UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

MARIA ALICE RODRIGUES PINTO

SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DE Alternaria spp. DA BATATEIRA A
PIDIFLUMETOFEM

CURITIBA
2024



Maria Alice Rodrigues Pinto

SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DE Alternaria spp. DA BATATEIRA A
PIDIFLUMETOFEM

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao
curso de graduacdo em Agronomia, Setor de
Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do
Parand, como requisito parcial & obtencao do titulo
de Bacharel em Agronomia.

Orientador: Prof. Dr. Henrique da Silva Silveira
Duarte.

CURITIBA
2024



TERMO DE APROVAGAO
MARIA ALICE RODRIGUES PINTO

SENSIBILIDADE DE ISOLADOS DE Alternaria spp. DA BATATEIRA
A PIDIFLUMETOFEM

Trabalho apresentado como requisito parcial a obtengao do grau de
Engenheiro(a) Agrénomo(a) no Curso de Graduagdo em Agronomia, pela

seguinte banca examinadora:

ooy R

Orientador Professor Henrique da Silva Silveira Duarte

Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade

Setor de Ciéncias Agrarias

oowm

MSc. Gabriel Koch
Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade Setor de Ciéncias Agrarias

&
O\/lSC Elizeu Junlor da Silva
Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade Setor de Ciéncias Agrarias

Curitiba, 19 de dezembro de 2024



"Tudo tem o seu tempo determinado, e h& tempo para todo propdsito
debaixo do céu." — Eclesiastes 3:1



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me conceder forcas, saude e sabedoria para enfrentar os
desafios ao longo desta caminhada.

A minha mae, Maria Alice Ronca, por todo o amor, apoio incondicional e
ensinamentos que sempre me inspiraram.

Ao meu pai, Astolfo, pela forca e pelo exemplo de dedicacdo que me
motivaram ao longo desta jornada.

A minha irmad e a minha sobrinha, por estarem sempre ao meu lado,
oferecendo palavras de encorajamento e carinho.

Ao Davi, por sua paciéncia, compreensao, carinho e apoio inestimavel em
momentos importantes e por alegrar meus dias.

Ao meu orientador, Professor Henrique da Silva Silveira Duarte, pela
orientacdo precisa, paciéncia e incentivo na carreira académica, que foram
fundamentais para a realizacéo deste trabalho.

Ao meu coorientador, Elizeu, pela disponibilidade, conselhos valiosos e
apoio técnico indispensavel.

A toda a equipe do LEMID, por compartilhar conhecimentos, auxilio e
inimeros momentos.

A Universidade Federal do Parana e ao curso de Agronomia, pelo ensino
publico de qualidade.

A todos que, de alguma forma, contribuiram nesta jornada, meu mais sincero

agradecimento.



RESUMO

A batata (Solanum tuberosum L.) € uma cultura de grande importancia econémica
devido sua versatilidade e valor nutricional. Entretanto muitos fatores levam a perdas
de produtividade da cultura, entre eles um dos principais fatores sdo os patdégenos,
como Alternaria spp. que causam a pinta preta (A. grandis) e a mancha marrom (A.
alternata e A. arborescens). O manejo dessas doencgas € predominantemente feito
com a utilizacdo de fungicidas. No entanto, o uso intensivo de fungicidas quimicos
tem favorecido a selecdo de isolados resistentes aos produtos disponiveis no
mercado atualmente. Para monitorar o desenvolvimento da resisténcia de Alternaria
spp. a fungicidas ao longo do tempo, foi estabelecida uma baseline para
pidiflumetofem. O teste com o fungicida consistiu na avaliacdo da germinacdo de
esporos, nas concentragcées 0, 0.001, 0.01, 0.1, 0.5, 1 e 10 pg mL™. Foram
utilizados 27 isolados de A. alternata e 23 de A. arborescens. A porcentagem de
inibicdo da germinacdo de esporos foi mensurada, seguida de regressoes lineares
em logio. A concentracdo efetiva para inibir 50% do crescimento micelial (CEso)
variou entre <0,001 e 0,006494 ug mL™ para A. alternata, e entre <0,001 e 0,0633
png mL™t para A. arborescens. Ao analisar a distribuicdo de frequéncia de CE50 para
A. alternata, 81,5% dos isolados apresentaram valores <0,001 ug mL™, ja para A.
arborescens e 43,5% dos isolados necessitaram de concentracdes inferiores a 0,001
pL mL™t para inibir 50% da germinacdo de esporos. O estudo revelou uma alta
sensibilidade dos isolados de Alternaria spp. ao fungicida pidiflumetofem, sendo
necessario estudos constantes de monitoramento da sensibilidade em campo.

Palavras-chave: Controle quimico; Mancha marrom; Sensibilidade; Baseline.



ABSTRACT

Potato (Solanum tuberosum L.) is a crop of great economic importance due
to its versatility and nutritional value. However, many factors lead to crop productivity
losses, among them one of the main factors are pathogens, such as Alternaria spp.
that cause early blight (A. grandis) and brown spot (A. alternata and A. arborescens).
The management of these diseases is predominantly done with the use of fungicides.
However, the intensive use of chemical fungicides has favored the selection of
isolates resistant to the products currently available on the market. To monitor the
development of Alternaria spp. resistance to fungicides over time, a baseline for
pidiflumetofen was established. The test with the fungicide consisted of evaluating
spore germination at concentrations of 0, 0.001, 0.01, 0.1, 0.5, 1 and 10 yg mL™.
Twenty-seven isolates of A. alternata and 23 of A. arborescens were used. The
percentage of inhibition of spore germination was measured, followed by linear
regressions in log10. The effective concentration to inhibit 50% of mycelial growth
(ECs0) ranged from <0.001 to 0.06334 pg mL™ for A. alternata, and from <0.001 to
0.0633 pg mL™ for A. arborescens. When analyzing the frequency distribution of
EC50 for A. alternata, 81.5% of the isolates presented values <0.001 pg mL™, while
for A. arborescens and 43.5% of the isolates required concentrations lower than
0.001 pL mL™* to inhibit 50% of spore germination. The study revealed a high
sensitivity of Alternaria spp. isolates to the fungicide pidiflumetofen, requiring
constant studies to monitor sensitivity in the field.

Keywords: Chemical control; Brown spot; Sensitivity; Baseline.
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1 INTRODUCAO

A batata (Solanum tuberosum L.) € um tubérculo consumido mundialmente e
desempenha um papel fundamental na seguranca alimentar e na economia global.
Originaria da América do Sul, a batata foi introduzida na Europa no século XVI e,
posteriormente, no Brasil no final do século XIX (SALAS e TOFOLI, 2017).
Reconhecida por sua riqueza em carboidratos e nutrientes essenciais, a batata é
amplamente valorizada como uma fonte de alimentacdo completa e saudavel
(TOFOLI e DOMINGUES, 2022).

No contexto brasileiro, a producdo de batata € uma atividade agricola de
grande relevancia, com a cultura sendo explorada em diferentes regides do pais e
dividida em trés safras distintas: aguas, seca e inverno. Destas, a safra das aguas é
particularmente significativa, dada a sua relagdo com os padrbes de chuvas
(VALADARES e LANDAU, 2020). Com Minas Gerais liderando o ranking nacional,
tendo o maior valor de producdo nacional, seguido pelo Parana (IBGE, 2023), a
producdo de batata desempenha um papel importante na economia agricola
brasileira. Entretanto, existem desafios significativos aos produtores de batata,
sendo as doencgas uma das principais preocupagoes.

A pinta preta, causada pelo fungo Alternaria grandis, e a mancha marrom,
causada por Alternaria alternata e Alternaria arborescens, sédo doengas expressivas
da cultura, afetando folhas, caules e tubérculos, resultando em reduc¢des na
producdo e na qualidade dos cultivos (TOFOLI e DOMINGUES, 2022). O controle
eficaz da pinta preta e da mancha marrom requer uma abordagem integrada que
inclui o uso de préticas culturais adequadas, selecdo de variedades resistentes e 0
emprego de medidas de controle quimico.

No contexto brasileiro, o manejo de Alternaria spp. tem sido
predominantemente conduzido por meio da aplicagdo de fungicidas contendo
ingredientes ativos como tebuconazol, difenoconazol, iprodiona, e estrobilurinas, tais
como azoxistrobina, trifloxistrobina e piraclostrobina (NOSSLLALA, 2016). Casos de
reduzida sensibilidade de espécies de Alternaria aos triazois, também conhecidos
como fungicidas inibidores da desmetilagdo de esteréis (DMIs) ja foram
documentados na literatura (YANG et al., 2019).

Novos ingredientes ativos tém surgido no mercado para serem usados no

manejo da doenca, um exemplo é fungicida pidiflumetofem que foi registrado para a
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cultura da batata no ano de 2022. O fungicida pidiflumetofem € uma carboxamida
gue age inibindo a enzima succinato desidrogenase.

Para o monitoramento da sensibilidade fungica, o estabelecimento de
baselines é fundamental, visto que, a linha de base é utilizada como referéncia para
comparar a efichcia entre fungicidas. Esse estudo permite avaliar possiveis
reducdes na sensibilidade dos fungos aos fungicidas ao longo dos anos de uso em
determinada cultura. Na auséncia da determinacéo do CE50 para a cepa selvagem,
torna-se mais dificil sua utilizacdo futura para quantificar eventuais diminuicbes na
sensibilidade (DE ROSSI, REIS e BRUSTOLIN, 2015).

Nesse sentido, 0 presente estudo visou identificar o baseline de isolados A.

alternata e A. arborescens ao fungicida pidiflumetofem.

1.1 PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

Na literatura, diversos trabalhos relatam a resisténcia de Alternaria spp. a
fungicidas de diferentes grupos quimicos, como os Qol’s — Inibidores da Quinona
Externa (TYMON e JOHNSON, 2014; DING et al., 2019; ODIBELKOQV et al., 2019),
SDHI — Inibidores da Succinato Desidrogenase (TYMON e JOHNSON, 2014;
FAIRCHILD, MILES e WHARTON, 2013; LANDSCHOOT et al., 2017), DMI's —
Inibidores da Desmetilacdo (YANG, 2019; FONSEKA e GUDMESTAD, 2013),
dicarboxamidas (KIM, LEE e KIM, 2016), e anilinopirimidina (FAIRCHILD, MILES e
WHARTON, 2013; FONSEKA e GUDMESTAD, 2013), por exemplo.

A selecdo acelerada de isolados resistentes reforca a importancia de
implementar estratégias robustas de manejo antirresisténcia. O ponto de partida
deve ser o monitoramento da populacdo do patégeno antes da introducdo de novos
fungicidas no programa de manejo da cultura. A avaliacdo da sensibilidade inicial
dos isolados é essencial para acompanhar a dindmica da resisténcia ao longo dos
anos de uso do fungicida (RUSSEL, 2004; GAO et al., 2017). Quando um aumento
na frequéncia de isolados resistentes é identificado em comparagcdo com a
sensibilidade inicial, ainda € viavel aplicar medidas de contencdo, como restringir o
namero de aplicacdes do fungicida por ciclo produtivo e alternar produtos com
diferentes modos de acédo (LATORRE e TORRES, 2012).
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1.2 OBJETIVO

Estabelecer a sensibilidade basal de 50 isolados de Alternaria spp. (A.
alternata e A. arborescens) causadores da mancha marrom ao fungicida

pidiflumetofem, utilizando a CEso por meio da andlise da germinagéo de esporos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CULTURA DA BATATA

A batata (Solanum tuberosum L.) tem como centro de origem a regido andina,
ao redor do lago Titicaca no Peru, sendo consumida por povos nativos a mais de
7000 anos e levada a Europa meados de 1570, por conquistadores espanhois
(SALAS e TOFOLI, 2017). No Brasil, foi implantada no final do século XIX, na
Regido Sul do pais, onde ha condi¢cbes edafocliméticas favoraveis para a producéo
da cultura (VALADARES e LANDAU, 2020). A relevancia global deste tubérculo foi
internacionalmente reconhecida no ano de 2008, designado como o0 Ano
Internacional da Batata, uma iniciativa promovida pela FAO (Organizacdo das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo) e por outros organismos
internacionais voltados para a saude e alimentacao.

Abundante em carboidratos, a batata representa uma fonte significativa de
betacaroteno, fésforo, potassio, magnésio, calcio, além das vitaminas A, C e do
complexo B (B1, B2, B6 e acido folico), ainda contém proteinas de alta qualidade,
ferro, piridoxina, fibra alimentar e sais alcalinos, a batata € caracterizada por seu
valor biolégico elevado, baixo teor de lipidios e auséncia de colesterol, tornando-a
um alimento completo, saudavel e universal (TOFOLI e DOMINGUES, 2022).

Trata-se de uma planta dicotiledénea, da familia Solanaceae, género Solanum,
gue abriga mais de 2.000 espécies, com pouco mais de 150 delas sendo produtoras
de tubérculos. H4 o conhecimento de aproximadamente 200 espécies selvagens de
batata e 20 cultivadas. A parte aérea da batateira é herbacea, atingindo alturas que
variam entre 50 e 70 centimetros, podendo, em estagios adultos, alcancar até 1,5
metro. O ciclo vegetativo da cultura pode ser classificado como precoce (menos de
90 dias), médio (entre 90 e 110 dias) ou longo (mais de 110 dias), dependendo da
variedade cultivada (FORTES e PEREIRA, 2003).
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A producdo de batata no Brasil é categorizada em trés safras distintas: a
primeira, conhecida como safra das 4guas, ocorre de dezembro a marc¢o; a segunda,
denominada safra da seca, abrange os meses de abril a agosto; e a terceira € a
safra de inverno, com plantacfes realizadas entre setembro e novembro. A safra das
adguas é considerada a mais significativa, pois viabiliza o cultivo em praticamente
todas as regides do pais devido ao padrdo de chuvas (VALADARES e LANDAU,
2020).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2023), a
produgéo de batata no Brasil, em 2023, foi de 4.188.704 toneladas, tendo como o
maior produtor o estado de Minas Gerais. No Parana, produziu-se 791.855
toneladas, na safra de 2023, totalizando o valor da producédo em 1.802.354 mil reais
(IBGE, 2023).

Dentre os diversos fatores que limitam a producéo de batata, pode-se destacar
as doencas. De acordo com Tofoli e Domingues (2022), a bataticultura € impactada
por uma ampla variedade de patdégenos, que abrange desde microrganismos
relativamente primitivos, como oomicetos e protozoarios, até os fungos propriamente
ditos.

Das doencas ocasionadas por oomicetos na producdo de batata, as mais
notaveis sdo a requeima (Phytophthora infestans), a podriddo aquosa
(Globisporangium spp.) e a sarna pulverulenta (Spongospora pulverulenta). Ja
dentre as principais doencas causadas por fungos destacam-se a rizoctoniose
(Rhizoctonia solani), a murcha de fusarium e a podriddo seca (Fusarium spp.), 0
mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum), a sarna prateada (Helminthosporium solani),
o olho pardo (Calonectria brassicae), a murcha de verticillium (Verticillium dahlie) e a
pinta preta (Alternaria spp.) (TOFOLI e DOMINGUES, 2022).

2.2 MANCHA MARROM

Na ultima década, varias espécies de Alternaria de esporos pequenos foram
associadas a mancha marrom, incluindo A. alternata, A. tenuissima, A. dumosa, A.
interrupta, A. arborescens, A. longipes, A. infectoria, A. telliensis e A. arbusti. A
ocorréncia dessa doenca foi relatada em diversos paises, como Ird (TAHERI 2019),
Russia (ORINA et al. 2011; KOKAEVA et al. 2018), Paquistdo (SHOAIB et al. 2014),
China (ZHENG et al. 2015), Estados Unidos (TYMON et al. 2016), Bélgica



13

(LANDSCHOQOT et al. 2017; VANDECASTEELE et al. 2018), Argélia (BESSADAT et
al. 2020), india (LINGWAL et al. 2022) e Coreia do Sul (CHOI et al. 2022).

A mancha marrom caracteriza-se por lesbes pequenas, circulares e
irregulares nas folhas, de coloragdo marrom-escura, com cerca de 10 mm de
diametro. Essas lesdes podem agrupar-se, formando grandes areas necroticas, com
ou sem halo amarelo, que coalescem e causam danos expressivos a lamina foliar.
Também podem surgir lesbes superficiais alongadas e escuras nos caules e
peciolos (STEVENSON et al. 2001; KIRK e WHARTON 2012; LEIMINGER et al.
2015; LINGWAL et al. 2022). Em folhas jovens, os sintomas podem ser confundidos
com os da pinta preta, que nos estagios iniciais também se apresentam como
pequenas lesdes circulares. No entanto, as lesdes da mancha marrom nao possuem
anéis concéntricos (VAN DER WAALS et al. 2011; SOLEIMANI e KIRK 2012;
ZHANG et al. 2020). A doenca inicia-se quando esporos se depositam nas folhas de
plantas suscetiveis e, apdés a germinacao, o tubo germinativo penetra diretamente
nos tecidos por meio da epiderme ou por aberturas como estdmatos e ferimentos
(KIRK e WHARTON 2012). Os conidios sdo dispersos pelo vento e pela agua de
respingos de chuva, atuando como indculo primario e secundario em novos ciclos de
doenca (DING et al. 2019).

A patogenicidade das espécies de Alternaria de esporos pequenos foi
comprovada, e a intensidade das epidemias causadas por esse patdgeno aumentou
em varias regides do mundo, tornando-se uma espécie predominante em muitas
areas (VANDECASTEELE et al. 2018; DING et al. 2019; TAHERI 2019; LINGWAL et
al. 2022; CHOI et al. 2022). A sobrevivéncia de Alternaria spp. € assegurada por sua
caracteristica saprofitica e pela capacidade de permanecer viavel no solo sob a
forma de conidios, clamidosporos e micélio, ou em tecidos vegetais em
decomposicdo (ROTEM 1994; KOKAEVA et al. 2018), e ainda, o patdgeno se
reproduz assexuadamente e causa doencas policiclicas (DING et al. 2019).

De acordo com Kirk e Wharton (2012) e Soleimani e Kirk (2012), epidemias
de mancha marrom podem ocorrer em uma ampla variedade de condicoes
climaticas. Temperaturas entre 20 e 30°C, alta umidade continua ou a alternancia
entre periodos de chuva e seca favorecem a esporulacéo, germinacdo dos esporos
e infeccdo dos tecidos vegetais. A intensidade da doenca, no entanto, depende
principalmente da frequéncia de molhamento da parte aérea causado por chuva,

neblina, orvalho ou irrigacdo, do estado nutricional da planta e da suscetibilidade do
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hospedeiro (STEVENSON et al. 2001; VANDECASTEELE et al. 2018). A
suscetibilidade do hospedeiro & mancha marrom tende a aumentar com a idade do
tecido, caracteristica comum em muitos patossistemas que envolvem espécies de
Alternaria. Além disso, em conjunto com outras espécies de Alternaria, as espécies
de esporos pequenos sdo consideradas agentes patogénicos predominantes em
plantas senescentes (ROTEM 1994).

As perdas associadas a doenca podem alcancar, em media,
aproximadamente 20% da producdo, entretanto, em situacfes mais graves, essas
perdas podem atingir até 80%, comprometendo significativamente o rendimento da
cultura (SOLEIMANI e KIRK 2012).

2.3 CONTROLE

De acordo com Tofoli, Domingues e Ferraz (2014), o alto potencial destrutivo
de Alternaria spp. na cultura da batata torna obrigatéria a ado¢do de medidas
integradas de controle, visando a sustentabilidade da producédo. Os autores ainda
ressaltam um conjunto de préaticas recomendadas, tais como plantio de tubérculos
sadios, local de plantio adequado, aliado ao uso de cultivares com algum nivel de
resisténcia e evitando plantios adensados, assim como a sucessao de solanaceas
na area, juntamente com a pratica de adubacao balanceada pois, niveis apropriados
de nitrogénio, magnésio e matéria organica tém demonstrado a capacidade de
mitigar os efeitos da doenca, irrigacdo controlada, manejo correto de plantas
invasoras, desinfeccao dos equipamentos utilizados em culturas afetadas, paralelo a
vistoria constante da cultura e a aplicacédo de fungicidas registrados.

O uso de cultivares resistentes, destaca-se por sua elevada eficiéncia, baixo
custo e simplicidade de manejo (ROMERO et al., 2020). Além disso, cultivares com
niveis mais altos de resisténcia demandam uma menor aplicacdo de fungicidas
(ZAMBOLIM et al., 2011), o que torna essa estratégia uma ferramenta relevante no
manejo integrado da doenca. Em contrapartida, conforme apontado por Duarte et al.
(2013), as cultivares de batata cultivadas no Brasil apresentam variacdes nos niveis
de resisténcia genética a Alternaria spp., sendo que as variedades mais amplamente
plantadas, por atenderem as preferéncias dos produtores, sédo frequentemente

suscetiveis a requeima.
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Em vista disso, o emprego de fungicidas representa a estratégia de controle
mais amplamente adotada para prevenir perdas na producéo agricola (ROMERO et
al., 2020).

2.4 CONTROLE QUIMICO

A aplicacdo de fungicidas representa a estratégia predominante adotada para
mitigar potenciais perdas na producdo agricola, (Romero et al., 2020). As
abordagens de manejo empregadas com fungicidas visam principalmente a
prevencao e/ou reducdo da incidéncia de doencas no campo. Para tal propdsito, é
imprescindivel um entendimento detalhado do potencial de acdo desses agentes,
visando alcancar os mais eficazes niveis de controle, seja por meio de programas de
aplicacéo especificos ou sistemas de previsdo de doengas. Diversos fatores, tais
como a suscetibilidade das cultivares, condi¢cdes climéticas, selecdo do produto,
estagio fenologico da cultura e “timing” da aplicacao, exercem influéncia direta sobre
a eficacia do controle proporcionado por um fungicida (TOFOLI et al., 2014).

A classificacdo dos fungicidas € geralmente baseada na natureza quimica e no
modo de acdo do produto contra o fitopatégeno: sédo protetores ou de contato,
erradicantes e sistémicos (ZAMBOLIM et al., 1995; KIMATI, 1995). Os protetores, ou
de contato, qual se enquadra o pidiflumetofem (fungicida do estudo), de acordo com
Garcia (1999), sdo eficazes apenas quando aplicados antes da penetracdo do
patébgeno nos tecidos do hospedeiro, pois atuam reduzindo ou impedindo a
probabilidade de desenvolvimento da doenca. Ao serem depositados na superficie
dos 6rgaos vegetais, formam uma barreira quimica capaz de inibir a germinacao dos
esporos e o desenvolvimento do tubo germinativo, prevenindo, assim, a penetracao
dos fungos e o estabelecimento do patdégeno (GARCIA, 1999).

No Brasil, os ingredientes ativos juntamente com seus respectivos grupos
quimicos registrados para o controle de Alternaria spp. sdo: azoxistrobina,
picoxistrobina e piraclostrobina (estrobilurina); cimoxanil (acetamida); mancozebe,
propinebe, metiram, e oxicloreto de cobre (ditiocarbamatos); ciprodinil e pirimetanil
(anilinopirimidina); captana, iprodiona e procimidona (dicarboxamida); fluazinam
(fenilpiridinilamina); fenamidona (imidazolinona); hidréxido de cobre, oxicloreto de
cobre, sulfato de cobre e Oxido cuproso (inorganicos); clorotalonil (isoftalonitrila);

famoxadona (oxazolidinadiona); difeconazol, bromuconazol, flutriafol, metconazol,
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tebuconazol e miclobutanil (triazol); bentiavalicarbe isopropilico (vanilamida
carbamato) e fluxapiroxade e boscalida (carboxamida) (AGROFIT, 2024).

2.5 FUNGICIDAS INIBIDORES DA SUCCINATO DESIDROGENASE (ISDH)

O fungicida pidiflumetofem pertence ao grupo dos inibidores da succinato
desidrogenase (ISDH), os quais atuam no complexo mitocondrial I, especificamente
na enzima succinato desidrogenase (SDH). Esses compostos interrompem o
transporte de elétrons entre o succinato e a ubiquinona, além de inibir a converséo
de succinato em fumarato. Dessa forma, os fungicidas ISDH comprometem dois
processos essenciais: 0 transporte de elétrons na cadeia mitocondrial e o ciclo do
acido tricarboxilico (Krebs) (AVENOT e MICHAILIDES, 2010; STAMMLER et al.,
2015; KLAPPACH e STAMMLER, 2019).

Com a fundacdo do FRAC e a categorizagcédo dos fungicidas com base no
modo de acdo e no sitio-alvo, os fungicidas anteriormente chamados de
carboxamidas hoje pertencem a classe dos inibidores da succinato desidrogenase
(ISDH), refletindo sua acao especifica (STAMMLER et al., 2015).

Os fungicidas ISDH foram lancados no mercado no final da década de 60 e
em 2003, o fungicida boscalida foi introduzido no mercado, resultado de
modificacdes moleculares no ingrediente ativo. Este produto destacou-se pelo amplo
espectro de acdo contra fungos fitopatogénicos, incluindo basidiomicetos e
ascomicetos, além de proporcionar maior eficiéncia no controle de doencas. Com
isso, os fungicidas ISDH ganharam relevancia no mercado de produtos
fitossanitarios (AVENOT e MICHAILIDES, 2010; STAMMLER et al., 2015; LUCAS et
al., 2015; KLAPPACH e STAMMLER, 2019).

A partir do lancamento de boscalida, outros ingredientes ativos foram
desenvolvidos, como bixafem, fluopyram, benzovindiflupir e fluxapiroxade
(SIEROTZKI e SCALLIET, 2013; STAMMLER ET AL., 2015; AMARO et al., 2019).
Em 2015, foi introduzido o pidiflumetofem, pertencente a um novo grupo quimico dos
ISDH, caracterizado por sua eficacia no controle de um amplo espectro de
patogenos (JEANMART et al., 2021; MAIENFISCH e MANGELINCKX, 2021).

Todavia, mesmo que os fungicidas ISDH apresentem elevada eficiéncia no
manejo de doencgas, 0 uso intensivo desses produtos, sem a adocdo de estratégias

de rotacdo de ingredientes ativos, tem contribuido para o surgimento de resisténcia
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ou reducéo da sensibilidade em diferentes fitopatdgenos (AVENOT e MICHAILIDES,
2010). Segundo o FRAC (2024), fungicidas ISDH séo classificados como de médio a
alto potencial para fungos fitopatogénicos desenvolverem resisténcia, devido ao seu
modo de acgéo especifico.

Moléculas como carboxina, flutalanil e boscalida, perderam a eficiéncia no
controle de doencas logo apds serem lancadas no mercado (HU et al., 2016). Os
primeiros relatos de resisténcia de fungos fitopatogénicos a fungicidas ISDH
ocorreram na década de 1970 para Ustilago maydis e Aspergillus nidulans.
Subsequente, a resisténcia foi observada em Botrytis cinerea, Alternaria alternata,
Corynespora cassiicola e Podosphaera xanthi (VELOUKAS et al., 2013; SIEROTZKI
e SCALLIET, 2013; YANG et al., 2015).

Diante do exposto, atualmente, diversos patégenos resistentes a fungicidas
ISDH ja foram identificados, incluindo isolados de Alternaria alternata em culturas
como pistache (AVENOT e MICHAILIDES, 2007), péssego (YANG et al., 2015) e
batata (LANDSCHOOT et al., 2017).

2.6 LINHA DE BASE (“BASELINE”)

Antes da introducdo de novos ingredientes ativos como produtos comerciais, €
fundamental estabelecer uma linha de base, ou "baseline", para a sensibilidade dos
patdgenos. A linha de base consiste na andlise preliminar da resposta de um
conjunto de isolados a um fungicida especifico, considerando que esses isolados
ndo tiveram contato prévio com o referido produto. Para sua determinacdo, é
essencial empregar métodos validados, uma vez que abordagens distintas podem
gerar diferencas nos parametros de sensibilidade observados (FRAC, 2024).

A linha de base estabelece um ponto de referéncia para a sensibilidade fungica
aceita a um fungicida. Isolados ou populacbes que apresentam perfis de
sensibilidade fora do padrdo estabelecido geralmente sdo considerados "menos
sensiveis" ou "resistentes" ao fungicida (RUSSELL, 2004).

De acordo com o FRAC (2024), a definicdo do baseline, € acompanhada pelo
monitoramento continuo das populacdes do patdgeno apos sua implementacédo, a
fim de detectar altera¢cGes na sensibilidade ao longo do tempo. Durante esses testes
de sensibilidade, sdo aplicadas multiplas doses do fungicida para determinar o valor

de CEso, que representa a concentracdo do produto necessaria para inibir 50% do
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crescimento do patégeno, em comparagdo com um controle ndo tratado. Este
parametro € crucial para entender a eficacia do fungicida e orientar seu uso no
manejo fitossanitario. A principal funcdo do baseline é servir como ferramenta para
estabelecer estratégias de manejo de resisténcia e realizar 0 monitoramento
subsequente (Russel, 2004). Este termo é aplicado principalmente a novos
compostos quimicos.

Como os patogenos-alvo, provavelmente, ainda ndo tenham sido expostos ao
novo modo de acdo, representando, portanto, uma populacdo natural e néo
selecionada, os dados de eficAcia podem servir como um padrdo de resposta
esperado na auséncia de resisténcia. Com isso, monitoramento continuo da eficacia
ao longo do tempo pode indicar o desenvolvimento potencial de resisténcia.
Qualguer reducao na eficacia abaixo de um limite previamente estabelecido pode
levantar preocupacdes e justificar investigacdes adicionais para verificar se a
resisténcia é a causa (RUSSELL, 2004).

Portanto, a construcdo de baselines e 0 monitoramento continuo, como
destaca Russel (2004), séo ferramentas cruciais tanto para prevenir o surgimento de
resisténcia quanto para maximizar a eficacia e a sustentabilidade dos fungicidas no

campo.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DOS ISOLADOS

Os 50 isolados de Alternaria spp. foram obtidos em &reas de cultivo comercial
de batata nas principais regides produtoras dos estados que integram a regido Sul
do Brasil (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul).

Para a obtencédo dos isolados de Alternaria spp., fez-se a coleta de folhas
sintomaticas provenientes de campos de cultivo comercial de batata. Foram
empregadas técnicas de isolamento indireto, no qual fragmentos de tecido doente
foram retirados e desinfestados, em solucdo aquosa de alcool 70% por 60 segundos
e transferidos para solugcdo de hipoclorito de sédio 2% durante um minuto,
posteriormente alocados em placas de Petri contendo meio de cultura BDA e
incubados a 25°C em camaras de crescimento do tipo B.O.D., com fotoperiodo de
12 horas, para o desenvolvimento das colénias (ALFENAS e MAFIA, 2016).
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ApGs o crescimento, coldnias puras foram obtidas e submetidas a isolamentos
monosporicos. Apos isolamento monosparico, discos de micélio de 5mm de diametro
foram transferidos para meio BDA e incubados por 10 dias. Fragmentos colonizados
foram retirados e armazenados a -20°C (RODRIGUES, 2005). Os isolados foram
mantidos no Laboratério de Epidemiologia para Manejo Integrado de Doencas de
Plantas (LEMID) da Universidade Federal do Parana.

3.2 DETERMINACAO DA LINHA DE BASE

A sensibilidade dos 50 isolados de Alternaria spp., sendo 27 de A. alternata e 23
de A. arborescens, ao fungicida pidiflumetofem foi avaliada mediante a germinacao
de esporos. As concentracfes utilizadas para quantificar a inibicdo de 50% da
germinacdo de conidios foram: 0, 0,001, 0,01, 0,1, 0,5, 1 e 10 pyg mL*?
(MOSTAFANEZHAD; EDIN; GRENVILLE-BRIGGS; LANKINEN e LILJEROTH,
2022). Cada isolado foi submetido a duas repeticbes por concentracdo, e o
experimento foi realizado em duplicata.

Para a avaliacdo da producao de esporos, discos de micélio foram transferidos
para placas de BDA e incubadas por 10 dias a 24°C na luz negra.

O fungicida foi diluido em &agua destilada e deionizada para a obtencdo de
solucédo estoque. Posteriormente, as diferentes concentracdes do fungicida foram
adicionadas em meio de cultura agar-agua, a temperatura em torno de 45°C. Para
homogeneizacéo, foi realizada leve agitacdo do erlenmeyer contendo meio agar-
agua e o fungicida. Em seguida, o meio com as concentracdes mencionadas de
pidiflumetofem foi vertido em placas de Petri descartaveis, de 90 mm de diametro,
sendo mantido posteriormente em bancada laboratorial, por 24 h.

Para o preparo da suspensdo dos conidios, as placas de BDA, com as colbnias
dos isolados apdés os 10 dias de incubacado, foram lavadas com 5 ml de agua
destilada estéril. Cada suspenséao de esporos foi filtrada por duas camadas de gaze,
e 0 numero de conidios foi estimado usando uma camara de Neubauer, adicionou-
se 100 uL da suspenséo de esporos calibrada, na concentragcdo de 10° esporos/ml,
nas placas de agar-agua com pidiflumetofem.

A porcentagem de inibicdo da germinacdo de esporos foi calculada pela formula
%IGE = [(C-T)/C] x 100, em que C representa o numero de conidios germinados da

testemunha e T a germinacdo meédia do tratamento com fungicida. Regressodes
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lineares entre os valores de %IGE e as concentracfes dos fungicidas em log10
foram empregadas para estimar a concentracédo que inibe 50% da germinacao dos

esporos (CEso).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de CEso para os 50 isolados de Alternaria spp., quando expostos
ao fungicida pidiflumetofem indicam uma variacdo na sensibilidade entre as espécies
e regidbes amostradas (TABELA 1).

Os isolados de A. alternata apresentaram, de maneira geral, valores de CEso
baixos, com destaque para véarias amostras com CEso <0,001 pg mL™, o que
evidencia uma alta sensibilidade ao fungicida. Em contrapartida, os isolados de A.
arborescens demonstraram maior variabilidade nos resultados. Valores mais
elevados de CEso foram observados em alguns isolados, como ADSC10 (0,06334 g
mL~t, Agua Doce/SC) e HSPR1 (0,04843 pg mL™%, Honorio Serpa/PR).

Do ponto de vista geografico, os isolados provenientes do Parani (PR)
apresentaram, em sua maioria, alta sensibilidade, com valores baixos de CE50 em
localidades como Guarapuava, Palmas e Lapa. Em Santa Catarina (SC), os isolados
de Agua Doce mostraram maior variabilidade, com valores que variaram de <0,001
até 0,06334 ug mL™%. Ja no Rio Grande do Sul (RS), as amostras de regides como

Bom Jesus e Lagoa Vermelha apresentaram sensibilidade elevada.

TABELA 1 — RESULTADOS DE CEso (ug mL™) PARA OS 50 ISOLADOS DE Alternaria spp.
SUBMETIDOS AOS FUNGICIDA PIDIFLUMETOFEM.

CEso
Isolado Espécie Cidade UF
(Mg mL ™)
GUAPR2  Alternaria alternata Guarapuava PR <0,001
GUAPR3  Alternaria alternata Guarapuava PR <0,001
CONPR1  Alternaria alternata Contenda PR 0,00297
LAPR1 Alternaria alternata Lapa PR <0,001
LAPR3 Alternaria alternata Lapa PR 0,00649
LAPR4 Alternaria alternata Lapa PR <0,001
UFPR2 Alternaria alternata Pinhais PR <0,001
UFPR3 Alternaria alternata Pinhais PR <0,001
PSPR2 Alternaria alternata Palmas PR <0,001

PSPR3 Alternaria alternata Palmas PR <0,001



ADSC7
ADSCS8
EUFPR1
EUFPR2
LAPR6
LAPR9
LAPR10
IBRS1
IBRS2
LVRS6
LVRS7
BJRS3

SFPRSS8

PINPR2
PINPR3
PSPRY
CSRS5
ARPR3
GUAPR1
PALPR1
PALPR2
PALPR4
LAPRS
ADSC1
ADSC3
LVRS1
LVRS3

LVRSS8

SFPRS2

Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria alternata

Alternaria alternata

Alternaria alternata

Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria alternata
Alternaria arborescens
Alternaria arborescens
Alternaria arborescens
Alternaria arborescens
Alternaria arborescens
Alternaria arborescens
Alternaria arborescens
Alternaria arborescens
Alternaria arborescens
Alternaria arborescens

Alternaria arborescens

Alternaria arborescens

Agua Doce
Agua Doce
Curitiba
Curitiba
Lapa
Lapa
Lapa
Ibiraiaras
Ibiraiaras
Lagoa Vermelha
Lagoa Vermelha
Bom Jesus

Sao Francisco de
Paula

Pinh&o
Pinh&o
Palmas
Cambaré do Sul
Araucaria
Guarapuava
Palmeira
Palmeira
Palmeira
Lapa
Agua Doce
Agua Doce
Lagoa Vermelha
Lagoa Vermelha
Lagoa Vermelha

Sao Francisco de
Paula

SC
SC
PR
PR
PR
PR
PR
RS
RS
RS
RS
RS

RS

PR
PR
PR
RS
PR
PR
PR
PR
PR
PR
SC
SC
RS
RS
RS

RS

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,00468
0,00197
<0,001
<0,001

<0,001

<0,001
<0,001
0,00198
<0,001
<0,001
0,00253
0,00382
0,01462
0,04761
0,00626
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
0,01451

<0,001

<0,001
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SFPRS4

SFPRS5

BJRS1
BJRS4
BJRS5
HSPR1
HSPR2
ADSC10

CDSPR1

CDSPR2

ARPR7

Alternaria arborescens

Alternaria arborescens

Alternaria arborescens
Alternaria arborescens
Alternaria arborescens
Alternaria arborescens
Alternaria arborescens

Alternaria arborescens

Alternaria arborescens

Alternaria arborescens

Alternaria arborescens

Sao Francisco de
Paula

Sao Francisco de
Paula

Bom Jesus
Bom Jesus
Bom Jesus
Hondério Serpa
Hondério Serpa
Agua Doce

Coronel Domingos
Soares

Coronel Domingos
Soares

Araucaria

RS

RS

RS
RS
RS
PR
PR
SC

PR

PR
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0,01411

0,01140
<0,001
<0,001
<0,001

0,04843
<0,001

0,06334

0,01389

0,00319

0,00541

FONTE: O autor (2024).

A germinacao dos esporos foi considerada quando o comprimento do tubo

germinativo atingiu ou ultrapassou o dobro do tamanho do préprio esporo (FIGURA

1). Esse critério foi adotado para assegurar a definicdo precisa do inicio do processo

germinativo, diferenciando-o de pequenas protrusdes ou deformacdes que podem

ocorrer na superficie dos esporos sem caracterizar germinacao efetiva (FIGURA 2).

FIGURA 1 - TESTEMUNHA COM ESPOROS GERMINADOS (ISOLADO LAPR10- A. alternata).



FONTE: O autor (2024).

FIGURA 2 — TRATAMENTO COM PIDIFLUMTOFEM, NA CONCENTRACAO 0,001 pg mL™t
INIBINDO A GERMINACAO DE ESPOROS (ISOLADO LAPR10- A. alternata).

24
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FONTE: O autor (2024).

Apoés observarmos a frequéncia de distribuicdo dos isolados de Alternaria
alternata a pidiflumetofem (GRAFICO 1), tem-se que a maior parte dos isolados
(81,5%) apresentou CEso (concentracdo efetiva para inibir 50% da germinacdo dos
conidios) inferior a 0,001 pg mL™, indicando alta sensibilidade ao produto,
adicionalmente, 18,5% dos isolados situaram-se na faixa de CEso entre 0,0011 e
0,0168 pug mL™L. Nao foram detectados isolados nas faixas de CEso superiores a
0,0168 pg mL™2.

GRAFICO 1 - DISTRIBUIGAO DA FREQUENCIA DE CEso DOS ISOLADOS DE Alternaria alternata A
PIDIFLUMETOFEM.
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FONTE: O autor (2024).

A andlise da sensibilidade dos isolados de Alternaria arborescens ao
fungicida pidiflumetofem, expressa em termos de CEso (GRAFICO 2), evidenciou
uma predominancia de isolados altamente sensiveis. Cerca de 43,5% dos isolados
apresentaram CEso inferior a 0,001 ug/mL, enquanto outros 43,5% situaram-se na
faixa de 0,0011 a 0,0168 pg/mL.

Nenhum isolado foi identificado nas faixas de CEso entre 0,0169 e 0,0326

Mg/mL, nem acima de 0,0643 ug/mL, o que sugere a auséncia de resisténcia ao
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pidiflumetofem. Contudo, 8,7% dos isolados apresentaram CEso entre 0,0327 e
0,0484 ug/mL, e 4,3% entre 0,0485 e 0,0642 pg/mL.

GRAFICO 2 - DISTRIBUI(;AO DA FREQUENCIA DE CEso DOS ISOLADOS DE Alternaria
arborescens A PIDIFLUMETOFEM.
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FONTE: O autor (2024).

7

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo no Brasil que avaliou a
sensibilidade basal de Alternaria alternata e Alternaria arborescens da batateira ao
fungicida pidiflumetofem. A definicho de uma baseline para a sensibilidade dos
isolados ao fungicida constitui um avanco significativo no monitoramento da
resisténcia fungica (FRAC, 2024).

A interpretacdo dos resultados obtidos neste estudo foi limitada pela
escassez de referéncias especificas na literatura cientifica para comparagao direta.
Embora estudos relacionados estejam disponiveis, a falta de trabalhos com enfoque
semelhante ao adotado dificulta uma analise mais aprofundada e a validacdo dos
dados apresentados.

Contudo, as informacdes obtidas sdo importantes para monitorar o
desenvolvimento de resisténcia a esse fungicida nos anos seguintes ao seu uso
inicial. Além disso, este estudo mostrou que os isolados de Alternaria spp.

apresentaram alta sensibilidade ao fungicida pidiflumetofem. Portanto, tal perfil de
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sensibilidade pode ser Gtil para o manejo integrado da doencga, sobretudo em

estratégias que visem retardar o desenvolvimento de resisténcia.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permitiu determinar a sensibilidade basal de isolados de
Alternaria alternata e A. arborescens ao fungicida pidiflumetofem, utilizando a
metodologia de CEso. Os resultados indicaram que a maioria dos isolados
apresentaram sensibilidade elevada, destacando-se pela predominancia de valores
de CEso inferiores a 0,001 pg/mL. Isto reforca o potencial do pidiflumetofem como
uma ferramenta eficiente para o0 manejo da mancha marrom na batateira.

Além de oferecer um ponto de referéncia confiavel, os dados relatos
possibilitam futuras avaliagdes da eficacia do produto ao longo dos anos de uso.

Ademais, os resultados obtidos ressaltam a importancia de estratégias de
manejo integrado de doencas, associando a utilizacdo de fungicidas eficazes a

praticas culturais sustentaveis.

5.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Por fim, este trabalho destaca a necessidade de estudos continuos sobre a
sensibilidade de isolados de Alternaria spp. da cultura da batata em diferentes
regibes produtoras; o estabelecimento de baseline para as demais espécies de
Alternaria, como A. grandis e A. solani, espécies de esporos grandes que também
afetam a cultura; bem como a investigacdo de possiveis mudancas na sensibilidade

do pidiflumetofem frente as popula¢ces do patégeno em campo.
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