mundo
(Tofoli e Domingues, 2022). No Brasil, € considerada uma doenga com alto potencial
destrutivo no cultivo de batata (Romero, et al., 2020). E causada por diferentes
especies do género Alternaria, patogeno extremamente agressivo, podendo causar
danos de até 45% da producao de batata quando realizado o cultivo com cultivares
suscetiveis a doenca (Duarte et al., 2019).

Inicialmente, acreditava-se que o agente causal da pinta preta no Brasil

fosse A. solani, mas estudos constataram que a doenga pode ser causada por A.
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grandis, A. alternata, A. arborencens, e A. bassicola, sendo A. grandis considerada a
espécie predominante que ataca a cultura da batata (Rodrigues, 2009; Peixoto,
2015; Silva, 2020).

A ocorréncia das espécies pode variar em funcao do local, e as diferencas na
sintomatologia ndo s&o evidentes entre as espécies, porém, essas se distinguem em
relagdo ao tamanho e morfologia dos conidios e cultura do fungo (Toéfoli, 2011;
Simmons, 2007). Devido a pequenas caracteristicas, estes métodos ndo tém sido
suficientes para a identificacdo de espécies deste género (Peres et al, 2003;
Simmons, 2000; Fungaro, 2000; Simmons e Roberts, 1993). Com essa
problematica, estudos taxonémicos dividiram o género Alternaria em 29 secoes,
embasados em dados morfolégicos e, principalmente, moleculares (Grum-
Grzhimaylo et al., 2015; Woudengerg et al., 2013; 2014; Marin-Felix et al., 2019; Li et
al., 2022). O controle da pinta preta € embasado nas medidas utilizadas dentro do
manejo integrado de doengas, envolvendo o controle cultural, adotando medidas
relacionadas a eliminagdo de restos culturais, adubacdo e molhamento foliar; o
controle genético, com a adogéo de cultivares resistentes; e o controle quimico, que
se torna a medida mais utilizada para evitar redugdes na produgédo (Romero et al.,
2020).

O controle da doenga em todo o mundo é realizado principalmente com
aplicagdes de fungicidas por ser a medida de controle mais eficiente (Guenthner et
al., 1999; Aylor et al., 2001; Mizubuti, 2001; Shuman e Christ, 2005; Vitale et al.,
2016). Entretanto, o manejo inadequado, incluindo sucessivas aplicagbes de
fungicidas de mesmo ingrediente ativo, propicia a selegéo de individuos resistentes
na populagcdo do patogeno (Ghini e Kimati, 2002). Desta forma, o estudo da
resisténcia de fungos a fungicidas € primordial para o correto manejo das doencgas
em campo, garantindo o uso dos fungicidas com eficiéncia ao longo dos anos.
Quando a resisténcia é detectada numa populacédo, estratégias de manejo devem
ser consideradas para impedir um uso indiscriminado e inadequado de fungicidas.
Portanto, o monitoramento da dinamica das populagcdes de patdogenos e alteragcdes
na sensibilidade a diferentes grupos de fungicidas sdo fundamentais para garantir
escolha de ingredientes ativos eficientes, evitando-se assim, contaminagdes

ambientais desnecessarias.
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A resisténcia de Alternaria spp. a fungicidas é pouco conhecida na regido
sul do Brasil, envolvendo os estados Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul
um polo de produgao da cultura da batata Em um levantamento com representantes
técnicos de empresas e produtores, foi identificado que ciprodinil, pirimetanil,
iprodiona e procimidona sdo os ingredientes ativos amplamente utilizados no Sul do
Brasil'. Portanto, o objetivo do presente estudo foi estudar a sensibilidade de
isolados identificados como A. grandis aos fungicidas ciprodinil, pirimetanil, iprodiona
e procimidona, visando definir as melhores estratégias para o uso racional desta

pratica.

TNOTA: Comunicacao informal feita com profissionais da area de cultivo de batata.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTURA DA BATATA

A batata (Solanum tuberosum L.), tem origem nas montanhas do Peru e
Chile na América do Sul, e € cultivada ha mais de 7 mil anos (Fiers et al., 2010). Por
volta de 1570, a batata foi introduzida na Europa pelos espanhdis, tornando-se
importante fonte de alimentagao e, posteriormente, expandiu-se por toda a Europa,
Africa, Asia e América do Norte (Lopes e Buso, 1977).

Entre as espécies cultivadas de batata, Solanum tuberosum L. é a mais
representativa (Fortes e Pereira, 2003). A batata pertence a familia Solanaceae, é
uma planta dicotiledénea, anual, herbacea e tuberosa, que tem o tubérculo como
orgao de interesse econ6mico sendo uma importante fonte de carboidratos e
proteinas para a alimentacao (Beukema e Vander Zaag, 1979; Koch et al., 2019;
Naumann et al., 2019). Além disso, o tubérculo é a principal forma de propagacéao da
planta. A batateira apresenta caules aéreos com foliolos arredondados e sua
inflorescéncia € composta por flores hermafroditas no topo da planta. O sistema
radicular, por sua vez, é considerado superficial, podendo ser encontrado em até 30
cm de profundidade, a partir dos quais se originam os caules e hastes (Filgueira,
2008).

A batata é um dos alimentos consumidos em maior quantidade no mundo,
tanto por sua composigao nutricional, bem como sua diversidade gastronémica,
quanto pela sua importancia econémica, podendo ser cultivada nas mais diversas
condigdes climaticas, sistemas de produgao e niveis tecnoldgicos, em todos os cinco
continentes (Tofoli, 2011).

No que tange a produtividade, China (94,3 milhdes de toneladas) e india
(54,2 milhdes de toneladas) foram os maiores produtores mundiais em 2021. Fato
esse que talvez possa ser justificado pelo alto nivel de densidade demografica e
necessidade de alimentacdo da populagdo asiatica. Na Europa, Ucrania (21,3
milhdes de toneladas) e Russia (18,3 milhdes de toneladas) foram maiores
produtores, enquanto no continente americano despontaram, Estados Unidos,
Canada, Peru, Brasil, Argentina e Colémbia, respectivamente (FAOSTAT, 2023).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2023),

indicaram que a produgao nacional no ano de 2022 foi de 3,8 milhdes de toneladas,
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divididas em trés safras anuais. Nesse contexto, a Regido Sudeste concentra o
maior polo produtor de batata do pais, no qual Minas Gerais (1,2 milhdes toneladas)
e Sao Paulo (688,5 mil toneladas) sdo os maiores produtores nacionais. Nao menos
importante, os estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul ganham
destaque, representando cerca de 34% (1,2 milhdes de toneladas) da produgdo
nacional anual, distribuidos em cerca de 47 mil hectares de area plantada. A
producado paranaense corresponde a cerca de 778,3 mil toneladas. O Rio Grande do
Sul, por sua vez, tem sua producdo estimada em 406,1 mil toneladas e Santa
Catarina, 97,8 mil toneladas (IBGE, 2023).

A safra das aguas paranaense, periodo em que ha alta produgéo de batata,
no més de fevereiro de 2023 representou cerca de 50% do abastecimento nacional
(Conab, 2023a). No periodo de seca, a oferta da batata no mercado ndo é muito
elevada nos trés estados, nesse periodo a oferta cai para cerca de 7% apenas
(Conab, 2023b). A contribuicdo ao mercado, dos estados da regido sul, aumenta
novamente em dezembro, em 2023 atingiu a oferta de 35% do abastecimento
nacional (Conab, 2024).

No Brasil, o cultivo de batata ocorre em trés épocas distintas, descritas como
safra das aguas (colheitas de dezembro a margo), da seca (colheitas de abril a julho)
e de inverno (colheitas de agosto a novembro), sendo que o periodo de plantio pode
variar de acordo com as caracteristicas de cada regiao (Tofoli et al., 2013; Zanotta,
2019). O ciclo da cultura geralmente compreende um periodo entre 90 e 120 dias,
em condi¢cdes de clima tropical e subtropical (Fernandes et al., 2015) e, conforme
descrito por Silva e Lopes (2015), pode ser dividido em cinco fases: brotagao,
crescimento, tuberizacao, crescimento dos tubérculos e maturacéo.

Independentemente da época e periodo, a cultura esta exposta a agentes
bidticos e abidticos que podem comprometer a capacidade produtiva das plantas.
Tratando-se de agentes bidticos, relatos na literatura demonstram que a bataticultura
pode ser afetada por mais de 100 doengas infecciosas (Gabahardt e Valkonen,
2001; EMBRAPA, 2015).

Sao destaques neste patossistema, a virose ocasionada por potato learfroll
virus (PLRV), a murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum, a
ocorréncia de nematoides das galhas (Meloidogyne spp.) e das lesdes radiculares

(Pratylenchus spp.), requeima (Phytophtora infestans) e pinta preta (Alternaria spp.),
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essas duas ultimas figuram entre as principais responsaveis por redugdes de
producdo (EMBRAPA, 2015). A requeima da batata é classificada como a principal
doenca da cultura no mundo, com predominio de ocorréncia nas safras de inverno.
No Brasil, a principal safra de producéo é a safra de verdo ou das aguas, e nela a
pinta preta se destaca como a doenga de maior ocorréncia, afetando a parte aérea
das plantas a partir do periodo de florescimento podendo, em alguns casos, resultar
na desfolha total da planta (To6foli et al., 2013; EMBRAPA, 2015).

2.2 PINTA PRETA

A pinta preta € uma doencga foliar que ocorre frequentemente em todas as
regides produtoras de batata em especial em areas tropicais e subtropicais, sendo
considerada de importancia crescente a nivel mundial (Téfoli e Domingues, 2022). E
causada por diferentes espécies do género Alternaria, patdégeno extremamente
agressivo, sendo a espécie Alternaria solani Sorauer, a mais conhecida a nivel
mundial como o agente causal da doenga (Rotem, 1994; Gannibal et al., 2014,
Wolters et al., 2019).

Por se tratar de um patégeno necrotréfico, os restos culturais sao
considerados fonte de indculo primario e assumem relevancia epidemioldgica
consideravel, uma vez que o fungo consegue sobreviver meses na presenga deste
material vegetal (Ganie et al., 2016). Concomitantemente, condicbes de alta
temperatura (20 a 32°C) associados a alta umidade, com formagéo de filme d’agua,
favorecem o desenvolvimento da doenga (Kemmitt, 2002; Toéfoli e Domingues,
2022). A doenga ¢é policiclica e pode completar diversos ciclos de infecgdo ao longo
da estacdo de cultivo, desta forma, o inéculo secundario pode ser produzido e
disseminado rapidamente (Van Der Waals et al., 2003).

Os sintomas iniciam-se na regido do baixeiro, onde encontram-se as folhas
mais velhas, com o aparecimento de pequenas manchas escuras que,
posteriormente, vao progredindo para as folhas do terco médio e superior da planta.
Conforme a doencga vai se desenvolvendo, as manchas foliares adquirem formato
circular, elipticas ou delimitada pelas nervuras da planta (angulares), de coloragéo
pardo-escuras, isoladas ou em grupos com a presenga de anéis concéntricos e
bordos bem definidos. Ao redor das lesdes, € possivel observar um halo clorético

como consequéncia da agao de toxinas e metabolitos liberados pelo fungo no tecido
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foliar para favorecer a infeccéo e colonizagdo dos tecidos. Em condi¢des favoraveis
de temperatura e umidade, a doenca pode ocasionar desfolha total da planta
(Filgueira, 2008; Van Der Waals et al., 2003; Dias e Imuati, 2005). Os sintomas da
doenga podem ser observados em qualquer fase de desenvolvimento das plantas,
geralmente no final da fase de crescimento e s&o potencializados com a maturidade
€ o inicio da senescéncia (Dita et al., 2007; Brower, 2021).

A dispersao de Alternaria spp. ocorre principalmente pela agcdo de ventos,
agua de chuvas e irrigacéo, plantio de sementes infectadas, circulagao de pessoas e
equipamentos agricolas contaminados (Tofoli et al., 2017). As condicbes ambientais
de temperaturas quentes (20 a 32°C) e alta umidade sao consideradas ideais para a
ocorréncia da doenga (Tofoli e Domingues, 2022). Na presenga de umidade e em
temperatura de 28 a 30°C, os conidios germinam em aproximadamente 40 minutos.
A infeccao dos tubérculos ocasionalmente ocorre através de ferimentos na superficie
do tubérculo. O tempo entre o inicio da infecgdo e o aparecimento de sintomas nas
folhas depende das condicbes ambientais, idade da planta e da suscetibilidade da
cultivar (Kemmitt, 2002).

Segundo Wharton e Wood (2013), a intensidade de molhamento foliar, o
estado nutricional da planta e a suscetibilidade das cultivares sdo os fatores
determinantes para a ocorréncia da doenca. Os autores também relatam que a
reducdo da produgdo ficam em torno de 20%, mas, em alguns casos, 0s danos
podem ser maiores. Em trabalho realizado no Brasil, Duarte et al., (2019)
observaram dano de 45% da producdo de batata quando realizado o cultivo com
cultivares suscetiveis a doencga.

No Brasil, estudos recentes com a utilizacdo de marcadores morfologicos e
analises moleculares, constataram que A. grandis € a espécie predominante que
ataca a cultura da batata (Rodrigues, 2009; Silva, 2020). Em comparagao com A.
solani, A. grandis é considerada mais agressiva e adaptada, mesmo em condigdes

de clima desfavoraveis a sua ocorréncia (Cardoso, 2014; Tofoli e Domingues, 2022).

2.2.1 Os agentes causais da Pinta Preta da batateira
Inicialmente, acreditava-se que o agente causal da pinta preta no Brasil
fosse A. solani, mas por meio da comparagdo de caracteristicas morfolégicas e

estudo molecular de 19 isolados de batata oriundos do Parana, Minas Gerais, Goias
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e Distrito Federal, Rodrigues et al., (2010) relataram que A. grandis é o principal
agente causal da pinta preta em plantios de batata no pais e ressaltou ainda que
esta espécie também pode causar danos na cultura do tomate.

Peixoto (2015) por sua vez, ao avaliar 117 isolados de Alternaria em
diferentes espécies de solanaceas no Brasil, também identificou que A. grandis é o
agente causal da pinta preta da batata nas principais regides produtoras do pais
(RS, SC, PR, SP, GO, BA, CE e DF), corroborando com o que fora descrito
anteriormente. Vale ressaltar que, dos 117 isolados de solanaceas, 37 foram
coletados em batata e 18 deles foram coletadas na regido sul, sendo cinco no Rio
Grande do Sul, nas cidades de Sao Francisco de Paula (3), Pelotas (1) e Bom Jesus
(1), nove em Santa Catarina nas cidades de Major Vieira (3), Papanduva (3) e
Canoinhas (3), além de quatro isolados em Contenda, Parana.

Recentemente, Silva (2020) apos avaliagdo de 74 isolados de Alternaria
coletados em diferentes estados brasileiros produtores de batata (PR, RS, SP, MG,
BA e GO) constatou 57 isolados identificados como A. grandis, dez como A.
alternata, seis do complexo A. arborencens e um isolado foi identificado como A.
bassicola/A.mumicula. Deste total de isolados, 18 deles foram coletados na regiao
sul do pais, dos quais 13 eram oriundos estado do Parana, coletados em Ponta
Grossa (6), Contenda (2), Irati (2), Campo Largo (1), Sdo Mateus do Sul (1) e
Guarapuava (1), enquanto os outros 5 foram coletados no Rio Grande do Sul, nas
cidades de Bom Jesus (4) e Sdo José dos Ausentes (1).

Além dessas espécies citadas, mundialmente outras espécies também tém
causado doencgas nos cultivos de batata, tais como A. linariae (Ayad et al., 2019), A.
tomatophila (Taheri et al., 2009; Rodrigues et al., 2010), A. cretica, A. interrupta
(Taheri et al., 2009), A. tenuissima, A. dumosa, e A. infectoria (Ardestani et al.,
2010).

O género Alternaria compreende espécies denominadas de fungos
imperfeitos, que nao apresentam o ciclo sexual ou organizagao das estruturas de
frutificacdo. Apresentam conidios multisseptados com septos alternados, fato este
que caracteriza o género, e sédo produzidos em conidiéforos melanizados, que
possuem parede escura que protege os esporos da radiagcdo solar e podem ser
facilmente dispersos pelo vento (Woudenberg et al., 2013; Romero et al., 2020). As

diferengas na sintomatologia ndo sao muito evidentes entre as espécies A. alternata,
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A. solani e A. grandis, porém, essas diferem em relagdo ao tamanho e morfologia
dos conidios (Tofoli, 2011). Os conidios de Alternaria solani sao geralmente
individuais, ovais, podendo apresentar variagdes longas, curtas, largas e estreitas.
Os conidios com bico unico sao longos, ovoides ou elipsdides com comprimento de
109-115 ym e largura entre 18-26 ym e um bico de 80-118 pym. Conidios com dois
bicos podem atingir tamanhos de 80-106 pm de comprimento e 16-21 ym de largura,
acrescido de um bico inicial 58-88 ym de comprimento e um segundo bico 64-88 um.
Apresentam coloracdo palha, parda, marrom-olivaceo ou ouro claro, com 7 a 11
septos transversais e poucos ou nenhum, longitudinais. Os conidios sao inseridos
em conidiéforos septados retos ou sinuosos que ocorrem isolados ou em grupos,
que apresentam 6 a 10 um de didmetro e 100 a 110 ym de comprimento e coloracéo
idéntica aos conidios (Simmons, 2007). Alternaria grandis possui conidios com
morfologia semelhante a A. solani, porém com dimensdes 50 a 100 % maiores
(Rodrigues; Mizubuti, 2009). Os conidios de bico unico sao longos, ovoéides ou
elipséides com comprimento de 141-192 ym e largura entre 26-38 um e um bico de
160-200 uym. Conidios com dois bicos possuem corpos na faixa de 128-198 uym e 24-
30 um de largura, acrescido de um bico inicial 99-160 ym de comprimento e um
segundo bico de 64-88 um (Simmons, 2007). Alternaria alternata apresenta conidios
em forma de clava ou péra invertidos, ovoides ou elipsdides, formados em longas
cadeias, com bicos curtos, cilindricos ou cbnicos, e comprimento inferior a um tergo
do corpo, possui até oito septos transversais e varios longitudinais ou obliquos
(Simmons, 2007).

A ocorréncia das diferentes espécies pode variar em funcdo do local. Na
Europa observa-se que a doencga € causada pelo complexo A. solani e A. alternata,
enquanto nos Estados Unidos prevalece A. solani. No Brasil, os estudos mais
recentes indicam predominancia de A. grandis causando a pinta preta da batateira
(Tofoli, Domingues, Zanotta., 2017, Latorse et al., 2010; Hausladen e Leiminger,
2007; Lourenco Jr et al., 2009; Rodrigues e Mizubuti, 2009).

A identificagdo de espécies de Alternaria constitui-se em um desafio, sendo
identificadas normalmente pela caracterizacdo morfologica e cultural. No entanto,
este método de identificagdo se mostrou insuficiente para as espécies do género
devido fatores como baixo numero de caracteres passiveis de serem analisados,

alta instabilidade e dependéncia da composicdo do meio utilizado para o
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crescimento da cultura, condigdes de incubacado, além das variagdes intrinsecas ao
patogeno (Peres et al, 2003; Simmons, 2000; Fungaro, 2000; Simmons; Roberts,
1993).

Analises adicionais de sequéncias de DNA de diferentes regides gendmicas
sdo necessarias para redefinir a classificacdo e a filogenia das espécies de
Alternaria (Pryor e Gilbertson 2000; Chou e Wu 2002; Pryor e Bigelow 2003; Hong et
al., 2005; Lawrence et al., 201; Woudenberg et al., 2013, 2014; Marin-Felix et al.,
2019; Li et al., 2022). Estudos taxondmicos embasados em dados morfoldgicos e,
principalmente, moleculares dividiram o género Alternaria em 29 secbdes, (Grum-
Grzhimaylo et al., 2015; Woudengerg et al., 2013; 2014; Marin-Felix et al., 2019; Li et
al., 2022). As espécies de Alternaria que afetam a cultura da batata, A. solani, A.
grandis e A. protenta encontram-se na sec¢ao Porri (conidios médios a grandes e
bicos longos) e A. alternata, A. tenuissima e A. arborescens na segao Alternaria
(conidios pequenos e concatenados).

Alguns genes e regides intergénicasmais utilizadas para distingdo das
espécies de Alternaria spp. sao: ITS (Internal transcribed space); Alt a 1 (alternaria
major allergen), gene que codifica a principal proteina alergénica do género; gapdh
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), que codifica uma enzima essencial
na via da glicdlise e da gliconeogénese (Rodrigues et al., 2010); rpb2 (RNA
polymerase Il second largest subunit); tef (franslation elongation fator), responsavel
pela ligagdo do aminoacil-tRNA ao sitio A do ribossomo, atuando na fase de
alongamento da sintese proteica (Bessadat et al., 2017; Gannibal et al., 2014;
Woudenberg et al, 2013 e 2014; Marin-Felix et al, 2019; Li et al., 2022); CAL
(Calmodulin), gene codificador de proteinas que funcionam como sensores celulares
de calcio (Lawrence et al., 2013; Peixoto, 2015; Ozkilinc et al., 2018), entre outros.

Estudando a segdo Porri através da reconstrugdo filogenética das
sequéncias de nucleotideos concatenadas da regido ITS e dos genes gapdh, rpb2,
tef-1a e Alt a 1, associadas a estudos morfolégicos e caracteristicas culturais,
Woudenberg e colaboradores (2014) identificaram 63 espécies de Alternaria dentro
da secao Porri. Nesse contexto, a anadlise da combinagado dos genes gapdh e tef-1a
demonstram que esses genes possuem regides informativas suficiente para

identificar A. grandis, separando-a de outras espécies (Woudenberg et al., 2014).
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2.3 CONTROLE

O controle da pinta preta da batata deve ser feito adotando-se as medidas
que fazem parte do manejo integrado de doengas. Tais medidas consistem na
utilizagado de batata-semente sadia e com brotagao vigorosa para o plantio, rotagao
de culturas com espécies vegetais ndo suscetiveis, no entanto, esta medida pode
nao ser eficiente para o controle de A. alternata, devido a sua ampla gama de
hospedeiros. Alternaria solani, A. alternata, A. arborescens e A. tenuissima podem
sobreviver nos detritos da estacdao de cultivo anterior, portanto, a remocdo ou
enterramento de restos de plantas infectadas pode ser eficaz para reduzir a
intensidade da doenca. Eliminagdo de ervas daninhas hospedeiras, tubérculos
cortados, defeituosos e pequenos para evitar o aparecimento de plantas voluntarias
apos a colheita evita que o fungo sobreviva nos restos de cultura deixados no solo
por pelo menos um ano. Recomenda-se realizar adubacgao equilibrada de acordo a
analise de solo, controlando principalmente os niveis de N, P, K e Mg e manejar a
irrigacdo para que ocorra menor molhamento foliar, dando preferéncia para a
irrigacao localizada (Zambolim et al 2011; Romero et al., 2020; Budde Rodriguez,
2022).

Adiciona-se ainda, o controle genético, embasado na utilizagao de cultivares
resistentes, que geralmente possui elevada eficiéncia, baixo custo e facil manejo
(Romero et al., 2020). Paralelamente, cultivares com maiores niveis de resisténcia
necessitam de uma quantidade menor de fungicidas (Zambolim et al, 2011) e, por
isso, tornam o controle genético um importante aliado no manejo integrado dessa
doenga. No entanto, conforme relatado por Duarte et al., (2013), cultivares de batata
plantados no Brasil apresentam diferentes niveis de resisténcia genética a pinta
preta e, ainda, aqueles mais plantados, dos quais possuem caracteristicas
desejaveis pelos produtores, sdo suscetiveis a pinta preta.

A utilizacédo de fungicidas € a medida de controle mais utilizada para evitar
reducdes da producao (Romero et al., 2020). Para tanto é recomendado atomizar a
lavoura com fungicidas protetores preventivamente, principalmente sob condicoes
em que ndo ha a presencga do patégeno ou da doenga instalada, visando proteger a
planta antes do aparecimento da doenca, e sob condi¢gbes contraria, recomenda-se
usar fungicidas sistémicos, com intervalos em torno de 15 dias, visando matar o

fungo presente na planta (Zambolim et al.,, 2011; Gudmestad et al., 2013;
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Landschoot et al., 2017b). Sabendo que a maior parte dos gendtipos de batata
cultivados em territério nacional apresentam pouca ou nenhuma resisténcia a pinta
preta (Tofoli et al., 2016), encontrar métodos de controle eficientes que possam
garantir a manutengao de niveis adequados de produtividade é desejavel.

Os ingredientes ativos e seus respectivos grupos quimicos registrados para
o controle da doenga no Brasil sdo: azoxistrobina, picoxistrobina, piraclostrobina,
cresoxim-metilico (estrobilurina); cimoxanil (acetamida); mancozebe, propinebe e
metiram (ditiocarbamatos); ciprodinil e pirimetanil (anilinopiramidina); fluxapiroxade,
boscalida (carboxamida); captana, iprodiona e procimidona (dicarboxamida);
fluazinam (fenilpiridinilamina); fenamidona (imidazolinona); hidroxido de cobre,
oxicloreto de cobre, sulfato de cobre e éxido cuproso (inorganicos); clorotalonil
(isoftalonitrila); famoxadona (oxazolidinadiona); difeconazol, bromuconazol, flutriafol,
metconazol, tebuconazol e miclobutanil (triazol) e bentiavalicarbe isopropilico
(vanilamida carbamato) (AGROFIT, 2024).

Embora se tenha uma ampla gama de produtos disponiveis passiveis de
utilizacdo em territério nacional, por meio de um levantamento com representantes
técnicos de empresas e produtores, foi identificado que ciprodinil, pirimetanil,
iprodiona e procimidona sao os ingredientes ativos amplamente utilizados na Regiao
Sul do Brasil'. Em decorréncia do controle quimico, problemas relacionados a perda
de sensibilidade e resisténcia do patdgeno a estes fungicidas devem ser
investigados, visando definir as melhores estratégias para o uso racional desta

pratica.

2.4 RESISTENCIA DE FUNGOS A FUNGICIDAS

O modo de agao dos fungicidas, bem como a sua sistemicidade, esta
diretamente relacionado com a ocorréncia da resisténcia. Os fungicidas protetores
possuem modo de acdo nao especifico. Em contrapartida, os sistémicos tém um
espectro de acéao limitado e modo de acao especifico (Parreira, Neves e Zambolim,
2009). O modo de acao refere-se ao processo celular especifico inibido por um
fungicida especifico. Os fungicidas com modos de agdo semelhantes sdo agrupados
pelo Comité de Agéo de Resisténcia aos Fungicidas (FRAC) para ajudar a prolongar
a eficacia dos fungicidas (FRAC, 2023). De acordo com Reis, Reis e Carmona

(2019) a resisténcia pode ser definida como uma mudanca estavel e hereditaria do
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comportamento de um fungo em resposta a utilizagdo de fungicidas, resultando na
reducdo de sensibilidade do patdégeno. Assim, a constante pressdo de selegéo
promovida pelo intenso uso de fungicidas sistémicos, pode resultar em populag¢des
resistentes do patégeno ao longo do tempo (Rodrigues et al., 2007; Zambolim et al.,
2007; Parreira, Neves e Zambolim, 2009).

Na literatura, trabalhos recentes reportam a resisténcia de Alternaria spp. a
fungicidas de diferentes grupos quimicos, como os Qol’s — Inibidores da Quinona
Externa (Pasche et al., 2002; Ma e Michailides, 2004; Tymon e Johnson, 2014; Ding
et al., 2019; Odilbekov et al., 2019), SDHI — Inibidores da Succinato Desidrogenase
(Tymon e Johnson, 2014; Fairchild, Miles e Wharton, 2013; Landschoot et al.,
2017b), DMI’'s — Inibidores da Desmetilagcdo (Yang, 2019; Fonseka e Gudmestad,
2016), dicarboxamidas (Kim, Lee e Kim, 2017), e anilinopirimidina (Fairchild, Miles e
Wharton, 2013; Fonseka e Gudmestad, 2016), por exemplo. Ainda que a resisténcia
de Alternaria spp. seja conhecida, nenhum dos trabalhos citados apresentaram
estudos com foco sobre A. grandis e na regido sul do Brasil, visto que é um polo de
producao da cultura da batata.

O grupo quimico das dicarboxamidas compreende os fungicidas que atuam
na via de transdugao de sinal, bloqueando a enzima da histidina-quinase, como os
fungicidas iprodiona e procimidona, e sdo considerados fungicidas com médio risco
para resisténcia (FRAC, 2022). As dicarboxamidas apresentam eficacia sobre
fungos de diferentes géneros, tais como Alternaria, Sclerotinia e Botrytis, por
exemplo (Steel e Nair, 1995; Dry et al., 2004). Entretanto, a resisténcia a esse grupo
tem sido relatada em diversos fungos fitopatogénicos, incluindo Alternaria spp. (Dry
et al., 2004; Avenot et al., 2005; Luo et al., 2008, 2012), Sclerotinia spp. (Ma et al.,
2009; Kuang et al., 2011; Duan et al., 2013), B. cinerea (Fraile et al., 1986; Oshima
et al., 2002; Cui et al., 2004; Grabke et al., 2014), Magnaporthe grisea (Motoyama et
al., 2005), Stemphylium vesicarium (Alberoni et al., 2010), Neurospora crassa
(Fujimura et al., 2000; Miller et al., 2002) e Cochliobolus heterostrophus (Yoshimi et
al., 2003, 2004).

Para B. cinerea, a mutacdo do fungo a iprodiona esta associada a
modificagdes na histidina-quinase (HK) de classe Ill de osmossensor, que afeta os
dominios HAMP (Fillinger et al., 2012). Mutagdes em HK1 (inser¢ao ou delecéo) de

A. alternata levam a terminagao prematura da proteina HK (Dry et al., 2004). Da
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mesma forma, diversas mutagdes sdo encontradas em NIK1 (gene ortdlogo
nik1/0s1) de Alternaria brassicicola, incluindo muta¢des sem sentido, dele¢ao, e uma
substituicdo de um unico aminoacido (E753K) (Avenot et al., 2005), enquanto
delegdes e substituicbes de um unico aminoacido sado detectadas em HK1 de
Alternaria longipes (Luo et al., 2008; 2012).

Kim, Lee e Kim (2017) ao estudar as alteragbes morfogenéticas de A.
alternata em cactos (Gymnocalycium mihanovichii) exposta a iprodiona na Coréia do
Sul, encontraram reducédo da sensibilidade do fungo frente ao fungicida e, apés
realizacdo de microscopia eletrénica, sugerem que tal fato pode ser explicado por
mudangas morfolégicas, onde ocorreu o aumento da espessura da parede celular
interna e externa dos conidios.

Anilinopirimidina € o nome do grupo quimico dos fungicidas que atuam na
inibicdo da biossintese de metionina, sendo fortemente utilizados de maneira
preventiva, visando a inibicdo do tubo germinativo, formacdo do apressorio e
crescimento micelial (Gisi, Mualler e Hall, 2019). De acordo com Tofoli et al., (2015) e
Gisi, Muller e Hall (2019), estes fungicidas também podem inibir a secrecdo de
enzimas hidroliticas no processo de penetragao e infecgao do fungo nos tecidos do
hospedeiro podendo ser considerados uma boa opgao no programa de manejo da
doenca. Entre os ingredientes ativos registrados para a cultura da batata no Brasil,
ciprodinil e pirimetanil sdo amplamente utilizados para controle de Alternaria spp. na
regiao sul do pais.

O fungicida ciprodinil foi introduzido em 1995 e descobriu-se que tem agéo
protetora e curativa contra certos patégenos (Knauf-Beiter et al., 1995). O pirimetanil
foi originalmente registrado nos Estados Unidos em 2004 como fungicida pds-
colheita para frutas pomodideas e foi registrado para controle da pinta preta em
batata em 2005 (Li e Xiao, 2008). Quando usados em rotagdo com outros produtos
quimicos, os fungicidas desse grupo sao eficientes na prevencédo de doengas em
patdgenos como B. cinerea e V. inaequalis (Koller et al., 2005; Zhao et al., 2010).
Segundo o FRAC (2022) os fungicidas do grupo das anilinopirimidinas possuem
risco médio de resisténcia. No entanto, a resisténcia para esses fungicidas foi
detectada em B. cinerea (Amiri et al., 2013; Chapeland et al., 1999; Fernandez-
Ortuno et al., 2013; Hilber e Hilber-Bodmer, 1998; Latorre et al., 2002; Leroux et al.,
1999; Moyano et al., 2004; Myresiotis et al., 2007; Sun et al., 2010; Maia et al.,
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2023), Oculimacula spp. (Leroux et al., 2013), Penicillium digitatum e Penicillium
expansum de maga e frutas citricas, respectivamente, (Kanetis et al., 2008; Xiao et
al., 2011) e V. inaequalis de maga (FRAC 2015). Foram encontrados nos ultimos
anos com baixa frequéncia, isolados de A. solani e A. alternata, com sensibilidade
reduzida ao pirimetanil, portanto, o pirimetanil ainda € considerado eficaz no manejo
da pinta preta e da mancha marrom. Ainda assim, os mecanismos de resisténcia a

esse grupo sao desconhecidos (Fairchild et al., 2013; Fonseka e Gudmestad, 2016).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 ISOLAMENTO E ARMAZANAMENTO

Os isolados de Alternaria spp. foram obtidos nas safras 2021/2022 e
2022/2023 em campos comerciais de produgao de batata que abrangem a regido
Sul do Brasil, nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Um total
de 100 isolados obtidos de plantas com folhas sintomaticas foram coletados
apresentando lesdes com formato circular, elipticas ou angulares, de coloragéo
pardo-escuras, isoladas ou em grupos com a presenga de anéis concéntricos e
bordos bem definidos. As amostras foram levadas ao Laboratério de Epidemiologia e
Manejo Integrado de Doengas (LEMID) da Universidade Federal do Parana — UFPR,
Curitiba, Parana.

O isolamento do fungo foi realizado através do método indireto, onde foram
cortados pequenos fragmentos do tecido lesionado em transicdo ao tecido sadio.
Estes foram lavados em agua corrente e submetidos a desinfestagao utilizando
alcool 70% durante um minuto, seguido de hipoclorito de sodio (0,5%) por trés
minutos, seguido de trés lavagens em agua destilada esterilizada. Os fragmentos
foram enxutos em papel filtro esterilizado e transferidos para placas de petri
contendo meio de cultura batata dextrose agar (BDA), suplementadas com 900 pL.L
" de acido latico (C3HsO3). As placas foram incubadas em cdmara de crescimento
com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 horas durante quatro dias (Alfenas e
Mafia, 2016).

Apods incubagao, discos de micélio (5 mm) foram transferidos para uma nova
placa, contendo meio de cultura V8 agar-CaCOs (100mL de suco de vegetais V8,
20g de agar, 10g de carbonato de calcio e 900mL de agua destilada) e novamente

incubados em camara de crescimento. Porém, desta vez, as placas foram expostas
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a 27°C e em luz negra (“near-ultraviolet-NUV” = 320 a 400nm), com fotoperiodo de
12h, visando potencializar a esporulagéo, conforme proposto por Rodrigues (2005).
Apos sete dias, fez-se o isolamento monosporico, seguindo a metodologia descrita
por Alfenas e Mafia (2016). Os isolados obtidos foram armazenados na colegao
fitopatoldgica do Laboratério de Epidemiologia para Manejo Integrado de Doencgas
de Plantas (LEMID), na Universidade Federal do Parana, Departamento de
Fitotecnia e Fitossanidade, com o cddigo de referéncia para a cultura da batata
(TABELA 1). Os isolados foram preservados em discos de papel filtro com silica gel,

glicerol 30% em freezer -20°C e em placas de petri em refrigerador a 4°C.

3.2 IDENTIFICACAO DE Alternaria spp.

A partir das culturas monospoéricas, 44 isolados (TABELA 1) foram
selecionados com conidios caracterizados por terem bico unico e longos, ovéides ou
elipsoides podendo atingir comprimento 141-192 pym e largura entre 26-38 um e um
bico de 160-200 um. Em alguns casos, foram selecionados isolados com conidios de
dois bicos com corpos na faixa de 128-198 ym e 24-30 pym de largura, acrescido de
um bico inicial 99-160 uym de comprimento e um segundo bico de 64-88 um
(Simmons, 2007). Esses isolados representaram 12 cidades dos estados do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (FIGURA 1).

FIGURA 1. Representacao de 12 cidades nas quais foram coletados isolados de esporos grandes.
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Para a identificagdo molecular dos 44 isolados de Alternaria spp. foi realizada
extracdo de DNA de cada isolado utilizando o protocolo CTAB (Pereira et al., 2019).
Os DNAs foram ressuspendidos em 25 uL de agua ultrapura, quantificados em
nanodrop One (Thermo scientific) e armazenados em freezer -20 °C. O DNA de
cada isolado foi utilizado como molde para amplificar por PCR regi6es parciais dos
genes tef-1a (fator de elongagédo 1-alfa) e gapdh (gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase), que sao capazes de distinguir espécies da secado Porri
(Woudenberg et al., 2014).

Todas as reagdes foram realizadas em um volume total de 25 uL,
adicionando-se 2uL DNA total (40 ng/uL), 12,5 uL de tampao GoTaq® Flexi
(Promega, Madison, WI, EUA), 1uL de cada primer (10uM) (TABELA 2),
completando o volume com 8,5 uL de H20 ultrapura nuclease free. O termociclador
utilizado foi do modelo Veriti Thermal Cycler Life Technologies (Thermo Fisher
Scientific). Os primers e as condigdes da PCR estao descritos na TABELA 2. Uma
aliquota do produto de PCR foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% com
tampao TBE 0,5X (TBE 10X: 107,8g Tris base; 7,44g EDTA; 55,09 acido bérico

anidro; pH 8,3), corado com gelRed (Biotium) e fotodocumentado em transiluminador
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ultravioleta (Loccus Biotecnologia) para verificar o produto da amplificacdo. Os
amplicons foram purificados (ExoSAP-IT) e sequenciados em um sequenciador
(Applied Biosystems 3730xl Genetic Analyzer) com os mesmos primers utilizados
para amplificagao.

As sequéncias de nucleotideos (forward e reverse) de cada isolado/gene
obtidas foram avaliadas quanto a qualidade de sequenciamento com base nos
respectivos eletroferogramas, com o auxilio do software SegAssem (Hepperle,
2004). Apd6s corregdo manual, as sequéncias consenso foram geradas e
comparadas com  sequéncias disponiveis no GenBank do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nhi.gov/), por meio da ferramenta BLASTn. A identidade das

sequéncias foi maior que 99% com outras espécies que se enquadram na secao
Porri, assim, direcionando a selecao de 67 acessos de Alternaria spp. classificadas
como tipo (T) e/ou representativa (R) dentro desta secao (Woudenberg et al., 2013;
Woudenberg et al., 2014). As sequéncias obtidas neste estudo serédo depositadas no
banco de dados do GenBank e os codigos de acesso das sequéncias utilizadas para
os estudos filogenéticos encontram -se na TABELA 4.

As sequéncias das diferentes regides génicas (TABELA 3) foram alinhadas
utilizando o MAFFT v.7 (online) (Katoh e Standley, 2013) e ajustadas manualmente
no MEGA 7 (Kumar et al., 2016). Analises filogenéticas de Inferéncia Bayesiana (IB)
e Maxima verossimilhanca (ML) foram realizadas separadadamente, com auxilio do
software PhyloSuite (Zhang et al., 2020), com os genes tef-Ta e gapdh
concatenados. Dentro do programa foi utilizado o plugin ModelFinder
(Kalyaanamoorthy et al., 2017) determinando o melhor modelo evolutivo para cada
regiao gendbmica. Os valores de Score foram calculados e o modelo foi selecionado
de acordo com o Critério de Informacao de Akaike corrigido (AlCc).

As analises filogenéticas dos dados das sequéncias consistiram em analises
Bayesianas e de Maxima verossimilhanga das particdes de dados individuais, bem
como do conjunto de dados alinhados combinados.

A reconstrugao da arvore filogenética de IB foi gerada por meio do algoritmo
de Markov Chain Monte Carlo (MCMC), com probabilidade posterior Bayesiana
(BPP), utilizando o plugin MrBayes (Ronquist e Huelsenbeck, 2003), selecionando
“partition models”, com 10.000.000 de geragcdes de arvores aleatdrias, sendo as

arvores amostradas a cada 1.000 geragdes, resultando em 10.000 arvores. As
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primeiras arvores foram descartadas da analise (burn-in de 25%) para eliminagéo do
efeito inicial do processo interativo e os valores da BPP foram determinados a partir
da arvore consenso por meio das 7.500 arvores remanescentes. As analises foram
finalizadas quando o desvio padrdao médio das frequéncias divididas estava abaixo
de 0,01.

Para a arvore filogenética de ML foi utilizado o plugin IQ-TREE verséo 1.6.8
(Ronquist e Huelsenbeck, 2003), selecionando bootstrap ultrarrapido com 5000
repeticoes, 1000 interacdes e valor minimo de coeficiente de correlacdo de 0,99.
Alternaria gypsophilae (CBS 107.41) foi utilizada como outgroup (Woudenberg et al.,
2014) para ambas as analises IB e ML.

Os resultados das arvores filogenéticas foram visualizados utilizando o
software FigTree v.1.4.4 (Rambaut, 2018) e exportados para edicdo em programa

grafico inkscape (www.inkscape.org/).

3.3 SENSIBILIDADE A FUNGICIDAS

A sensibilidade dos isolados de Alternaria grandis aos fungicidas iprodiona
(Rovral® SC, Basf Agri Production SA), procimidona (Sumilex® 500 WP, Sumitomo),
ciprodinil (UNIX® 750 WG, Syngenta) e pirimetanil (Mythos®, Bayer CropScience LA)
foi avaliada. Os fungicidas foram escolhidos a partir de um levantamento com
representantes técnicos de empresas e produtores dos fungicidas mais utilizados
nos estados da regido Sul do Brasil' para o controle da pinta preta. Foram realizadas
doses discriminatéria de 0; 10,0 e 100,0 ug.mL-' com intuito de ajustar as doses para
determinar a concentragéo efetiva para inibir 50% do crescimento do fungo (CEso).

Para os fungicidas comerciais iprodiona e procimidona foram utilizadas
doses 0; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10 ug.mL"" para isolados que foram inibidos com
pelo menos 50% do crescimento micelial na dose discriminatéria até 10 ug.mL™", e
para aqueles que ultrapassaram essa faixa, foram utilizadas as doses 0; 10,0; 20,0;
40,0; 60,0; 80,0 e 100,0 ug.mL". Os ingredientes ativos foram diluidos em agua
destilada esterilizada a fim de se obter as solugbes estoques para serem
adicionadas ao meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) autoclavado e mantidos
a 60°C. Para os fungicidas ciprodinil e pirimetanil, foram utilizadas doses 0; 0,0001;
0,001; 0,01; 0,1; 1 e 10 ug.mL™" para isolados que foram inibidos com pelo menos

50% do crescimento micelial na dose discriminatéria até 10 ug.mL-!, e para aqueles
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que ultrapassaram essa faixa, foram utilizadas as doses 0; 25,0; 50,0; 75,0; 100,0;
150,0 e 200,0 ug.mL" Os ingredientes ativos foram diluidos em agua destilada
esterilizada a fim de se obter as solugdes estoques para serem adicionadas ao meio
de cultura asparagina-agar autoclavado e mantidos a 60°C. Os meios de cultura
foram adicionados em placas de Petri de 90 mm e discos de micélio de 5 mm de
diametro retirados de colénias com sete dias de cultivo foram depositados na
superficie do meio de cultura. Foram utilizadas duas placas/isolado/dose. As placas
foram incubadas a 25°C sem a presenca de fotoperiodo por sete dias. O didametro da
colbnia foi obtido por meio da média de duas medidas perpendiculares da colénia
utilizando um paquimetro digital (PD153/Vonder).

O calculo da porcentagem de inibigdo do crescimento micelial foi realizado
usando a formula %ICM=[(C-T)/C]x100, na qual C refere-se ao diametro da
testemunha e T ao didmetro médio do tratamento com fungicida. Regressdes
lineares entre os valores de %ICM e das concentragées dos fungicidas em log1o

foram utilizadas para estimar a CEso.

4. RESULTADOS
4.1 IDENTIFICACAO MOLECULAR

Por PCR foi possivel amplificar fragmentos de 500 e 750 pares de bases
(pb) correspondentes aos genes parciais tef-1a e gapdh, respectivamente, dos 44
isolados selecionados.

Apods sequenciamento dos amplicons, as sequéncias consenso de todos os
isolados apresentaram 100% de identidade com sequéncias de nucleotideos dos
mesmos genes de A. grandis (CBS 109158; acesso no GenBank: tef-1a: EU130547;
gapdh: JQ646341), classificada dentro da se¢ao Porri.

A topologia das arvores filogenéticas obtidas por IB e ML a partir dos genes
concatenados concordaram entre si e agruparam todos os isolados em clados
semelhantes pelos dois métodos (FIGURA 2), sendo escolhido a topologia de IB
para demonstrar os resultados.

Os 44 isolados provenientes deste estudo (TABELA 1), se agruparam no
clado de A. grandis, com valor de PP igual a 0,98 e bootstrap igual a 100% (FIGURA

2). Desta forma, os dados indicam, com robusto suporte tanto por IB quanto por ML,
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espécie A. grandis, formando um grupo

FIGURA 2. ARVORE FILOGENETICA POR INFERENCIA BAYESIANA (BI)
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LEGENDA: Arvore elaborada a partir de sequéncias concatenadas de 914 nt referentes aos genes
gapdh (1-577 nt) e tef-1a (578-914 nt) de 4* isolados de Alternaria spp. Os suportes de PP >0,75 da
analise por IB e os suporte de bootstrap RAXML >65 (ML) estdo indicados a esquerda dos nés
(PP/ML). As espécies tipo sao indicadas com T e as espécies representativas com R. A arvore foi

enraizada com o outgroup A. gypsophilae (CBS 107.41).
4.2 SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DE Alternaria grandis A FUNGICIDAS

Os resultados de CEso para os 44 isolados de A. grandis demonstraram uma
grande amplitude de valores. Para os fungicidas ciprodinil e pirimetanil, os valores
ficaram entre 0,02 a >100 ug.mL™", e 0,9 a >100 ug.mL™", respectivamente. Para
iprodiona e procimidona os valores variaram entre 0,08 a 9,15 ug.mL"', e 1,27 a >10
ug.mL", respectivamente (TABELA 4).

A distribuicdo de frequéncia dos valores de CEso com cinco diferentes
intervalos de CEso estdo demonstrados nas figuras 3 e 4 para os diferentes
fungicidas. Para ciprodinil a frequéncia dos isolados foi maior nas doses entre 0 e 1
e >100 ug.mL'. Para pirimetanil as maiores frequéncias foram em doses que
variaram de 1,1 até >100 ug.mL"". Para os fungicidas do grupo das dicarboxamidas,
a frequéncia de CEso da maioria dos isolados estudados ficou entre doses que
variaram de 1,0 a 10,0 ug.mL-" para iprodiona, ndo sendo observados isolados com
CEso >100 ug.mL-'. Para procimidona a distribuigéo ficou entre 1,01 a 5,0 ug.mL"".

Apenas dois isolados apresentaram crescimento em doses >10 ug.mL-".

FIGURA 3. DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DOS VALORES DE CEso PARA CIPRODINIL E
PIRIMETANIL DE 44 ISOLADOS DE A. grandis COLETADOS EM DIFERENTES REGIOES DO SUL
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FONTE: O autor (2024)
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FIGURA 4. DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DOS VALORES DE CE50 PARA CIPRODINIL E
PIRIMETANIL DE 44 ISOLADOS DE A. grandis COLETADOS EM DIFERENTES REGIOES DO SUL
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5. DISCUSSAO

Os estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul sdo grandes
produtores de batata, mas os cultivos tém sido afetados pela pinta preta causada
principalmente pelo fungo Alternaria grandis. Os fungicidas ciprodinil, pirimetanil,
iprodiona e procimidona sdo amplamente utilizados nos cultivos de batata para o
controle da pinta preta. O estudo da CEso para os isolados de A. grandis utilizando
esses ingredientes ativos, demonstrou uma amplitude de valores, onde obteve-se
isolados mais sensiveis que outros.

Assim, monitorar a resposta de Alternaria spp. € conhecer a dindamica das
populacdes desse patdogeno, e alteragdes na sensibilidade a diferentes grupos de
fungicidas é fundamental para garantir a escolha de ingredientes ativos eficientes. A
utilizagcdo de multiplas classes de fungicidas com diferentes modos de agdo em
programas de rotacdo de fungicidas podera salvaguardar as op¢des de fungicidas
para os produtores agricolas, evitando-se assim, contaminagées ambientais e usos
de ingredientes ativos desnecessarios.

Os estudos de sensibilidade de fungicidas relacionados a Alternaria grandis
sdo escassos, no entanto, a resisténcia a dicarboxamidas e anilinopirimidina de
Alternaria spp. é conhecida (Kim, Lee e Kim, 2017; Fairchild, Miles e Wharton, 2013;

Fonseka e Gudmestad, 2016). Neste estudo o fungicida ciprodinil apresentou as
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maiores frequéncias de CEso dos isolados de A. grandis variando entre as doses 0 e
1 e >100 ug.mL-'. Avenot e Michailides (2015) ao testar esse ingrediente ativo para
A. alternata em pistache variando doses de 0 a 10 ug.ml-!, obteve que seus isolados
se mostraram a maioria sensiveis a esse fungicida, entretanto, sete isolados foram
classificados com resisténcia intermediaria, onde n&o obtiveram inibicdo entre 50 a
75% em dose de 10 ug.ml'. E sete isolados foram considerados resistentes,
obtendo o valor de CEso maior que 10 ug.ml-".

Os resultados do fungicida pirimetanil, demonstraram que as maiores
frequéncias ocorreram em doses que variaram de 1,1 até >100 ug.mL""!, observando-
se que a maioria dos isolados n&o foi inibida em doses menores que 10 ug.ml-.
Estudos relacionados a isolados de A. alternata e A. solani oriundos de cultivos de
batata obtiveram a maioria dos isolados sensiveis a esse fungicida, mas foi
apontada resisténcia e perda de sensibilidade em alguns isolados. Por exemplo,
Fairchild et al., (2013) relataram que 11% dos seus isolados de A. alternata e 19%
dos isolados de A. solani foram resistentes ao pirimetanil, apresentando crescimento
micelial em dose de 507 ppm; Fonseka e Gudmestad (2016) relataram que seis dos
245 isolados de A. solani coletados de 2010 a 2014 exibiram sensibilidade reduzida
ao fungicida em ensaios in vitro. Além disso, os isolados de sensibilidade reduzida
ndo foram controlados em testes de eficacia in vivo em estufa na maioria das doses
de pirimetanil, exceto a 100 ug.ml-".

Os fungicidas do grupo das anilinopirimidinas possuem risco médio no
desenvolvimento de resisténcia a fungicidas em patégenos fungicos (FRAC, 2022).
No entanto, a resisténcia para esses fungicidas foi detectada em B. cinerea (Amiri et
al., 2013; Chapeland et al., 1999; Fernandez-Ortuno et al., 2013; Hilber e Hilber-
Bodmer, 1998; Latorre et al., 2002; Leroux et al., 1999; Moyano et al., 2004;
Myresiotis et al., 2007; Sun et al., 2010; Maia et al., 2023), Oculimacula spp. (Leroux
et al., 2013), Penicillium digitatum e Penicillium expansum isolados de macéa e frutas
citricas, respectivamente, (Kanetis et al., 2008; Xiao et al., 2011) e V. inaequalis de
maga (FRAC, 2015).

O fungo Botrytis cinerea € considerado um patdgeno de alto risco para o
desenvolvimento de resisténcia a fungicidas e a resisténcia ao grupo das
anilinopirimidinas € comum em algumas culturas agricolas e estufas (Brent e

Holloman, 2007b). Fendtipos de resisténcia em B. cinerea foram detectados com
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niveis de resisténcia variando de baixo a muito alto (Leroux et al., 1999; Myresiotis et
al., 2007). Também ja foi relatada a resisténcia cruzada entre os fungicidas dessa
classe para esse fungo (Hilber e Schiepp 1996; Latorre et al., 2002; Myresiotis et
al., 2007; Maia et al., 2023). Acredita-se que 0 modo de resisténcia de um unico
gene resultou em aproximadamente 50% de isolados resistentes em alguns estudos
de pesquisa focados na resisténcia de B. cinerea em anilinopirimidinas (Amiri et al.,
2013; Fernandez-Ortufio et al., 2013; Myresiotis et al., .2007). Assim, sugere-se que
a mudanca na sensibilidade deve ser rapida uma vez detectadas cepas resistentes.
Em contraste, o isolado de campo Oculimacula spp. (anteriormente Tapesia spp.)
apresentou uma mudancga gradual na sensibilidade, sugerindo controle poligénico da
resisténcia (Babij et al., 2000). Portanto, pode haver mais de um mecanismo de
resisténcia para Alternaria spp. a anilinopirimidinas.

O principal modo de ag¢ao ainda nao foi descoberto para anilinopirimidinas,
portanto, o mecanismo de resisténcia € atualmente desconhecido para este grupo
de fungicidas estabelecido. O risco de desenvolvimento de resisténcia ao pirimetanil
em A. solani pode ser aumentado devido a resisténcia pré-existente a outros
fungicidas como os Qol e boscalida (Fonseka e Gudmestad, 2016). O mesmo pode
acontecer para os isolados de A. grandis no sul do Brasil, pois a redugdo da
sensibilidade as anilinopirimidinas foi observada nesse estudo.

Um recente estudo feito nos Estados Unidos avaliando A. alternata, A.
arborescens, A. solani e A. tenuissima em batata para ambos os fungicidas desse
grupo, mostrou que todos os isolados foram sensiveis com CEso que variaram de 0.1
a 5.85 pg.mL"" (Budde Rodriguez et al., 2022), demonstrando que ndo ha redugio
de sensibilidade a esses fungicidas e ainda sao eficientes para o controle de
Alternaria spp. nesse local. Esse estudo demonstra que um manejo adequado e o
uso racional desses fungicidas, pode proporcionar um controle efetivo, assim, a
adequacgao no manejo da pinta preta pode mudar o cenario previsto.

Para os fungicidas do grupo das dicarboxamidas, iprodiona obteve CEso de
todos os isolados abaixo de 10,0 ug.mL"". Um estudo feito por Malandrakis (2015)
com isolados de A.alternata oriundos de cultivo de tomate, obteve CEso até 10
ug.mL-", corroborando com esse estudo. Todavia, foi encontrado um isolado que ndo

foi inibido nessa dose, sendo considerado com sensibilidade reduzida.
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Para procimidona a maioria dos isolados de A. grandis foram sensiveis,
obtendo inibicdo em valores de CEso até 3,74 ug.mL', mas dois isolados
apresentaram CEso maior que 100 ug.mL-'. Essa frequéncia corrobora com estudos
feitos em batata no Brasil. Usando procimidona em isolados de A. solani e A. grandis
em cultivos de batata, Nossllala, (2016) obteve inibigdo em doses menores que 1,0
ug.mL"', vale ressaltar, que um dos isolados de A. grandis foi coletado no estado do
Parana. Em contrapartida, a resisténcia de Alternaria spp. as dicarboxamidas é
conhecida. Visto que foram encontrados isolados menos sensiveis neste estudo, o
monitoramento do risco de ocorréncia de resisténcia a esse grupo € imprescindivel.

A resisténcia a dicarboxamida foi registrada em muitos patdégenos de
plantas, incluindo Alternaria spp. (Dry et al., 2004; Avenot et al., 2005; Luo et al.,
2008, 2012), Sclerotinia spp. (Ma et al., 2009; Kuang et al., 2011; Duan et al., 2013),
B. cinerea (Fraile et al., 1986; Oshima et al., 2002; Cui et al., 2004; Grabke et al.,
2014), Magnaporthe grisea (Motoyama et al., 2005), Stemphylium vesicarium
(Alberoni et al., 2010), Neurospora crassa (Fujimura et al., 2000; Miller et al., 2002) e
Cochliobolus heterostrophus (Yoshimi et al., 2003, 2004).

As mutacdes de HK1s estdo envolvidas no desenvolvimento de resisténcia a
dicarboxamidas em patdégenos fungicos (Dry et al., 2004; Wang et al., 2021). A
estrutura tipica das HKs fungicas do grupo lll dos principais fungos fitopatogénicos é
composta por trés dominios: Histidina quinases, Adenilato ciclases, Proteinas
aceitadoras de metila e Fosfatases (HAMPs, funcionalmente denominadas como
“‘dominio sensor”) em um terminal N altamente variavel, um terminal central dominio
transmissor composto por histidina quinase A (HisKA) e subdominios cataliticos
ATPase semelhantes a histidina quinase (HATPase c) e um dominio receptor C-
terminal abrigando uma assinatura de trés aminoacidos (DDK) (Herivaux et al.,
2016). Diversos tipos de mutacdes foram relatadas em A. alternata, A. arborescens
e A. brassicicola, em diferentes cultivos, como repolho, brdcolis, maracuja e
pistache, onde foram encontradas dele¢des ou inser¢des em HAMPs, ou entre os
dominios HATPase_c e dominio regulador da resposta (Rec) (Wang et al., 2021; Dry
et al., 2004; Ma e Michalides, 2004; Avenot et al., 2005).

A resisténcia a esse grupo de fungicidas € considerada de ocorréncia de
médio risco (FRAC, 2022), entretanto, observamos que ja foi relatada em diversos

fitopatdogenos, e os mecanismos de resisténcia podem ser facilmente desenvolvidos
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em cultivos onde ha o uso indiscriminado de dicarboxamidas, assim pode se dizer
que a ocorréncia da resisténcia depende da reprodutibilidade do patégeno com
relagdo a area de cultivo em que se trata. Visto isso, os produtores devem ser
incentivados a realizar um manejo consciente de acordo com a necessidade de cada
um.

Esses produtos quimicos continuam sendo opg¢des valiosas para programa
de rotagdo de fungicidas em areas de alta pressdo da doenca. Os estudos de
monitoramento sdo valiosos para a utilizagcado continua desses produtos quimicos em
programas de gestdo de doengas. Desta forma, os fungicidas citados nesse estudo
devem ser usados em rotagdo com outros fungicidas sistémicos e protetores, com
diferentes modos de acgédo (por exemplo, Qols, DMIs ou SDHIs) que n&o foram
avaliados nesse estudo, para salvaguardar sua eficacia. Assim, sera possivel atrasar
o desenvolvimento de populagdes de A. grandis com sensibilidade reduzida ou até

mesmo resistentes a anilinopirimidinas e dicarboxamidas nesses campos.
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6. CONCLUSAO
A avaliagédo quanto a sensibilidade dos fungicidas anilinopirimidinas mostrou
uma amplitude de valores de CEso dos isolados de A. grandis, obtendo valores que
variaram entre 0,02 e >100 ug.mL-! para ciprodinil, e 0,9 até >100 ug.mL-! para
pirimetanil. Foi observado altas frequéncias em dose maior que 100 ug.mL" sendo
assim alguns isolados mais sensiveis que outros.
Para os fungicidas do grupo das dicarboxamidas, os valores de CEso para
iprodiona e procimidona variaram entre 0,08 a 9,15 ug.mL™", e 1,27 a >10 ug.mL™",

respectivamente.

7. CONSIDERAGOES FINAIS

Neste estudo foi possivel analisar o panorama geral do comportamento de
isolados de A. grandis na regiao sul do Brasil em relagdo a sensibilidade aos
fungicidas ciprodinil, pirimetanil, iprodiona e procimidona. Até o momento, ndao havia
estudos a respeito da sensibilidade de isolados nesta regido. Foi possivel observar
que os isolados possuem uma tendencia a apresentarem sensibilidade reduzida aos
fungicidas estudados, o que é preocupante para o futuro do manejo da cultura da
batata.

Sao necessarios estudos futuros quanto a eficiéncia dos fungicidas in vivo
contrastando isolado com menores e maiores valores de CE50 de cada fungicida
para avaliar a resisténcia pratica.

Para complementar este estudo, é necessario conduzir novas pesquisas de
sensibilidade utilizando diferentes ingredientes ativos, com o objetivo de contribuir
para 0 manejo da pinta preta da batata na regido sul do Brasil. Isso inclui a
implementacao de rotacido de ingredientes ativos e modos de acéao, a fim de evitar a
reducdo da sensibilidade a outros grupos quimicos de fungicidas. Sugere-se
complementacdo das bulas comerciais dos produtos utilizados atualmente, uma vez
que, em nenhum dos produtos testados nesse estudo foi citado as demais espécies
causadoras da pinta preta e todas as recomendagdes se referem somente a A.
solani, porém, foi comprovado que em um grande polo de produgédo de batata no

Brasil o agente causal € a A. grandis.
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ANEXO 1
TABELA 1. ISOLADOS DE A. grandis COLETADOS EM CAMPOS DE BATATA NA REGIAO SUL
DO BRASIL

Cédigo LEMID Cidade Estado Coordenada Cultivar
LEMIDStAgPR22-01 Contenda PR 25°44'59.9"S 49°30'22.8"W Atlantic
LEMIDStAgSC22-02 Agua Doce scC 26°37'26.4"S 51°45'38.2"W Agata
LEMIDStAgPR22-03 Contenda PR 25°44'59.9"S 49°30'22.8"W Atlantic
LEMIDStAgPR22-04 Contenda PR 25°44'59.9"S 49°30'22.8"W Atlantic
LEMIDStAgPR22-05 Pirai do Sul PR 24°23'46.2"S 50°03'13.3"W FL2312
LEMIDStAgPR22-06 Pirai do Sul PR 24°23'37.3"S 50°03'30.1"W FL1867
LEMIDStAgPR22-07 Pirai do Sul PR 24°23'37.3"S 50°03'30.1"W FL1867
LEMIDStAgSC22-08  Bela Vista do Toldo scC 26°19'10.0"S 50°40'28.4"W Agata
LEMIDStAgSC22-09  Bela Vista do Toldo scC 26°19'10.0"S 50°40'28.4"W Camila
LEMIDStAgSC22-10  Bela Vista do Toldo scC 26°19'10.0"S 50°40'28.4"W Orchestra
LEMIDStAgSC22-11  Bela Vista do Toldo scC 26°19'10.0"S 50°40'28.4"W Orchestra
LEMIDStAgSC22-12 Canoinhas sC 26°12'14.1"S 50°22'12.6"W  Embrapa melhoramento
LEMIDStAgSC22-13 Canoinhas SC 26°12'14.1"S 50°22'12.6"W  Embrapa melhoramento
LEMIDStAgSC22-14 Papanduva scC 26°21'24.1"S 50°06'08.2"W Camila
LEMIDStAgSC22-15 Papanduva scC 26°21'24.1"S 50°06'08.2"W Camila
LEMIDStAgPR22-16 Castro PR 24°39'33.5"S 49°55'26.5"W Atlantic
LEMIDStAgPR22-17 Castro PR 24°39'33.5"S 49°55'26.5"W Atlantic
LEMIDStAgPR22-18 Palmeira PR 25°22'13.3"S 49°51'29.6"W Agata
LEMIDStAgPR22-19 Castro PR 25°16'02.1"S 49°51'06.1"W Atlantic
LEMIDStAgPR22-20 Castro PR 25°16'02.1"S 49°51'06.1"W Atlantic
LEMIDStAgRS23-21 Bom Jesus RS 28°35'14.2"S 50°29'47 .4"W Agata
LEMIDStAgRS23-22 Bom Jesus RS 28°35'14.2"S 50°29'47 .4"W Agata
LEMIDStAgRS23-23 Cambara do Sul RS 29°14'48.8"S 50°17'19.9"W Agata
LEMIDStAgRS23-24 Cambara do Sul RS 29°14'48.8"S 50°17'19.9"W Agata
LEMIDStAgRS23-25 Cambara do Sul RS 29°16'28.5"S 50°16'49.5"W Agata
LEMIDStAgRS23-26 Cambara do Sul RS 29°16'28.5"S 50°16'49.5"W Agata
LEMIDStAgRS23-27 Bom Jesus RS 28°34'58.3"S 50°29'43.6"W Agata
LEMIDStAgRS23-28 Bom Jesus RS 28°34'58.3"S 50°29'43.6"W Agata
LEMIDStAgRS23-29 Bom Jesus RS 28°35'14.2"S 50°29'47 4"W ’fgata
LEMIDStAgRS23-30 Bom Jesus RS 28°35'14.2"S 50°29'47 4"W Agata
LEMIDStAgSC23-31 Agua Doce SC 26°38'10.3"S 51°44'09.0"W Agata
LEMIDStAgSC23-32 Agua Doce scC 26°38'10.3"S 51°44'09.0"W Agata
LEMIDStAgSC23-33 Agua Doce SC 26°36'09.9"S 51°43'43.3"W Agata
LEMIDStAgPR23-34 Reseva do Iguagu PR 25°45'54.6"S 51°52'49.2"W -
LEMIDStAgPR23-35 Reseva do Iguagu PR 25°45'54.6"S 51°52'49.2"W -
LEMIDStAgPR23-36 Palmeira PR 25°23'29.5"S 49°49'31.3"W Agata
LEMIDStAgPR23-37 Palmeira PR 25°23'29.5"S 49°49'31.3"W Agata
LEMIDStAgPR23-38 Palmeira PR 25°24'58.8"S 50°03'27.0"W Agata
LEMIDStAgPR23-39 Palmeira PR 25°24'58.8"S 50°03'27.0"W Agata



LEMIDStAgSC23-40
LEMIDStAgSC23-41
LEMIDStAgPR23-42
LEMIDStAgPR23-43
LEMIDStAgPR23-44

Agua Doce
Agua Doce
Araucaria
Araucaria
Araucaria

SC
SC
PR
PR
PR

26°37'22.2"S 51°39'43.3"W
26°37'22.2"S 51°39'43.3"W
25°40'03.8"S 49°27'01.6"W
25°38'07.3"S 49°28'00.8"W
25°38'07.3"S 49°28'00.8"W
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Agata

Agata

Agata
Markies
Markies
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ANEXO 4

TABELA 4: DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO EFETIVA (ug.ml-') DOS FUNGICIDAS
CIPRODINIL, PIRIMETANIL, IPRODIONA E PROCIMIDONA PARA INIBIR 50% (CEso) DO
CRESCIMENTO DE ISOLADOS DE A. grandis.

CEso
Isolado Ciprodinil Pirimetanil Iprodiona Procimidona
LEMIDStAgPR22-01 0,04 1,07 1,27 1,27
LEMIDStAgSC22-02 0,08 2,55 5,91 2,41
LEMIDStAgPR22-03 0,12 0,90 3,66 2,03
LEMIDStAgPR22-04 0,08 5,82 6,07 2,39
LEMIDStAgPR22-05 >100 >100 2,48 1,66
LEMIDStAgPR22-06 0,17 11,77 1,84 3,74
LEMIDStAgPR22-07 0,07 4,47 2,04 2,12
LEMIDStAgSC22-08 0,18 45,04 1,82 2,27
LEMIDStAgSC22-09 >100 >100 3,73 2,41
LEMIDStAgSC22-10 >100 >100 2,95 2,18
LEMIDStAgSC22-11 >100 >100 0,09 2,02
LEMIDStAgSC22-12 0,08 6,36 2,73 2,44
LEMIDStAgSC22-13 0,12 4,28 1,31 2,41
LEMIDStAgSC22-14 0,08 4,10 5,68 2,44
LEMIDStAgSC22-15 0,08 5,74 2,37 2,32
LEMIDStAgPR22-16 0,15 8,48 5,94 >100
LEMIDStAgPR22-17 0,12 43,61 5,97 >100
LEMIDStAgPR22-18 >100 >100 1,50 2,49
LEMIDStAgPR22-19 0,07 5,24 2,55 2,41
LEMIDStAgPR22-20 0,12 68,79 6,11 2,11
LEMIDStAgRS23-21 0,05 1,47 2,63 2,59
LEMIDStAgRS23-22 0,05 1,99 9,15 2,01
LEMIDStAgRS23-23 >100 >100 3,10 2,21
LEMIDStAgRS23-24 >100 >100 1,98 2,32
LEMIDStAgRS23-25 >100 >100 2,81 1,58
LEMIDStAgRS23-26 >100 >100 2,86 1,71
LEMIDStAgRS23-27 0,07 1,07 3,83 1,61
LEMIDStAgRS23-28 0,06 1,15 6,31 1,54
LEMIDStAgRS23-29 0,06 3,60 1,97 1,66
LEMIDStAgRS23-30 0,02 4,72 2,82 1,89
LEMIDStAgSC23-31 1,89 >100 2,90 1,58
LEMIDStAgSC23-32 >100 >100 3,78 1,75
LEMIDStAgSC23-33 >100 >100 1,91 1,66
LEMIDStAgPR23-34 >100 >100 2,61 1,69
LEMIDStAgPR23-35 >100 >100 1,83 1,92
LEMIDStAgPR23-36 >100 >100 3,97 1,33
LEMIDStAgPR23-37 >100 >100 2,94 1,33
LEMIDStAgPR23-38 14,32 >100 1,65 1,71

LEMIDStAgPR23-39 18,47 >100 3,06 1,75



LEMIDStAgSC23-40
LEMIDStAgSC23-41
LEMIDStAgPR23-42
LEMIDStAgPR23-43
LEMIDStAgPR23-44

>100
>100
>100
>100
32,22

72,00
65,51
64,76
68,92
55,09

2,40
2,20
2,10
2,06
2,68

1,63
2,81
2,30
2,34
1,54

FONTE: O autor (2024)
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