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RESUMO

Escala diagramatica para avaliacio da Mancha Marrom de Alternaria de citros e efeito de
variaveis ambientais na infecciio de Alternaria alternata f. sp. citri

A doenga conhecida como Mancha Marrom de Alternaria, incitada pelo fungo Alternaria
alternata £. sp. citri, é recente no Brasil e apenas métodos de controle preventivos s@o utilizados.
Visando uma maior compreensdo do patossistema citros - A. alternata f. sp. citri, esta dissertagéo
teve por objetivos: (i) elaborar ¢ validar uma escala diagramatica para a avaliagfo da severidade
da Mancha Marrom de Alternaria de citros; (ii) avaliar o efeito da temperatura (10 - 15 - 20 - 25 -
30 - 35 °C) e do periodo de molhamento (8 - 12 - 24 - 48 h) na germinac8o in vitro de quatro
isolados do fungo; (iii) avaliar o efeito da temperatura (20 - 25 - 30 °C) e periodo de molhamento
(8 - 24 - 48 h) na infecgdo de frutos de tangor ‘Murcott’ inoculados com dois isolados do fungo.
Dois tipos de sintomas foram representados na escala diagramaética: lesGes pequenas circulares ou
irregulares, com 6 niveis de severidade da doenga (0,1; 1; 2,5; 5; 11 e 25%) e lesdes grandes e
circulares com 5 niveis (1; 2,5; 5; 10 e 17%). A escala foi validada por quatro avaliadores
experientes na quantificagdo de doengas. Com o auxilio da escala diagramatica, a avaliacio da
doenga tornou-se mais precisa e mais acurada, do que quando a escala néo foi utilizada. O efeito
da temperatura e do periodo de molhamento foi avaliado na germinago dos conidios do fungo
sob condi¢Ges in vitro e na incidéncia da doenca em frutos de tangor ‘Murcott’. A germinagéo
ocorreu em todas as combinagdes de temperatura € molhamento. A maior porcentagem de
germinago ocorreu com 24 horas de molhamento na maioria das temperaturas, para os quatro
isolados testados. O intervalo de temperatura minima para a germinag&o dos isolados, estimado
por modelos matemaéticos ajustados aos dados foi 7,1 a 9,9 °C, e o intervalo de temperatura
maxima foi 36,8 a 52,5 °C. Além desse ensaio, avaliou-se, in vitro, o efeito de descontinuidade
dos periodos de molhamento a 25 °C. Apesar das maiores porcentagens de germinagfo ocorrerem
sempre no periodo de molhamento continuo de 24 horas, quando os periodos de molhamento
foram descontinuos as porcentagens de germinagdo nfo foram muito reduzidas. No experimento
in vivo, frutos de tangor ‘Murcott’ maduros foram inoculados com suspensio de conidios de dois
isolados de Alternaria alternata f. sp. citri e avaliados durante 7 dias apds a inoculagéo. Nas trés
temperaturas testadas, a incidéncia da doenga foi acima de 70% para um isolado do fungo e acima
de 90% para o outro, ambos para 24 horas de molhamento.

Palavras-chave: Patometria; germinagfio; microscopia eletronica de varredura



ABSTRACT

Diagrammatic scale for assessment of Alternaria Brown Spot of citrus and effect of
environmental variables in the infection of Alfernaria alternata pv. citri

The disease known as Alternaria Brown Spot of citrus, caused by Alternaria alternata pv.
citri, is recent in Brazil and only preventive methods of control have been adopted. In order to
better understand the pathosystem citrus - A. alternata pv. citri, this study aimed to (i) generate
and validate a diagrammatic scale to assess the severity of Alternaria Brotyn Spot of citrus; (ii)
evaluate the effects of temperature (10 - 15 - 20 - 25 - 30 - 35 °C) and wetness period (8 - 12 - 24
h) in in vitro germination of four fungi isolates; and (iii) evaluate the effects of temperature (20 -
25 - 30 °C) and wetness period (8 - 24 - 48 h) on infection in ‘Murcott’ tangor fruits inoculated
with two fungi isolates. Two types of symptoms were represented in the diagrammatic scale:
small circular or irregular lesions in six levels of disease severity (0.1; 1; 2.5; 5; 11 and 25%) and
large circular lesions in five levels (1; 2.5; 5; 10 and 17%). This scale was validated by four
experts in disease quantification. The evaluation of the disease became more accurate and precise
with the aid of the diagrammatic scale. The effects of temperature and wetness period was
evaluated over conidia germination in vitro and on the incidence of the disease in ‘Murcott’
tangor fruits. Germination occurred under all combinations of temperature and wetness period.
The greatest percentage of germination for all four isolates was with 24 wetness period on most
temperatures for all isolates. The minimum germination temperature for the isolates, estimated by
mathematical models fitted to the data, was from 7.1 to 9.9 °C, while the maximum temperature
ranged from 36.8 a 52.5 °C. In another test, the effect of discontinued wetness periods was tested
at 25 °C. Even though the greatest percentages of germination constantly occurred in the period of
24 h of continuous wetness, the germination ratios were not appreciably reduced with
discontinued wetness periods. In an in vivo experiment, ripe ‘Murcott’ tangor fruits were
inoculated with a suspension of two A. alternata pv. citri isolates and evaluated seven days later.
On the tree tested temperatures, when fruits were kept under 24 hours of wetness after
inoculation, disease incidence was above 70% to one fungus isolate and above 90% to another.

Keywords: Pathometry; germination; scanning electron microscopy.
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1 INTRODUCAO

A Regifio Sudeste € responsavel pela maior produgio brasileira de tangerinas, seguida
pelas Regides Sul, Nordeste, Centro-Oeste e Norte. Aproximadamente 57% da produgdo de
tangerina, 87% de limao e 83% de laranja, da Regidio Sudeste sfo produzidas no Estado de S#o
Paulo (FNP CONSULTORIA & COMERCIO, 2005). Atualmente, o Brasil exporta apenas 2,46%
de sua producfio de tangerina (FNP CONSULTORIA & COMERCIO, 2005), um mercado que
poderia ser mais explorado, pois apenas os Estados Unidos, por exemplo, importam 84% do seu
consumo de tangerina da Espanha (NACHREINER; SANTOS; BOTEON, 2004).

Em 2003, o tangor ‘Murcott’ tipo A foi comercializado com prego médio de R$ 1,05 por
quilo, enquanto que o preco médio da tangerina ‘Ponkan’ tipo A, foi R$ 1,15 por quilo. Além da
diferenca de precgos entre as variedades, os pregos também diferem de acordo com a qualidade dos
frutos, variando 32% em tangor ‘Murcott’ e 36% em tangerina ‘Ponkan’ (FNP CONSULTORIA
& COMERCIO, 2005). A redugiio da qualidade dos frutos é causada, freqiientemente, por
doencas que atacam tanto as plantas quanto os frutos, os quais constantemente ameagam a
citricultura paulista (FNP CONSULTORIA & COMERCIO, 2004). Atualmente, no cultivo de
tangerinas e seus hibridos, a principal doenga é a Mancha Marrom de Alternaria, causada por
Alternaria alternata f. sp. citri, que pode causar intensa desfolha e queda de frutos, acarretando
grandes perdas aos produtores (FEICHTENBERGER, 2003; TIMMER; SOLEL; OROZCO-
SANTOS, 2000; TIMMER et al., 2003). O controle da doenca ¢ preventivo, realizado através da
aplicacdo de fungicidas.

A quantificacdo de doengas deve ser feita através de métodos que proporcionem a
aquisi¢cio de dados confidveis. Assim, para quantificar doengas em frutos, a incidéncia ¢ a
variavel normalmente utilizada. Entretanto, nesta dissertagfio, a severidade foi a variavel utilizada
para a elaboragfo da escala diagramatica, pois o proposito era contribuir na adogfio de praticas de
- controle, visando verificar a eficiéncia de fungicidas, a avaliagdo epidemioldgica, a resisténcia
entre variedades, etc. Atualmente, escalas diagramaticas constituem uma importante ferramenta
na avaliagdo da severidade de doenga (BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996), por
proporcionarem medidas mais acuradas e precisas.

A importancia econdomica desta doenca, para as condigdes brasileiras, ainda é pouco

conhecida, portanto, estudos sobre o efeito de varidveis ambientais no progresso de doengas
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devem ser realizados. Tais estudos, usualmente, sdo conduzidos durante o0 monociclo da doenga,
sob condi¢des controladas em cdmaras de crescimento, que permitem isolar os efeitos de fatores
ambientais especificos, fornecendo dados que explicam o desenvolvimento epidémico da doenga
em campo (KRANZ; HAU, 1980; ROTEM, 1988). Assim, os efeitos da temperatura e da duracéo
do periodo de molhamento podem ser estudados isoladamente, propiciando faixas de temperatura
e de periodo de molhamento necessdrias para que ocorra a germinagéo do patégeno e a infecgéo,
explicando a evolugfo da doengca em campo.

Os objetivos desta dissertagfio foram: (i) elaborar e validar uma escala diagramética para a
avaliagdo da Mancha Marrom de Alternaria em frutos de tangor ‘Murcott’, tangerinas, outros
tangores e tangelos; (ii) verificar o efeito da temperatura e da duragéio do periodo de molhamento
na infecgdo de conidios de Alternaria alternata f. sp. citri em frutos e in vitro, sob condigGes

controladas.
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2 ESCALA DIAGRAMATICA PARA AVALIACAO DA MANCHA MARROM DE
ALTERNARIA DE CITROS

Resumo

Uma escala diagramatica para a avaliagdo de sintomas da Mancha Marrom de Alternaria
em frutos de citros foi desenvolvida considerando a distribuigdo, a forma, a freqii€ncia das lesdes
e os niveis minimo e maximo de severidade encontrados em campo. Os niveis intermediarios
seguiram incrementos logaritmicos. A escala representa dois tipos sintomas: lesdes pequenas
circulares ou irregulares, com 6 niveis de severidade da doenga 0,1; 1; 2,5; 5; 11 e 25% e lesGes
grandes e circulares com 5 niveis 1; 2,5; 5; 10 e 17% da area do fruto lesionada. A validagfo da
escala constituiu-se de duas etapas: na primeira, quatro avaliadores experientes na quantificagéo
de doencgas estimaram a severidade de 79 fotos de frutos de tangor ‘Murcott’ com diferentes
niveis de doenga, sem o uso da escala diagramatica; na segunda etapa, estes mesmos avaliadores
estimaram a severidade dos mesmos frutos com o uso da escala. RegressGes lineares entre
severidade real e severidades estimadas foram calculadas. Quando a escala ndo foi utilizada, o
coeficiente de determinacdo (%) da regressdo linear entre severidade real e severidade estimada
para todo o conjunto de dados foi 0,69, o intercepto (a) foi 1,42 e o coeficiente angular (b) foi
0,77, enquanto que, com a escala, esses pardmetros foram de 0,84, 1,59 ¢ 0,84, para rz, aeb,
respectivamente. Os dados obtidos revelam que, embora o intercepto com o uso da escala, tenha
ficado mais distante de zero, todos os avaliadores foram mais acurados e trés foram mais precisos
quando a escala foi utilizada, do que sem a sua utilizagdo. Os valores subestimados dos
avaliadores ocorreram em frutos com presenca de varias lesdes pequenas. Nos demais frutos, as
avaliagbes foram mais precisas. A escala mostrou-se adequada para avalia¢gdes da severidade da
Mancha Marrom de Alternaria, em frutos de tangor ‘Murcott’, tangerinas, outros tangores e
tangelos.

Palavras-chave: Alternaria alternata f. sp. citri; patometria; avaliacio de doenca.

Abstract

Diagrammatic scale for assessment of Alternaria brown spot of citrus

A diagrammatic scale to assess the symptoms of Alternaria Brown Spot in citrus fruits was
developed considering the distribution, shape and frequency of lesions as well as minimum and
maximum severity levels found in the field. The intermediate levels followed logarithmic
increments. The scale represents two types of symptoms: small circular or irregular lesions with
six levels of disease severity (0.1, 1, 2.5, 5, 11 and 25%); and big circular lesions with five
severity levels (1, 2.5, 5, 10 and 17%) of the fruit’s damaged area. The validation of the scale was
done in two stages. Firstly, four experts in quantification of diseases estimated disease severity of
79 photographs of ‘Murcott’ tangor fruits with different levels of disease severity without using
the diagrammatic scale. Secondly, the same raters estimated the severity of the disease in the same
fruits, using the scale. Linear regressions between the real and estimated disease severities were
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calculated. When the scale was not used, the coefficient of determination (+°) of the linear
regression between real and estimated severity for all data was 0.69, the intercept (@) 1.42 and the
angular coefficient (b) 0.77, while with the scale these parameters were 0.84, 1.59 and 0.84 for v,
a and b, respectively. These data show that, although the intercept was further from zero, when
the scale was used, all raters were more accurate and three were more precise when the scale was
used. The underestimated values of the raters occurred when the fruits presented several small
lesions. In the other fruits the assessment was more precise. The scale was shown to be
appropriate for severity assessment of Alternaria Brown Spot in fruits of ‘Murcott’ tangor,
mandarins, and other tangors and tangelos.

Keywords: Alternaria alternata pv. citri, pathometry, disease evaluation

2.1 Introducao

A Mancha Marrom de Alternaria, ou simplesmente Alternaria Marrom, é causada pelo
fungo Alternaria alternata Fr. (Keissler) f. sp. citri, ocorrendo principalmente em tangerinas e
seus hibridos (tangores e tangelos), os quais apresentam diferentes sintomas nas diferentes
variedades infectadas. Os sintomas em frutos de tangor ‘Murcott’ sdo lesdes com centro corticoso
e saliente, formando pustulas que se destacam com facilidade, deixando depressdes circulares na
superficie do fruto (FEICHTENBERGER, 2003; TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000;
TIMMER et al., 2003). Em frutos de tangerinas, o que se observa sfo poucas lesdes por fruto,
porém maiores que em tangor ‘Murcott’, de coloragio marrom-escura, algumas apresentam halo
amarelado, porém n#o possuem centro corticoso. Os frutos sfo suscetiveis ao patdgeno até
aproximadamente 4 meses de idade e as folhas, durante sua fase de desenvolvimento
(FEICHTENBERGER, 2003; WHITESIDE, 1993). No Brasil, o controle da doenga € preventivo,
realizado com o auxilio de calendério fixo de aplica¢des de fungicidas.

A despeito da crescente importancia da Mancha Marrom de Alternaria dos citros, pouco se
sabe sobre sua epidemiologia nas condi¢des brasileiras, portanto, uma providéncia imediata é a
adocdo de um método de avaliaco uniforme da doenga em frutos de tangerinas e seus hibridos.
Estudos epidemioldgicos de doencas de plantas exigem confiabilidade, precisio e métodos
reproduziveis de quantificagfio. A incidéncia (porcentagem/freqiiéncia de plantas doentes, ou
partes de plantas doentes, em uma amostra ou populagfo) e a severidade (porcentagem da area ou
do volume de tecido coberto por sintomas) sfo métodos diretos de quantificacdo de doencas
(AMORIM, 1995). Entretanto, a incidéncia s6 pode ser utilizada para aquelas doencas que atacam

a planta toda, como as viroses sistémicas e as murchas vasculares, ou para aquelas em que uma



15

unica infec¢do ¢é suficiente para impedir a comercializagdo do produto, como as podriddes de
frutos (AMORIM, 1995).

Quando a incidéncia ndo pode ser usada para quantificar doengas, entdo a severidade € a
variavel utilizada (GAUNT, 1995). A severidade de doengas ¢ geralmente estimada visualmente,
portanto, sujeita a erros de subjetividade do avaliador que s@io minimizados pelo uso de escalas
diagramaticas (LEITE; AMORIM, 2002). Uma escala diagramatica € a representaggo ilustrada de
plantas ou partes de plantas, com sintomas da doengca em diferentes niveis de severidade
(BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996), é de facil utilizagdo, aplicivel a uma ampla gama de
condigdes diferentes com resultados reproduziveis e permitem rapida avaliagdo (BERGER, 1980).

O sucesso do uso de escalas, medido pela precisdo e acuricia na estimativa da severidade
da doenga, dependem da experiéncia ¢ percepcio individual de cada avaliador. Antes que uma
escala seja utilizada como método de avaliacdo padrfio, ela deve ser validada por avaliadores
experientes na quantifica¢dio de doengas de plantas e, em caso de resultados insatisfatérios, deve
ser corrigida (NUTTER JR; SCHULTZ, 1995). Por exemplo, uma baixa distribui¢do de niveis
intermediarios de severidade da doenca né escala, pode levar a alta variabilidade em estimar um
intervalo de severidade especifico. Neste caso, a correcdo da escala com a inclusdo de niveis
adicionais de severidade deve ser realizada para orientar o avaliador (AMORIM et al., 1993).

A escala diagramética é uma ferramenta necesséria em estudos que visam uma melhor
compreensdo do patossistema citros - Alternaria alternata f. sp. citri, pois apenas com um método
confidvel, que permita avalia¢cBes precisas e acuradas da severidade da doenga, ¢ possivel a
recomendagfo segura de medidas de controle.

O objetivo do presente trabalho foi elaborar e validar uma escala diagramatica para a

avaliacdo da Mancha Marrom de Alternaria em frutos.
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2.2 Desenvolvimento

2.2.1  Revisao Bibliogrifica

2.2.1.1 Importancia e distribuicio geografica da Mancha Marrom de Alternaria

A Mancha Marrom de Alternaria é uma importante doenca em tangerinas (Citrus
reticulata) e seus hibridos (tangores e tangelos) (CANIHOS; PEEVER; TIMMER, 1999). O
agente causal foi originalmente descrito como Alternaria citri Ellis & N. Pierce e, mais tarde,
renomeado Alternaria alternata Fr. (Keissler) f. sp. citri (Pegg 1966 apud CANIHOS; PEEVER;
TIMMER, 1999). A doenga foi descrita pela primeira vez em tangerina ‘Emperor’, na Australia
em 1903 (TIMMER et al., 1998; TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000; WHITESIDE,
1993). Posteriormente foi encontrada na Flérida, em 1974, e subseqlientemente na Africa do Sul,
Israel, Turquia, Colombia (TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000) e Espanha (PEEVER
et al., 2002). Na Florida, a doenga tornou-se um grande problema em tangerina ‘Dancy’ e tangelo
‘Minneola’ (WHITESIDE, 1993). A nomenclatura da doenca ¢ devido as lesdes marrons
produzidas nos frutos da variedade ‘Emperor’, sendo o nome menos apropriado para outras
variedades, como ‘Dancy’ e ‘Murcott’, onde o sintoma aparece mais tipicamente como erupcdes
corticosas € menos comumente como largas manchas marrons.

No Brasil, a doenca foi primeiramente relatada em 2001, afetando tangerinas ‘Dancy’ no
Estado do Rio de Janeiro (GOES; MONTES DE OCA; REIS, 2001). A partir de entéo, a doenca
vem sendo constatada em diferentes municipios. Na safra de 2003, a doenga foi verificada em
pomares comerciais no municipio de Campanha, MG, afetando tangerinas ‘Ponkan’ e ‘Africa do
Sul’ e tangor ‘Murcott’. Também foi identificada, no municipio de Montenegro, RS, afetando
tangerina ‘Ponkan’ e tangor ‘Murcott’. Em S&o Paulo, a ocorréncia da Mancha Marrom de
Alternaria foi confirmada nos municipios de Aguai, Botucatu, Capéo Bonito, Casa Branca,
Conchal, Itapetininga, Limeira, Mogi Guacu, Mogi Mirim, Pilar do Sul ¢ Sdo Miguel Arcanjo,
afetando principalmente tangerina ‘Ponkan’ e tangor ‘Murcott’. Em Cap#o Bonito, na Unidade do
Centro Avangado de Pesquisa Tecnologica do Agronegocio (APTA), a doenca foi confirmada nos
seguintes gendtipos: tangerinas ‘Cravo’, ‘Nova’, ‘Ponkan’, ‘Sul da Africa’ e ‘Sunburst’,
clementina ‘Clemenules’ e nos tangores ‘Murcott’, ‘Murcott irradiada’ e ‘Ortanique’ (SPOSITO

et al., 2003).
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A Mancha Marrom de Alternaria € uma doenga de importincia econdmica, pois afeta a
produgdo, causa intensa desfolha, seca de ramos e queda de frutos, além de prejudicar o aspecto

dos frutos e a comercializagfio de frutas frescas.
2.2.1.2 Sintomatologia da Mancha Marrom de Alternaria

Os sintomas da doenga podem ocorrer em folhas, ramos e frutos (FEICHTENBERGER, 2003;
SPOSITO et al., 2003; TIMMER et al., 2003). Em folhas novas aparecem, primeiramente, lesdes
que sdo pequenas manchas marrons a pretas, as quais rapidamente tornam-se rodeadas por um
halo amarelo e expandem-se a medida que as folhas tornam-se maduras (TIMMER et al., 2003).
As lesbes sdo areas necrosadas circulares ou irregulares que podem, algumas vezes, envolver
amplas partes da folha (AGUILAR-VILDOSO, 2003; TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS,
2000). A clorose e a necrose podem se estender ao longo das nervuras, no sentido acropétalo, da
maneira como a toxina € translocada (TIMMER et al., 2003). A extensfio da necrose na nervura €
caracteristica da infecgfio da folha (WHITESIDE, 1993). Areas necréticas podem ser rapidamente
colonizadas por Colletotrichum gloeosporioides e seus corpos de frutificacdo aparecem em
circulos concéntricos (TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000). Assim, os sintomas desta
doenga sfo algumas vezes confundidos com aqueles de antracnose.

As folhas freqlientemente caem quando infectadas por Alternaria alternata f. sp. citri
(TIMMER et al., 2003). O periodo de suscetibilidade das folhas ¢ durante sua fase de crescimento
(FEICHTENBERGER, 2003), ¢ a medida que a folha cresce, vai se tornando mais resistente a
infec¢do (TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000). As brotagdes novas apresentam-se
com aspecto de requeima, tanto do caule como das folhas, com tendéncia a envassouramento ¢
morte dos ponteiros (AGUILAR-VILDOSO, 2003). Usualmente, em brotos jovens, séo
produzidas lesdes entre 1 a 10 mm de didmetro (TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000).
Em alguns ramos finos, ainda triangulares, ocorrem pequenas lesdes com ou sem halo clorético
(AGUILAR-VILDOSO, 2003). Nos demais ramos, as lesGes sdo necrdticas, de tamanho variado e
de coloragdo marrom escura (FEICHTENBERGER, 2003). Os frutos podem ser infectados logo
apos a queda das pétalas, ¢ até mesmo uma pequena leséio no fruto em formacfo pode causar sua
imediata queda (TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000), a suscetibilidade dos frutos ao
patdégeno é aproximadamente até os frutos atingirem 4 meses de idade (FEICHTENBERGER,
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2003). Nos frutos verdes, as lesdes apresentam-se como pequenas pontuacdes deprimidas
(aproximadamente 1 mm de didmetro), de cor preta nas bordas e ligeiramente mais claras no
centro, com um halo ligeiramente clor6tico, podendo haver uma a varias lesdes por fruto
(AGUILAR-VILDOSO, 2003). Mais tarde, o centro das lesdes pode se tornar corticoso e saliente,
formando pustulas, que se destacam facilmente, deixando depressdes circulares na superficie do
fruto (FEICHTENBERGER, 2003; TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000, TIMMER et
al., 2003).

Os sintomas podem desenvolver-se em 2 a 3 dias quando as temperaturas séo favoraveis
(TIMMER, [19 7]), e as vezes, podem aparecer com apenas 24 horas ap6s a infecgéo
(FEICHTENBERGER, 2003; TIMMER et al., 2003). O periodo de incubagfo, verificado em
experimento realizado no Setor de Fitopatologia da ESALQ/USP, variou entre 24 a 48 horas
(MASSOLA JUNIOR!, comunicaggo pessoal).

2.2.1.3 Controle da Mancha Marrom de Alternaria

A doenga € controlada principalmente com a aplicacdo de fungicidas. Para tanto, duas
abordagens podem ser adotadas: a do calendario fixo e a do sistema de avisos. No primeiro caso,
vérias aplicagdes de fungicidas cupricos (WHITESIDE, 1993), de mancozeb (SWART et al.,
1996) ou de iprodione (SOLEL; KIMCHI, 1996) devem ser realizadas a partir da florada, durante
3 a 4 meses, no periodo de suscetibilidade do fruto. Dos fungicidas utilizados, apenas o iprodione,
tornou-se indcuo ao controle da doenga, pelo desenvolvimento de estirpes resistentes em Israel e
nos Estados Unidos da América (SOLEL; KIMICHI, 1996). Sabe-se que sucessivas aplica¢des de
fungicidas com o mesmo principio ativo, podem levar a uma rapida resisténcia do patdgeno, e
que, a longo prazo, uma redugdo na quantidade de fungicidas aplicada aos frutos € indispensavel.

A outra maneira de se controlar a Mancha Marrom de Alternaria é pela a aplicacdo de
fungicidas de acordo com o sistema de avisos, denominado Alter-Rater. Este sistema ¢é bastante
recente e baseia-se em um modelo que indica os periodos em que ha condigdes ambientais
favoraveis a infec¢do (TIMMER, 2000; TIMMER; BHATIA, 2001). Esse modelo foi construido

com dados experimentais coletados nos Estados Unidos e indica ao produtor a necessidade de

' MASSOLA JUNIOR, N. Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — Universidade de Sao Paulo.
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pulverizag8o, apds monitoramento dirio do clima.

Outras medidas de controle também devem ser utilizadas, tais como: plantar mudas sadias,
selecionar areas para o cultivo com boa circulacéo de ar, aumentar o espagamento entre as plantas
para diminuir umidade, reservar 4dreas mais altas e arejadas do pomar para o cultivo das
variedades mais suscetiveis, manter boas condi¢des de nutricdo e sanidade do pomar, evitando-se
o uso intenso de adubagdes nitrogenadas, que contribuem para aumentar os surtos de brotagio
nova nas plantas, além de pulverizar as plantas com fungicidas que apresentam comprovada agéo
contra o fungo, como estrubilurinas, dicafboxirnidas, triazois, ditiocarbamatos e produtos a base
de cobre (FUNDECITRUS, 2005).

2.2.1.4 Quantificacdo da severidade de doencas

Uma das fases mais importantes de um programa de manejo de doencas de plantas ¢ a
quantificagfio de doengas. O desenvolvimento de métodos de quantificacdo, prevenindo erros na
aquisi¢io de dados & necessario, tanto para o estudo de medidas de controle, como para a
construgdio de curvas de progresso da doenga ¢ estimativas dos danos por ela provocados
(BERGAMIN FILHO; AMORIM, 1996).

Existem varias técnicas modernas para avaliar a severidade de doengas com precisdo:
imagens de video, fotografia infravermelha, termodgrafo infravermelho, reflectincia espectral de
copa e imagem de ressonancia magnética nuclear (NILSSON, 1995). Algumas técnicas requerem
equipamentos sofisticados, que sfo caros, com excecio da analise de imagens e da avaliagéo
indireta da doenca medida pelo estresse da planta. O estresse da planta pode incluir outros fatores
como um estresse abidtico, deficiéncia nutricional, etc., além da doenga (GODOY et al., 1997), o
que torna este método de avaliagdo desvantajoso.

A estimativa da severidade consiste em um método direto de avalia¢do de doengas, no qual
a porcentagem de area de tecido coberto por sintomas retrata melhor a intensidade da doenga do
que a incidéncia (AMORIM, 1995). Embora a estimativa da severidade da doenga seja um método
subjetivo de avaliagdo de doenga, esta variavel € a que melhor se relaciona ao dano causado pelos
patdgenos. Dentre as varias estratégias propostas para facilitar a avaliagdo da severidade de
doengas, diversas escalas diagramditicas tém sido adotadas como padrdes de comparagio,

representativos de area lesionada (AMORIM et al., 1993; LEITE; AMORIM, 2002).
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A elaboracdo de uma escala diagramatica deve levar em consideragfio os seguintes
aspectos: o limite superior da escala deve corresponder a quantidade maxima de doencga observada
no campo; a determinagfo da quantidade real de doenca no campo e sua representago na escala
devem ter alta precisfo; as subdivisdes da escala devem respeitar as limitagdes da acuidade visual
humana; a vista humana 1€ tecido doente para niveis de severidade inferior a 50% e tecido sadio
para niveis de severidade superior a 50% (HORSFALL; COWLING, 1978). Além desses
cuidados, o sucesso do uso de escalas, medido pela precisio e acurdcia na estimativa da
severidade da doenga, depende da experiéncia e percepcdo individual de cadé avaliador, para isto,
existem atualmente alguns programas de computador, a exemplo os programas Distrain
(TOMERLIN; HOWELL, 1988) e Dispro (NUTTER JR; WORAWITLIKIT, 1989), destinados

especificamente ao treinamento de pessoas para a quantificacdo de doengas.

2.2.2 Material ¢ Métodos

2.2.2.1 Elaboracio da escala diagramatica

Na confecgfio da escala diagramatica, 200 frutos de tangor ‘Murcott’ ¢ 200 de tangerina
‘Ponkan’ com sintomas caracteristicos de Mancha Marrom de Alternaria, apresentando variagdes
nos niveis de severidade da doenga, foram fotografados com maquina digital (Science Kodak DC
120 Zoom), visando determinar a forma, a distribuicéio e a freqiiéncia das lesoes, assim como
quantificar a area sadia e a area lesionada do fruto. A medida da area lesionada foi obtida apds a
reproducdo das lesGes em plastico transparente e a area total foi obtida diretamente por impressdes
que reproduziram o tamanho original dos frutos. Ambas as areas foram mensuradas com o auxilio
de um medidor de area (LICOR® LI-3000). Os niveis minimo ¢ maximo foram determinados por
dois critérios: os niveis reais observados no campo e por sugestdes de pesquisadores experientes
na quantificagio de doencas dos citros. Os valores de severidade adotados em cada nivel da escala
obedeceram ao principio da lei de “Weber-Fechner”, onde acuidade visual é proporcional ao
logaritmo da intensidade do estimulo (HORSFALL; BARRATT, 1945). A representacdo da
escala foi feita no programa Paint (Microsoft® versdo 5.1), onde um fruto de tangor ‘Murcott’ de
tamanho padrio foi desenhado onze vezes e os sintomas foram representados por meio de

pequenos circulos ou areas irregulares (coalescéncia de lesdes) em seis deles e por meio de
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circulos maiores em cinco, de modo a reproduzir os dois tipos de sintomas mais freqiientemente
encontrados no campo. A quantificagdo da severidade desses frutos foi feita no programa Quant
versdo 1.0.1 (VALE; FERNANDES FILHO; LIBERATO, 2001). Além do Quant também foi

utilizado o medidor de area, como descrito anteriormente, para a confirmacdo da severidade.
2.2.2.2 Validacio da escala diagramatica

A validagio da escala diagramatica consistiu de duas etapas. Na primeira, um grupo de
quatro avaliadores experientes na quantificagdo de doencas de plantas estimou a severidade da
doenca (em porcentagem de area com sintomas) de 79 fotos de frutos de tangor ‘Murcott’ com
sintomas da Mancha Marrom de Alternaria, sem o auxilio da escala diagramatica. Na segunda
etapa, os. mesmos avaliadores estimaram a severidade da doenga dos mesmos frutos de tangor
‘Murcott’, com o uso da escala diagramdtica. A severidade real de todos os frutos utilizados na
validaggo foi quantificada com medidor de 4rea (LICOR® LI-3000) ¢ no programa Quant versio

1.0.1 da mesma forma descrita no item anterior.
2.2.2.3 Analise dos dados

A anélise dos dados foi realizada por regressdes lineares entre a severidade real (varidvel
independente) e as severidades estimadas (variavel dependente) por meio do programa estatistico
Statistica versdo 6.0 (StatSoft, Inc.), onde se verificou a acuracia e a precisdo dos avaliadores. A
acuracia das estimativas de cada avaliador foi determinada pela aplicagfio do teste ¢ ao intercepto
(a) para verificar se foi significativamente diferente de 0 (zero) a probabilidade p=0,05. O teste ¢,
também foi aplicado ao coeficiente angular (b) para avaliar se foi significativamente diferente de
1,0 a probabilidade p=0,05. A precisdo das estimativas foi avaliada pelo coeficiente de
determinagfo (+°) da mesma regressdo linear e pela variagdo dos erros absolutos (severidade
estimada menos severidade real) (NUTTER JR; SCHULTZ 1995). A reprodutibilidade das
avaliacdes foi verificada por regressdo linear, considerando as estimativas do melhor avaliador

como variavel independente (x) e as estimativas dos demais avaliadores como variavel dependente

o).
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2.2.3 Resultados e Discussiao

2.2.3.1 Elaboracao da escala diagramitica para quantificacio da severidade da Mancha

Marrom de Alternaria em frutos de citros

A escala diagramatica elaborada para a doenca Mancha Marrom de Alternaria de citros foi
representada com dois tipos de lesdes: pequenas circulares ou irregulares, tipicas de tangor
‘Murcott’, ¢ grandes e circulares, tipicas de tangerina ‘Ponkan’. Na representagfio das lesdes
pequenas circulares ou irregulares, a escala contém 6 niveis de severidade da doenca (0,1; 1,0;
2,5; 5,0; 11,0 e 25,0%) e para as lesdes grandes e circulares a escala possui 5 niveis de severidade
(1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 17,0%) (Figura 1). Considerando que outros tangores, tangerinas e tangelos
possuam sintomas semelhantes aos representados na escala, esta pode ser utilizada para a
avaliacdo da severidade da doenca dos mesmos. Amorim (1995) relata que em muitas
mensuragdes em campo a severidade méxima observada foi em torno de 50%, entretanto o valor

maximo encontrado em campo, nesse trabalho, foi ao redor de 25%.
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2.2.3.2 Validacio da escala diagramatica

Na primeira etapa da validagfio, sem o auxilio da escala diagramatica, os avaliadores
apresentaram precisdio, com coeficientes de determinagio da reta de regressdo (#°) variando de
0,74 a 0,85, mostrando que ha variagdo de subjetividade na estimativa entre avaliadores (Tabela 1,
Figura 2). O coeficiente angular da reta de regressdo do avaliador A no diferiu de 1,0 (p<0,05),
enquanto os avaliadores B, C e D subestimaram a doenga, o que pode ser observado pelos valores
de b, signiﬁcativémente menores que 1,0 (p<0,05) (Tabela 1). Assim, quanto mais distante da
unidade, maior a inacurécia do avaliador. Os coeficientes angulares registrados revelam que para
cada 1% de aumento na severidade real, o erro na severidade estimada, avaliado pela diferenca do
valor ideal (1,00) e o valor observado pela regressdo conjunta dos avaliadores, foi 0,23 quando a
escala ndo foi utilizada, indicando a presenga de erros sistematicos. Com o uso da escala, os
coeficientes angulares revelaram que para cada 1% de aumento na severidade real, o erro na
severidade estimada foi 0,16 (Tabela 1). Desta maneira, pode-se observar que com o uso da escala
todos os avaliadores ficaram mais acurados, diminuindo a tendéncia de subestimar a severidade da
doenga, uma vez que os valores dos coeficientes angulares obtidos ficaram mais proximos de 1,0
(Tabela 1, Figura 3).

A proximidade do valor do coeficiente angular com a unidade (1,00) quando se adota a
escala diagramética como ferramenta na avaliagdo da severidade da Mancha Marrom de
Alternaria, torna-se muito importante, pois, quando se estima valores altos de severidades os erros
s@o menores, por exemplo: para o coeficiente angular de 0,77 (valor de b sem o uso da escala) e o
valor real de severidade igual a 25% (valor maximo da escala para pequenas lesGes circulares ou
reas irregulares) o erro € de 5,75% (25 x 0,77 = 19,25; 25 - 19,5 = 5,75), enquanto que quando se
tem o coeficiente angular de 0,84 (valor de b com a utilizagfio da escala), se tem um erro de 4%
(25 x 0,84 = 21; 25 - 21 = 4). O valor do coeficiente angular (b) obtido pela regressdo conjunta
dos dados de todos os avaliadores sem a -utilizag:ﬁo da escala diagramatica foi menor que com o
uso da escala, confirmando que com a utilizagdo da escala, as estimativas de severidade da
doenga, pelos avaliadores, foram mais acuradas (Tabela 1, Figura 4).

Apesar do valor do intercepto ter ficado mais distante de zero, o parAmetro da equagéo
mais importante na determinacio da acuracia de um avaliador € o coeficiente angular, pois quanto

mais distante de 1,00, a severidade estimada pelo avaliador torna-se mais distante da real. Nesse
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caso, o valor do intercepto (a) obtido pela regressdo conjunta dos dados de todos os avaliadores
sem a utilizacdio da escala diagramatica foi 1,42, enquanto que com o uso da escala foi 1,59
(Tabela 1, Figura 4).

Trés avaliadores melhoraram a precisdo na estimativa da severidade da Mancha Marrom
de Alternaria com o auxilio da escala diagramatica, haja vista que maiores valores do coeficiente
de determinacio (+°) foram obtidos com o uso da escala (Tabela 1, Figura 3). Estimativas da
severidade efetuadas sem o auxilio da escala diagramatica, quando os dados de todos os
avaliadores foram agrupados explicaram 69% da \}ariagﬁo na mensuracdo da doenga, enquanto
que com o uso da escala a variagfo foi de 84% (Tabela 1, Figura 4).

Os resultados obtidos nesse trabalho corroboram os encontrados por Amorim et al. (1993),
Godoy et al. (1997) e Nutter Jr e Schultz (1995), que observaram variabilidade entre avaliadores,
mesmo com o uso de escalas, pois, a acurdcia e a precisdo das avaliagSes sfo altamente
influenciadas pela habilidade que cada individuo possui em estimar severidade de doenga. Weber
e Jorg (1991) relatam que o coeficiente de determinagfio (+%) para equacdes de regressdio que
relacionam estimativas visuais (y) com niveis reais (x) variaram 70 a 95% entre avaliadores. Os
coeficientes de determinagfio obtidos neste trabalho assemelham-se aos encontrados por Godoy et
al. (1997) e por Leite ¢ Amorim (2002), que obtiveram coeficientes de determinagfio superiores a
0,80.

A correg@o de desvios sistematicos € importante em patossistemas nos quais decisdes de
manejo sdo baseadas em limiares da doenga. Isto ocorre porque, a medida em que hd um erro na
estimativa da severidade da doenga, ha um erro da mesma magnitude na decisfio de aplicar ou nfo

uma medida de controle (NUTTER JR et al., 1993).



26

Tabela 1 - Intercepto (a), coeficiente angular (b) e coeficiente de determinagéo (#?) das regressdes

lineares entre severidades real e estimada por cada avaliador separadamente e por

todos juntos sem e com o uso da escala diagramatica

Sem escala Com escala
Avaliador Parametros 2 Parametros 2
a b a b A
A 0,47 0,99 0,82 0,58 1,00 0,86
B 1,55% 0,61* © 0,85 2,56* 0,80* 0,82
C 0,74* 0,63* 0,78 1,56* 0,84* 0,86
D 2,81% 0,85* 0,74 1,67* 0,90* 0,82
Todos 1,42 0,77 0,69 1,59 0,84 0,84

*indica valores de a significativamente diferentes de zero e de b significativamente diferentes de 1,0 a 5% de

probabilidade pelo teste .
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Severidade estimada (%)

Severidade real (%)

Figura 2 - RegressOes lineares entre severidades real ¢ estimada da Mancha Marrom de Alternaria
por quatro avaliadores (A a D) sem a utilizagdo da escala diagramética. A linha
tracejada representa a estimativa ideal da severidade e a linha continua a reta de

regressdo de cada avaliador
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Severidade estimada (%)

Severidade real (%)

Figura 3 - Regressdes lineares entre severidades real e estimada da Mancha Marrom de Alternaria
por quatro avaliadores (A a D) com a utilizagio da escala diagramatica. A linha
tracejada representa a estimativa ideal da severidade e a linha continua a reta de

regressdo de cada avaliador
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Severidade estimada (%)

Severidade real (%)

Figura 4 - Regressdes lineares entre severidades real e estimada da Mancha Marrom de Alternaria
por todos os avaliadores juntos sem (A) e com (B) a utilizagfo da escala diagramatica.
A linha tracejada representa a estimativa ideal da severidade e a linha continua a reta de

regressdo de todos os avaliadores juntos

Os erros absolutos (residuos) encontrados pela diferenca entre severidade real e severidade
estimada pelos avaliadores diminuiram com o auxilio da escala diagramaética, significando que a
escala ajudou na avaliagfio da severidade da doenga, pois sem o uso da escala diagramatica, os
valores variaram entre -8,46 a 10,84, com média em valores absolutos de 2,07 (Figura 5),
enquanto que com o auxilio da escala os erros absolutos variaram entre -9,91 a 7,84, com média
em valores absolutos de 1,57 (Figura 6). Na maioria dos casos, os desvios foram maiores quando
a severidade da doenga variou entre 5 e 15% (Figura 5 e 6), possivelmente em razio da grande
dificuldade dos avaliadores em estimar a severidade da doenga quando vérias lesdes pequenas e
irregulares sdo formadas. Este resultado é semelhante ao encontrado por Parker; Shaw; Royle
(1995), no qual foi observada falta de acuracia na avaliacfo da severidade da mancha salpicada da
folha causada por Septoria tritici em trigo, devido a dificuldade em quantificar a severidade em
folhas senescentes. Godoy et al. (1997), propuseram vérias escalas diagramaticas para doengas de
feijoeiro e verificaram que a menor acuracia dos avaliadores ocorreu nas avaliagGes da ferrugem,

devido a presenca de um alto nimero de pequenas pustulas.
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Severidade estimada (%)

Severidade real (%)

Figura 5 - Erros absolutos (diferencas entre severidades real e estimada) dos quatro avaliadores (A

a D) nas estimativas da severidade da Mancha Marrom de Alternaria realizadas sem o

auxilio da escala diagramatica
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Severidade estimada (%)

Severidade real (%)

Figura 6 - Erros absolutos (diferencas entre severidades real e estimada) dos quatro avaliadores (A
a D) nas estimativas da severidade da Mancha Marrom de Alternaria realizadas com o

auxilio da escala diagramatica

Os coeficientes de determinagfio (#°) das regressdes lineares estimadas entre a severidade
do melhor avaliador e a dos demais avaliadores foram satisfatérios (+>>0,8) (Tabela 2). Em
relagdio aos valores dos interceptos e dos coeficientes angulares, ocorreu resultado semelhante
daquele obtido quando os avaliadores, com a utilizacdio da escala diagramaética, estimaram a

severidade da doenca, e estas foram comparadas com a severidade real.
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Tabela 2 - Intercepto (a), coeficiente angular (b) e coeficiente de determinagfo () das regressdes
lineares entre severidades real e estimada do melhor avaliador (A) com as estimativas

dos demais avaliadores (B, C e D)

Parametros

Avaliador )
a b
B 2,55% 0,74 0,81
C 1,51* 0,78* 0,87
D 1,60* 0,84* 0,83

*indica valores de a significativamente diferentes de zero e de b significativamente diferentes de 1,0 a 5% de

probabilidade pelo teste 7.

2.3 Conclusoes

A utilizac8o da escala diagramaética para avaliagdo da severidade da Mancha Marrom de
Alternaria dos citros possibilita estimativas de severidade da doenca mais precisas e mais
acuradas, minimizando a subjetividade das estimativas dos avaliadores.

A escala diagramatica desenvolvida neste trabalho ¢ recomendada como uma ferramenta
de auxilio na estimativa da severidade da Mancha Marrom de Alternaria em frutos de tangerinas e
seus hibridos, principalmente tangor ‘Murcott’ e tangerina ‘Ponkan’, contribuindo no controle

adequado da doenga.
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3 EFEITOS DA TEMPERATURA E DO PERiODO DE MOLHAMENTO NA
INFECCAO DE Alternaria alternata f. sp. citri EM FRUTOS DE TANGOR
‘MURCOTT’

Resumo

Os efeitos da temperatura e do periodo de molhamento na infecg¢do de quatro isolados de
Alternaria alternata f. sp. citri foram quantificados em ambiente controlado, sob condigdes in
vitro ¢ in vivo. No experimento in vitro, a porcentagem de germinagfo de cada isolado foi
avaliada apds a incubagfio das suspensdes de conidios em cdmaras de crescimento ajustadas para
10, 15, 20, 25, 30 € 35 °C com 8, 12, 24 ¢ 48 horas de molhamento, sob alternincia de luz (12
horas claro/12 horas escuro). Foram realizadas doze repeti¢des para as temperaturas 15, 30 e 35
°C e oito para 10, 20 e 25 °C. Cada repeti¢do constituiu-se de uma gota de suspensdo em placa de
poliestireno. O efeito da temperatura na germinago dos conidios foi descrito pela fungéo beta
generalizada ¢ o do molhamento pelo modelo monomolecular. A germinagfio dos isolados do
fungo ocorreu em todas as combinagdes de temperatura e molhamento, porém a maior
porcentagem de germinacio deu-se com 24 horas de molhamento para os quatro isolados testados,
com excecio das temperaturas de 10 e 15 °C para o isolado 1, que obteve uma maior porcentagem
de germina¢do com 12 horas de molhamento. O intervalo de temperatura minima para a
germinacg8o dos isolados, estimado pela superficie de resposta, obtido pela multiplicagdio das
fungdes beta generalizada e monomolecular foi 7,1 a 9,9 °C e o intervalo de temperatura maxima
foi 36,8 a 52,5 °C. O coeficiente de determinagfio (+°) da superficie de resposta para o isolado 1 foi
de 0,64, para o isolado 2 foi de 0,73, para o isolado 3 foi de 0,78 e para o isolado 4 foi de 0,66,
mostrando que ha variabilidade entre os isolados. Quando os conidios dos isolados foram
submetidos a temperatura de 25 °C com periodos de molhamento descontinuos, a germinacéo dos
isolados foi menor do que o periodo de molhamento continuo de 24 horas. Entretanto, a
porcentagem de germinagfo dos isolados no periodo descontinuo em relacéio ao periodo continuo
ndo foi muito reduzida. No experimento com frutos maduros de tangor ‘Murcott’ inoculados com
dois isolados do fungo e acondicionados em cAmaras de crescimento com temperaturas ajustadas
para 20, 25 e 30 °C, fotoperiodo (12 horas claro/12 horas escuro) e periodos de molhamento de 8,
24 e 48 horas. O molhamento de 24 horas propiciou a maior incidéncia da doenga, nas trés
temperaturas testadas, resultando incidéncias acima de 70% para um isolado e acima de 90% para
o outro, confirmando a variabilidade dos isolados. Para verificar como o patégeno penetra no
hospedeiro, um ensaio utilizando microscopia eletrénica de varredura foi desenvolvido. Pode-se
verificar que o fungo predominantemente penetra no hospedeiro através da formacgio de
apressorios € ndo via aberturas naturais como estomatos.

Palavras-chave: Mancha marrom de Alternaria; germinagfio; microscopia eletronica de varredura
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Abstract

Effects of temperature and wetness period on infection of Alternaria alternata pv. citri in

‘Murcott’ tangor fruits

The effects of temperature and wetness period in the infection of four Alternaria
alternata pv. citri isolates were quantified in controlled environment under in vitro and in vivo
conditions. In the in vitro experiment, the percentage germination of each isolate was determined
following incubation of conidia suspension in growth chambers adjusted to temperatures 10 - 15 -
20 - 25 - 30 - 35°C and wetness period of 8 - 12 - 24 - 48 h under 12 hours light/12 hours dark. A
total of 12 replicates were made for temperatures 15, 30 and 35°C and 8 replicates for 10, 20 and
25 °C, each sample consisted of a drop of suspension on a polystyrene plate. The effect of
temperature on conidia germination was described by the generalized beta function and the effect
of wetness by the monomolecular model. There was germination in all combinations of
temperature and wetness levels, for all isolates, but the greatest germination rates were found in
the wetness period of 24 h for all tested isolates except for temperatures of 10 and 15°C for isolate
1, where a greater germination percentage occurred with 12 h of wetness period. The minimum
germination temperature for the isolates, estimated by mathematical models fitted to the data, was
from 7.1 to 9.9 °C, while the maximum temperature ranged from 36.8 a 52.5 °C. The coefficient
of determination (+°) of response surface was of 0.64 for isolate 1, 0.73 for isolate 2, 0.78 for
isolate 3 and 0.66 for isolate 4, showing variability between isolates. When the conidia from the
isolates were submitted to a temperature of 25°C with discontinued wetting periods, isolate
germination was lesser then with a continuous 24 h wetting. Nevertheless, the germination rate of
the isolates on discontinued wetting periods was not greatly reduced. ‘Murcott’ tangor fruits were
inoculated with two fungus isolates and conditioned in growth chambers with temperatures
adjusted to 20, 25 and 30 °C, photoperiod 12 hours light/12 hours dark and wetness periods of 8,
24 and 48 h. The 24 h wetness resulted in the greatest disease incidence on the tree tested
temperatures, resulting above 70% of incidence to one isolate and above 90% to another, uphold
the variability of isolates. To verify how the fungus enters to the host, scanning electron
microscopy was done. It was observed that the fungus enters to the host by forming apressorium
and not through natural openings such as stomata.

Keywords: Alternaria brown spot, germination, scanning electron microscopy
31 Introducao

As tangerinas, assim como seus hibridos, sfo espécies citricas cujo plantio vem
aumentando ano apds ano no Brasil e, somente no Estado de S&o Paulo, o total de plantas destas
espécies passou de 7,0 para 9,6 milhdes, entre os anos de 1995 ¢ 2000 (FNP CONSULTORIA &
COMERCIO, 2003). Atualmente, o Estado & responsavel por aproximadamente 57% da produggo
nacional de tangerina e seus hibridos (FNP CONSULTORIA & COMERCIO, 2005).
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O custo da produgfio de tangerinas convencionais para pomares com produgdo crescente
(4° ao 8° ano) € RS 6.338,00 por hectare e para pomares com produgio estavel (9° ao 18° ano) é
R$ 7.901,00 por hectare. Os tratos fitossanitarios correspondem ao maior custo na produgéo,
principalmente no que refere-se a aplicagdo de fungicidas, pois, gastam-se R$ 940,40 por hectare
para pomares em crescimento ¢ R$ 1.289,69 por hectare para pomares estaveis (FNP
CONSULTORIA & COMERCIO, 2005). Assim, estudos como esse, que visam melhor
compreensdo de patosistemas para auxiliar no controle da doenga, sfio cada vez mais necessarios.

A Mancha Marrom de Alternaria dos citros, doenga causada pelo fungo Alternaria
alternata f. sp. citri, foi identificada pela primeira vez no Brasil no Estado do Rio de Janeiro
(GOES; MONTES DE OCA; REIS, 2001), afetando tangerinas ‘Dancy’. Entretanto, na safra de
2003, a doenga ja havia se disseminado para varios estados brasileiros como Minas Gerais, S0
Paulo e Rio Grande do Sul, afetando, além de varias espécies de tangerinas, alguns tangores e
clementina (SPOSITO et al., 2003).

O agente causal da doenga ¢ um fungo saprofita, que sobrevive nos tecidos de plantas
citricas hospedeiras, sendo seus conidios disseminados a longas distdncias pelo vento. A elevada
dependéncia das condi¢des ambientais e a rapidez com que os sintomas aparecem proporcionam
rapidas infeccdes deste patdogeno, caso ocorra varios dias de condigGes ambientais favordveis
(CIVERA, 2004). Portanto, em anos em que ocorrem periodos prolongados de condi¢Ges
ambientais favoraveis ao patdgeno, a doenga pode aparecer de forma explosiva, caso contrario, a
doenga néo surge de maneira repentina em uma parcela (CIVERA, 2004). |

O conhecimento preciso das condigdes ambientais que favorecem a expansdo e
desenvolvimento da doenca ¢ fundamental no controle de doencas de plantas. Atualmente, o
controle da Mancha Marrom de Alternaria depende da adocfo de métodos culturais, como a
eliminagdo e destruigdo de materiais doentes, evitar fertilizagdo ¢ irrigagdo excessivas e a
aplicacdo de fungicidas com auxilio de calendério fixo (CIVERA, 2004). Assim, € necessario um
método de controle da doenga, que visa a aplicacdo de fungicida somente quando houver
condi¢les ambientais favoraveis para que ocorra a infec¢fio, como o desenvolvido nos Estados
Unidos. Para que esse método seja aplicado no Brasil, € necessério, inicialmente, verificar se os
requerimentos climaticos, principalmente aqueles relacionados aos efeitos da temperatura e do
periodo de molhamento para a infecgfo, sdo os mesmos dos isolados dos Estados Unidos. Isto é

particularmente importante para esta doenga, que possui seu desenvolvimento altamente




39

condicionado pelas variagdes climaticas, pois tanto a disponibilidade de in6culo, como a presenca
de material vegetal suscetivel, parecem manter-se constantes ao longo de todo o ciclo de cultivo
(CIVERA, 2004).

Os objetivos deste trabalho foram: (i) determinar o efeito da temperatura e do periodo de
molhamento na germinagfo de quatro isolados do fungo in vitro; (ii) determinar o efeito da
temperatura e do periodo de molhamento na incidéncia da doenga, em frutos de tangor ‘Murcott’

inoculados artificialmente com dois isolados do patégeno.

3.2 Desenvolvimento
3.2.1 Revisio Bibliograifica
3.2.1.1 Etiologia da Mancha Marrom de Alternaria

O género Alternaria compreende espécies parasitas ou saprofitas no tecido da planta
(BARNETT; HUNTER, 1986). Os conidios de Alternaria alternata possuem forma de clava ou
péra invertidos, ovodides ou elipsoides, formados em longas cadeias, freqiientemente com
extremidades curtas, cilindricas ou conicas e sdo melanizados (PATOLOGIA DE SEMENTES,
2004). Os conidios acham-se inseridos em conidioforos simples ou ramificados, retos ou sinuosos,
com coloragio clara ou oliva, medindo 50 um de comprimento ¢ 3 a 6 um de largura (ELLIS,
1971). O comprimento da extremidade apical do conidio de A. alternata pode ser superior a 25
um, mas nunca chega a igualar o comprimento total do conidio, representando geralmente 33 a
25% do conidio (SIMMONS, 1967). Os conidios possuem até 8 septos transversais e varios
longitudinais, e dimensdes médias de 37 um de comprimento por 13 pm de largura na base
(PATOLOGIA DE SEMENTES, 2004). Os conidios de Alternaria alterna f. sp. citri sdo grandes,
pigmentados, muiti-celulares, produzidos na superficie do tecido doente (TIMMER, [19__7]), e
em cadeia.

Alternaria alternata f. sp. citri possui dois patotipos (KOHMOTO; SCHEFFER;
WHITESIDE, 1979): o “patétipo limdo rugoso”, que produz a toxina-ACRL, especifica para
lim#o rugoso (Citrus jambhiri Lush) e limdo ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck), e o “patdtipo
tangerina”, que produz a toxina-ACT, especifica para tangerinas e seus hibridos (PEEVER et al.,

2002; ROTEM, 1994; SOLEL, 1991; WHITESIDE, 1993). Em geral, isolados de tangerinas néo
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sfo patdgenos para limdo rugoso e vice-versa (TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000).
Entretanto, Masunaka et al. (2005), isolaram um patétipo de limfo rugoso que produz as duas
toxinas, infectando portanto tangerinas e seus hibridos. Durante a infec¢fo pelo patdgeno, a toxina
¢ liberada na germinacio do esporo. Num periodo de incubagfio de 12 horas, a germinagéo do
esporo de Alternaria alternata f. sp. citri libera aproximadamente 0,035 pg da principal fragdo
(Ib) da toxina AC. A toxina causa desordens na membrana plasmaética, as quais sdo o evento
central na patogé€nese precoce, permitindo o acesso do fungo as células do hospedeiro (ROTEM,
1994; TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000), resultando numa reagéo necrdtica que
aparece em menos de dois dias (WHITESIDE, 1993).

3.2.1.2 Epidemiologia da Mancha Marrom de Alternaria

Os conidios do de Alternaria alternata f. sp. citri sdo produzidos em lesGes nos ramos e
nas folhas maduras, tanto nas folhas remanescentes nas arvores, como nas folhas sobre o solo do
pomar (TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000). Embora nem sempre ocorra esporulacio
em frutos (TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000), esta ja foi descrita por Whiteside
(1993) e observada em condigdes de laboratério. Entretanto Timmer; Solel e Orozco-Santos
(2000) e Whiteside (1993), sdo unidnimes em reconhecer a importincia das brotagdes, onde ha
esporulago abundante, como a principal fonte de indculo. A liberagio dos esporos € incitada pela
precipitacdo, irrigagdo ou pela brusca queda de umidade relativa do ar (TIMMER et al., 1998;
CANIHOS; PEEVER; TIMMER, 1999; FEICHTENBERGER, 2003), enquanto a disseminag&o €
realizada pelo vento (FEICHTENBERGER, 2003). Entretanto, a vibragio e a irradiagfio
vermelha/infravermelha nfo influenciam a liberagdo dos esporos (CANIHOS; PEEVER;
TIMMER, 1999). A precipitagdo é provavelmente mais importante para a liberagﬁd dos esporos
em areas Umidas, como a Florida e S3o Paulo. Entretanto, em areas do Mediterrdneo, com baixa
precipitacdo durante o periodo de suscetibilidade da planta, a liberacio dos esporos pode ser
provocada pela brusca queda na umidade relativa do ar (TIMMER et al., 2003).

A doenga é mais severa quando ocorre temperatura favoravel a infecgéo e brotos vigorosos
nas arvores, estimulados por praticas inadequadas de manejo do pomar, tais quais, excesso de
nitrogénio e irrigacdo (WHITESIDE, 1993). A faixa de temperatura 6tima para que ocorra a

expansdo da lesdo da Mancha Marrom de Alternaria variou entre 20 e 25 °C, em estudo realizado
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em Israel por Solel e Kimchi (1998).

3.2.2 Material e Métodos

3.2.2.1 Obtencao e preparo do inéculo

Os experimentos foram realizados no laboratério de Epidemiologia do Departamento de
Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” - ESALQ/USP, em Piracicaba.

Todos os isolados de Alternaria alternata f. sp. citri testados fazem parte da colecéio do
Centro Avancado de Pesquisa Tecnoldgica do Agronegocio/Secretaria de Agricultura e
Abastecimento do Estado de S#o Paulo (APTA/SAA) e foram gentilmente cedidos pelo
pesquisador Dr. Eduardo Feichtenberger da Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de Sorocaba,
da APTA/SAA. Os isolados 1 (21/03) e 2 (22/03) foram isolados diretamente de frutos de tangor
‘Murcott’ e de tangerina ‘Ponkan’, respectivamente, ambos do municipio de Botucatu — SP. O
isolado 3 (24/03) foi isolado diretamente de ramos de tangor ‘Murcott’ provenientes do municipio
de Sdo Miguel Arcanjo - SP e o isolado 4 (43/03) foi isolado de tangerina ‘De Wildt’ do
municipio de Capdo Bonito - SP. Os isolados foram conservados em 6leo, seguindo a metodologia
proposta por Mariano e Sayonara (2000). O fungo foi cultivado no meio batata-dextrose-agar
(BDA), sob luz constante ¢ temperatura ambiente de + 25 °C. Apds a obtengfo de coldnias dos
isolados em placas de Petri contendo meio BDA, foi acrescentado 20 mL de agua destilada e
esterilizada, as colonias foram raspadas, o excesso de agua foi descartado e as placas foram
mantidas sob luz fria por dois dias, a fim de promover a esporulagéo do fungo. A suspensdo de
conidios para os ensaios foi obtida a partir da placa de Petri contendo colonias esporuladas do
fungo, com adi¢do de 4gua destilada e esterilizada. A suspens?io de esporos foi ajustada para 10*

conidios/mL..
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3.2.2.2 Efeitos da temperatura e do periodo de molhamento na germinacio de isolados de

Alternaria alternata {. sp. citri in vitro

Na execugdo deste ensaio, para cada isolado, aliquotas de 40 pL da suspenséo de conidios
foram pipetadas e depositadas em placas de poliestireno, as quais foram colocadas dentro de um
gerbox contendo papel filtro umedecido com agua destilada e esterilizada. Os gerbox foram
incubados em cimaras de crescimento (A¢do Cientifica/AC 71) com temperaturas ajustadas para
10, 15, 20, 25, 30 € 35 °C ¢ para periodos de rﬁolhamento constituidos de cdmara imida por 8, 12,
24 e 48 h, sob alternincia de luz (12 horas claro/12 horas escuro). Para a interrupgéo do processo
de germinagdo, foram adicionados 20 pL. de lactoglicerol a suspensfo de conidios, ao final de
cada periodo de molhamento. A contagem da porcentagem de germinagio foi realizada no
microscopio optico com contraste de fase em aumento de 100 vezes.

Para cada isolado, o delineamento estatistico utilizado foi fatorial com 2 fatores
(temperatura e periodo de molhamento), 24 tratamentos (6 niveis de temperatura e 4 niveis de
molhamento), doze repeti¢des para as temperaturas 15, 30 e 35 °C e oito para 10, 20 e 25 °C. Cada
repeticio, constituiu-se por uma gota da suspensio na placa de poliestireno.

Adicionalmente foram realizados dois ensaios na temperatura de 25 °C com ftrés
tratamentos, no qual o periodo de molhamento de um dos tratamentos foi descontinuo. No
primeiro ensaio os tratamentos foram: 6 horas de molhamento continuo, 6 horas de molhamento -
12 horas sem molhamento - 6 horas com molhamento e 24 horas de molhamento continuo. No
segundo ensaio, os tratamentos foram: 4 horas de molhamento continuo, 4 horas de molhamento -
12 horas sem molhamento - 8 hbras com molhamento € 24 horas de molhamento continuo.

Ao completar o primeiro periodo de molhamento (6 horas para o ensaio 1 e 4 horas
para o ensaio 2), as placas contendo as suspensdes foram levadas a cdmara de fluxo laminar
vertical, a fim de proporcionar a rapida secagem das gotas de suspensdes, as quais despenderam
ao redor de 30 minutos. Em seguida, as placas foram incubadas novamente na cdmara com
temperatura controlada. Findo o periodo sem molhamento, os conidios aderidos as placas

receberam 40 pL agua destilada e esterilizada para o restabelecimento da cdmara imida.
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3.2.2.2.1 Analise dos dados

Os dados obtidos nos ensaios in vitro foram analisados por meio de regressdes néo-
lineares, utilizando o programa Statistica versdo 6.0 (StatSoft, Inc) no qual também foram
elaborados os graficos. O efeito da temperatura sobre a germinagéo dos isolados de Alfernaria
alternata £. sp. citri foi descrito pela fungéo beta generalizada y = b; * ((x — b2) ” b3) * ((by—x) »
bs) (HAU; KRANZ, 1990), onde y ¢ a porcentagem relativa de germinago, x € a temperatura, b
¢ by sdo as temperaturas minima € maxima, respectivamente € b;, b3 € bs sﬁo pardmetros da
equagfo. O efeito do periodo de molhamento na germinagio de cada isolado foi descrito pelo
modelo monomolecular y = bs * (I — b7 * exp (- bg * m)), descrita por Bergamim Filho (1995),
onde y representa a quantidade relativa de geminacfo, m representa o periodo de molthamento e
bs, by e bs sdo parametros do modelo. As fun¢des beta generalizada e monomolecular, obtidas nos
ensaios com diferentes temperaturas e periodos de molhamento, respectivamente, foram
multiplicadas para elaboracfio de superficies de resposta que possibilitou verificar o efeito de
diferentes combina¢des de temperatura € molhamento na germinac¢fo de conidios dos isolados de
A. alternata f. sp. citri. Para os ensaios com periodos de molhamento descontinuos, a analise dos

dados foi realizada por meio de anélise de varidncia no programa Statistica versdo 6.0 (StatSoft,
Inc).

3.2.2.3 Efeitos da temperatura e do periodo de molhamento no desenvolvimento da

Mancha Marrom de Alternaria

Frutos maduros de tangor ‘Murcott’ previamente desinfestados com éalcool 70%, foram
acondicionados em bandejas de plastico (10 frutos/bandeja), que continham algod&io umedecido
em Aagua destilada. Cada fruto foi inoculado com duas gotas de suspensdo de conidios de
Alternaria alternata f. sp. citri preparada da mesma forma descrita anteriormente, uma gota do
isolado 3 e a outra gota do isolado 4, na concentragdo de 10* conidios/mL. Em seguida, cada
bandeja foi coberta por um saco plastico transparente que foi amarrado, servindo como cidmara
umida, levada a cdmaras climatizadas (Conviron/CMP 3244) com temperaturas ajustadas para 20,
25 e 30 °C, submetida a 3 periodos de molhamento (8, 24 e 48 h) com fotoperiodo de 12 horas

claro/12 horas escuro. Apds o término de cada periodo de molhamento os sacos foram removidos
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das bandejas € estas permaneceram nas camaras.

Empregando-se esta metodologia, o experimento foi conduzido em esquema fatorial com
dois fatores (temperatura e molhamento), 9 tratamentos (temperaturas de 20, 25 e 30°C e
molhamento de 8, 24 e 48 h), com 10 repeti¢des, sendo cada fruto uma repeticdo. As testemunhas
constituiram-se de 5 repeti¢cdes inoculadas com agua destilada e esterilizada, para cada tratamento
testado. A avaliacdo foi realizada diariamente pelo periodo de 7 dias para verificar a incidéncia da

doenga ¢ a area das lesoes.

3.2.2.3.1 Analise dos dados

O efeito da temperatura e do periodo de molhamento, sobre a incidéncia da doenca e area

das lesdes, foram analisados por meio de regressdes quadraticas.

3.2.2.4 Anilise de imagens da formaciio de apressorios de conidios de quatro isolados de

Alternaria alternata f. sp. citri ao microscopio eletronico de varredura

Folhas destacadas de tangerina ‘Ponkan’ e de tangor ‘Murcott’ foram desinfestadas com
dlcool 70% e, em seguida, colocadas sob cdmara umida em placas de Petri esterilizadas contendo
papel filtro estéril umedecido com agua destilada e esterilizada. Ap6s o preparo das suspensdes de
conidios, conforme descrito anteriormente, aliquotas de 40 puL das suspensdes dos isolados 1 € 3
foram pipetadas sobre a superficie inferior de folhas de tangor ‘Murcott’ ¢ dos isolados 2 ¢ 4
sobre a superficie inferior de folhas de tangerina ‘Ponkan’. As placas foram incubadas em
camaras de crescimento (Acdo Cientifica/AC 71) com temperatura ajustada para 25 °C e com
periodo de molhamento constituido de cAmara imida por 24 h, sob alternincia de luz (12 horas
claro/12 horas escuro). Ao completar o periodo de molhamento, as amostras constituidas de
fragmentos de folhas, onde estava contida a suspensfo fungica, foram submetidas a um protocolo
destinado a observagio em microscopio eletronico de varredura. O protocolo constou de sete
etapas: a) fixacdo do material em Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2,5%
em tampdo cacodilato de sddio 0,05 M, pH 7,2, CaCl, 0,001 M); b) lavagem (trés passagens das
amostras em tampfo cacodilato 0,05 M); c) pos-fixagdo em tetréxido de osmio 1%; d)

desidratagdo em concenragdes crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%); e) secagem ao ponto
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critico (CO»); f) montagem em suporte; g) metalizagdo com ouro (KITAJIMA; LEITE, 1999). As
imagens foram elétron-micrografadas em microscdpio eletrénico de varredura (ZEISS Germany,

modelo DSM940A).

3.2.3 Resultados

3.2.3.1 Efeitos da temperatura e do periodo de molhamento na germinacio de isolados de

Alternaria alternata {. sp. citri in vitro

A germinacdo dos quatro isolados de Alternaria alternata f. sp. citri ocorreu em uma
grande amplitude de temperatura, variando de 10 a 35 °C (Tabela 1 e Figuras 1 a 4). A maior
porcentagem relativa de germinagéo ocorreu a 20 °C para os isolados 1 (84,1%) e 3 (70,4%) e a
30 °C para os isolados 2 (85,0%) e 4 (93,1%), com 24 h de molhamento. A amplitude, ou faixa de
temperatura, favoravel a germinaco dos conidios, varia entre 20 e 30 °C, porém, a medida que se
aumenta o periodo de molhamento, a faixa de temperatura favoravel a germinacéo dos isolados do
fungo também aumenta, variando entre 15 € 35 °C (Figuras 1 a 4).

No extremo inferior de temperatura testado (10 °C), a germinacfio de todos os isolados foi
bastante reduzida; nas demais temperaturas, a porcentagem de germinagfio dos isolados foi
semelhante, com excec¢éo do periodo de molhamento de 8 h para todos os isolados (Figuras 1 a 4).

Em geral, o ajuste gerado pelo modelo beta generalizado foi satisfatorio, porém pelos
valores discrepantes da temperatura minima no isolado 2 e da temperatura méaxima para o isolado
4, pode-se observar que para o periodo de molhamento de 24 h o modelo nfo adequou-se
satisfatoriamente (Tabela 1), isto ocorreu devido a presenca de porcentagens de germinagfo
semelhantes, portanto, ensaios com temperaturas superiores ¢ inferiores as testadas neste

experimento s30 necessarios.
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Tabela 1 - Coeficientes de determinagio (+°) e parmetros da funcfio beta generalizada, y = b;
*((x —by) ™ b3) * ((bg— x) ~ bs) ajustada aos dados de germinacdo de esporos de
Alternaria alternata f. sp. citri nas temperaturas de 10 a 35 °C, onde y € a
porcentagem relativa de germinacfio, x € a temperatura, b, e by sdo
respectivamente as temperaturas minima e maxima e by, bz e b5 séo pardmetros da
equago, ajustado para os diferentes periodos de molhamento ¢ isolados

Isolado  Periodo de Parimetros P
molhamento b; b, b3 by bs
| 8 horas 0,23 7,11 1,33 36,05 0,71 0,83
12 horas 0,15 7,16 0,76 52,27 1,19 0,79
24 horas 0,60 7,56 0,70 53,64 0,85 0,59
48 horas 0,09 6,36 0,90 50,80 1,20 0,73
2 8 horas 9,77 8,93 0,51 35,21 0,21 0,86
12 horas 14,79 8,74 0,38 36,57 0,24 0,77
24 horas 0,30 -13,09 1,36 37,55 0,24 0,67
48 horas 55,25 9,99 0,08 35,00 0,01 0,95
3 8 horas 0,27 9,68 1,19 37,03 0,84 0,97
12 horas 0,01 8,73 1,49 43,07 1,51 0,93
24 horas 0,00 5,38 1,49 48,77 1,75 0,75
48 horas 22,12 10,00 0,07 75,10 0,17 0,82
4 8 horas 5,36 9,92 0,62 35,47 0,30 0,98
12 horas 0,01 7,97 1,92 40,38 1,35 0,98
24 horas 56,80 10,00 0,11 128,97 0,02 0,94

48 horas 15,00 10,00 0,10 5246 0,37 0,93
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Figura 1 - Porcentagem relativa de germinac#io do isolado 1 de Alternaria alternata f. sp. citri em
fungdo de diferentes temperaturas (10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C) e periodos de
molhamento (8, 12, 24 ¢ 48 h). Pontos representam as repeticdes dos tratamentos e

linhas representam o ajuste obtido com a fungéo beta generalizada
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Figura 2 - Porcentagem relativa de germinagéo do isolado 2 de Alternaria alternata f. sp. citri em
fungdo de diferentes temperaturas (10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C) e periodos de
molhamento (8, 12, 24 e 48 h). Pontos representam as repeticdes dos tratamentos e

linhas representam o ajuste obtido com a fungdo beta generalizada
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Figura 3 - Porcentagem relativa de germinag#o do isolado 3 de Alfernaria alternata f. sp. citri em

funcdo de diferentes temperaturas (10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C) e periodos de

molhamento (8, 12, 24 e 48 h). Pontos representam as repetigdes dos tratamentos €

linhas representam o ajuste obtido com a fungfio beta generalizada
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Figura 4 - Porcentagem relativa de germinacdo do isolado 4 de Alternaria alternata f. sp. citri em
fung¢do de diferentes temperaturas (10, 15, 20, 25, 30 e¢ 35 °C) e periodos de
molhamento (8, 12, 24 ¢ 48 h). Pontos representam as repeti¢Ges dos tratamentos e

linhas representam o ajuste obtido com a fungo beta generalizada
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Quando houve aumento do periodo de molhamento, a germinagfio dos conidios dos
isolados de 4. alternata £. sp. citri, descrita pelo modelo monomolecular, foi favorecida (Tabela 2,
Figuras 5 a 8). A partir de 8 horas de mothamento, os conidios dos isolados 1, 2, 3 e 4, submetidos
a 25 °C germinaram 62,7, 66,0, 54,6 ¢ 62,6%, respectivamente (Figuras 5 a 8). No periodo de
molhamento de 48 h, a porcentagem de germinacgfio de todos os isolados foi menor do que no

periodo de 24 h (Figuras 5 a 8).

Tabela 2 - Coeficientes de determinacdo (+°) ¢ parAmetros da fungiio monomolecular, y = bg *
(I — b7* exp (- bg* m)) ajustada aos dados de germinagfo de esporos de Alternaria
alternata {. sp. citri nos periodos de molhamentos de 8 a 48 h, onde y representa a
quantidade relativa de geminag&o, m representa periodo de molhamento, bg, b7 € bs

sdo pardmetros do modelo dos diferentes isolados

(continua)
Isolado Temperatura Parametros r
O bs b; b
1 10 30,29 -1956¢e4 2,14 0,86
15 50,69 -1043e4 2,15 0,20
20 80,84 -4,08 0,33 0,85
25 74,37 -84,34 0,78 0,33
30 67,39 -1004e3 1,95 0,18
35 69,68 22,92 0,44 0,80
2 10 38,18 -44,39 0,57 0,83
15 69,61 -4,51 0,35 0,59
20 - 74,00 -4436e3 2,14 0,45
25 77,12 -3026¢3 2,10 0,44
30 79,74 -1,90 0,36 0,26

35 68,44 -4,36 0,30 0,63
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Tabela 2 - Coeficientes de determinagio (+°) e parimetros da fun¢fio monomolecular, y = bs *
(I — b7 * exp (- bs * m)) ajustada aos dados de germinagfio de esporos de
Alternaria alternata {. sp. citri nos periodos de molhamentos de 8 a 48 h, onde y
representa a quantidade relativa de geminag¢do, m representa periodo de
molhamento, bg, b7 € bgsio parAmetros do modelo dos diferentes isolados
(conclusio)
Isolado Temperatura Parametros ¥
O bs b; bs
3 10 4,81 -7,91 0,31 0,79
15 52,16 -0,24 0,09 0,77
20 67,96 -0,80 0,24 0,89
25 62,31 -38,34 0,72 0,28
30 — — — —
35 61,92 -1,32 0,16 0,95
4 10 5,75 -1445e3 1,85 0,49
15 77,98 -0,23 0,08 0,72
20 65,31 -0,58 0,24 0,72
25 86,87 -4907¢e4 2,37 0,83
30 78,81 -1188e2 1,63 0,39

35 73,89 -2,17 0,21 0,76
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Figura 5 - Porcentagem relativa de germinag@o do isolado 1 de Alternaria alternata f. sp. citri em
fun¢do de diferentes periodos de molhamento (8, 12, 24 e 48 h) e temperaturas (10, 15,
20, 25, 30 e 35 °C). Pontos representam as repeticdes dos tratamentos e linhas

representam o ajuste obtido com o modelo monomolecular
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Figura 6 - Porcentagem relativa de germinagfio do isolado 2 de Alternaria alternata f. sp. citri em

funcdo de diferentes periodos de molhamento (8, 12, 24 e 48 h) e temperaturas (10, 15,

20, 25, 30 e 35 °C). Pontos representam as repeticBes dos tratamentos e linhas

representam o ajuste obtido com o modelo monomolecular
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Figura 7 - Porcentagem relativa de germinagéo do isolado 3 de Alternaria alternata f. sp. citri em

funcdo de diferentes periodos de molhamento (8, 12, 24 ¢ 48 h) e temperaturas (10, 15,

20, 25, 30 e 35 °C). Pontos representam as repetigdes dos tratamentos e linhas

representam o ajuste obtido com o modelo monomolecular
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20, 25, 30 e 35 °C). Pontos representam as repeticdes dos tratamentos e linhas

representam o ajuste obtido com o modelo monomolecular
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As superficies de resposta da germinac¢fio de conidios dos quatro isolados de Alternaria
alternata f. sp. citri em fungfo da temperatura e da duragfio do periodo de molhamento, obtidas
pela multiplicagfo das fungoes beta generalizada e monomolecular, apresentaram bom ajuste aos
dados (Figuras 9 a 12). Os coeficientes de determinacéo (r2) das regressdes foram 0,64, 0,73, 0,78
e 0,66, para os isolados 1 a 4, respectivamente.

As equagGes que descrevem as superficies de resposta dos isolados 1, 2 , 3 e 4 sdo as eq.

(1), eq. (2), eq. (3), e eq. (4), respectivamente, descritas a seguir.

3=0,16 * ((x - 8,55) * 0,56) * (42,38 - x) * 0,54) * 20,60 * (1 - 5, 26 * exp (- 0,34 * m))
(1)

y=0,01* ((x - 7,10) » 0,60) * ((52,57 - x) ~ 0,97) * 32,48 * (1 - 27,8772 * exp (- 0,58 *
m)) )

3=0,19 * ((x - 9,98) * 0,39) * (36,87 - x) * 0,23) * 61,35 * (1 - 1,54 * exp (- 0,20 * m))
(3)

3=0,06 * ((x - 9,92) » 0,57) * (39,02 - x) * 0,43) * 81,37 * (1 - 0,31 * exp (- 12,13 * m))
4)

Nessas equagdes y é a porcentagem relativa de germinagéo, x € a temperatura em °C e m €
o periodo de molhamento. Os valores mostram que a germinacdo do isolado 2 pode ocorrer em
uma maior amplitude de temperatura do que os demais isolados, ao contrario, a menor amplitude
onde ocorre a germinagéo foi obtida para o isolado 3.

Nos dois experimentos com periodos descontinuos de molhamento, as maiores
porcentagens de germinagdo ocorreram sempre no periodo de molhamento continuo de 24 h
(Tabelas 3 e 4), ¢ embora os tratamentos diferissem estatisticamente entre si, a redugio na
porcentagem de germinagdo devida a interrup¢do do molhamento foi pequena para todos os
isolados no primeiro ensaio (Tabela 3), enquanto no segundo ensaio, foram maiores (Tabela 4).
Além disso, os periodos de molhamento de 4 ¢ 6 h também mostraram elevadas taxas de

germinag#o, reforgando a idéia de que sob temperatura ideal o fungo germina com curtos periodos
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Figura 9 - Superficie de resposta ajustada a porcentagem de germinagéo do isolado 1, em fungdo
da temperatura e do periodo de molhamento, descrita pela fungdo y = b; * ((x - b))
by) * ((bs - x) ™ bs) * bs * (1 - by * exp (- bs * m)) onde y ¢ a porcentagem relativa de

germinagdo, x € a temperatura em °C e m € o periodo de molhamento e b; a bs sdo
pardmetros do modelo
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(9f) SRDRNNNST

Figura 10 - Superficie de resposta ajustada a porcentagem de germinagéo do isolado 2, em fungdo
da temperatura e do periodo de molhamento, descrita pela fungdo y = b, * ((x - b)) *
by) * (b3 -x) ™ bs) * bs * (1 - by * exp (- bs * m)) onde y € a porcentagem relativa de

germinacdo, x ¢ a temperatura em °C e m € o periodo de molhamento e b; a bs sdo
parametros do modelo
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Figura 11 - Superficie de resposta ajustada a porcentagem de germinagio do isolado 3, em fungio
da temperatura e do periodo de molhamento, descrita pela fungdo y = b; * ((x - by) *
by) * ((bs -x) "~ bs) * bg * (1 - by * exp (- bs * m)) onde y € a porcentagem relativa de

germinagdo, x € a temperatura em °C e m € o periodo de molhamento e b; a bs sdo
parametros do modelo
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Figura 12 - Superficie de resposta ajustada a porcentagem de germinagdo do isolado 4, em fungdo
da temperatura e do periodo de molhamento, descrita pela fungéo y = b; * ((x - b)) ©
by) * ((bs - x) ™ bs) * bs * (1 - b7 * exp (- bs * m)) onde y € a porcentagem relativa de

germinagdo, x ¢ a temperatura em °C e m € o periodo de molhamento e b; a bs s@o
pardmetros do modelo
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Tabela 3 - Andlise de varidncia das porcentagens de germina¢io dos isolados obtidas no
experimento com periodos de mothamento descontinuo. O tratamento 1 corresponde a
6 h com molhamento, o 2 s&o 24 h com molhamento e o tratamento 3 corresponde a 6

h com molhamento - 12 h sem molhamento - 6 h com mothamento

Tratamentos Porcentagem de Germinacio
Isolado 1 Isolado 2 Isolado 3 Isolado 4
1 83,62c* 83,00c 65,75¢ 81,87¢c
2 98,00a 97,52a 77,50a 96,25a
3 94,25b 92,50b 73,87b 93,25b

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de significAncia p<0,05.

Tabela 4 - Andlise de varidncia das porcentagens de germinagdo dos isolados obtidas no
experimento com periodos de molhamento descontinuo. O tratamento 1 corresponde a
4 h com molhamento, o 2 sdo 24 h com molhamento ¢ o tratamento 3 corresponde a 4

h com molhamento - 12 h sem molhamento - 8 h com molhamento

Tratamentos Porcentagem de Germinacgio
Isolado 1 Isolado 2 Isolado 3 Isolado 4
1 60,75¢c* 62,75¢c 50,25¢ 62,87c
2 98,50a 98,37a 69,25a 90,87a
3 80,12b 77,25b 56,75b 80,37b

*M¢édias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de significincia p<0,05.
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3.2.3.2 Efeitos da temperatura e do periodo de molhamento foliar no desenvolvimento da

Mancha Marrom de Alternaria

A maior incidéncia da doenga observada foi 100%, no periodo de molhamento de 24 h
a 20 °C para o isolado 3, e a 20 e 25 °C para o isolado 4 (Figura 13). O molhamento de 24 h
propiciou os melhores resultados em todas as temperaturas testadas para os dois isolados (Figura
13).

A duragdo do periodo de mblhamento de 48 h nfo foi tdo favoravel a infeccdo dos
frutos pelos patdogenos (Figura 13), resultado semelhante ao obtido pelos isolados no experimento
in vitro, onde apos 24 h de molhamento a germinagdo dos isolados decaiu. Para o isolado 3, o
molhamento de 48 h a 20 °C proporcionou 70% de incidéncia da doenca, bastante proximo a
porcentagem de germinagio que foi de 77%. Nas demais temperaturas (25 ¢ 30 °C) nfo houve
doenga com 48 h de molhamento. Ndo houve desenvolvimento de doenga apds a inoculagéio com
o isolado 3 no molhamento de 8 h para 25 e 30 °C. Para o isolado 4, com 48 h de molhamento, as
incidéncias foram de 90, 70 e 40% para as temperaturas de 20, 25 ¢ 30 °C , respectivamente
(Figura 13), contudo, quando avaliou-se a germinag8o, os resultados foram diferentes, sendo 71,4,
63,0 ¢ 80,3% para a mesma seqiiéncia de temperaturas.

A fun¢o que descreve a equagdo quadratica para a incidéncia da doenga dos isolados 3 e 4
¢ aeq. (5), onde y € a incidéncia de doenga, b; b, e bs so pardmetros da equagio e x, o periodo

de molhamento (Tabela 5).

y=b;x’ +byx-bs Q)
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Figura 13 - Incidéncia de doenga em frutos inculados com os isolados 3 (A,CeE)e 4 (B,D e F)
de Alternaria alternata f. sp. citri (representada pelo nimero de frutos com lesdo), em
funcdo de diferentes periodos de molhamento (8, 24 e 48 h) e temperaturas (20, 25 e
30 °C). Pontos representam a incidéncia de doenga em cada tratamento e as linhas

representam o ajuste obtido com a regressdo quadratica
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Tabela 5 - Parametros da equacgfio quadratica y = b; x>+ by x - b3, onde y ¢ aiincidéncia de doenga,

b; by, e bz sdo pardmetros da equacio ¢ x o periodo de molhamento, para cada

temperatura avaliada, para os dois isolados testados

Isolado Temperatura Parametros
O
b; b, b3
3 20 -0,01 0,88 -3,2
25 -0,01 1,02 -7,0
30 -0,01 1,02 -7,0
4 20 -0,00 0,25 6,2
25 -0,00 0,32 5,8
30 -0,01 0,72 -1,0

As maiores médias das arecas das lesdes para os dois isolados testados,

independentemente do periodo de molhamento, ocorreram a 20 °C (Figura 14). Embora a

incidéncia de lesdes do isolado 4 tenha sido a mesma para 20 e 25 °C no molhamento de 24 h, as

médias das areas das lesdes nestas duas temperaturas foram diferentes (Figuras 13 e 14), medindo

7,8 e 5,1 mm?, respectivamente (Figura 14).

A eq. (5) também foi utilizada ao ajuste dos dados de area média das lesdes. Todos os

valores encontrados nas regressdes para os isolados 3 e 4 estfo apresentados na Tabela 6.
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Figura 14 — Area média das lesdes causadas pelos isolados 3 (A, Ce E)e 4 (B, D e F) de
Alternaria alternata f. sp. citri em funcdo de diferentes periodos de molhamento (8,
24 e 48 h) e temperaturas (20, 25 e 30 °C). Pontos representam a incidéncia de doenga

em cada tratamento e as linhas representam o ajuste obtido com a regressfo linear
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Tabela 6 - Pardmetros da equagfio quadratica y = b; x> + by x - b3, onde y € a area média de lesGes,
b; b, e bs sdo parametros da equagdo ¢ x o periodo de molhamento, para cada

temperatura avaliada, para os dois isolados testados

Isolado Temperatura Parametros
O
b, b, b3
3 20 -0,00 0,12 1,9
25 -0,01 0,42 -2,9
30 -0,01 0,45 -3,1
4 20 -0,01 0,43 1,2
25 -0,01 0,35 0,46
30 -0,01 0,40 -0,36

3.2.3.3 Andlise de imagens da formacio de apressérios de conidios de quatro isolados de

Alternaria alternata £. sp. citri ao microscopio eletronico de varredura

As imagens elétron-micrografadas das amostras observadas em microscopia eletronica de
varredura possibilitaram a visualizagfo ¢ digitalizacdo de imagens dos conidios germinando e
formando apressorios sobre a superficie de folhas de tangerina ‘Ponkan’ e tangor ‘Murcott’
(Figuras 15 a 18). Foi possivel verificar que todos os isolados testados comportam-se
semelhantemente penetrando a superficie da folha do hospedeiro, e que apesar das hifas e tubos
germinativos crescerem muito proéximos e até passarem vdrias vezes sobre os estdOmatos, poucas
vezes ocorreu penetracdo pelas aberturas estomaticas. A penetragdo do patdogeno no hospedeiro
ocorreu, em sua grande maioria, apos a formagdo de apressorios (Figuras 15 a 18). Os apressorios
formados, eram algumas vezes pequenos e delicados dificultando sua identificagfo, e outras, eram
bastante distintos facilmente visualizados, essas duas formas de apressérios foram visualizadas em

cada isolado testado.
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Figura 15 - Elétron-micrografia de varredura da germinagéo (A) e formag@o de apressorios (B) de
Alternaria alternata f. sp. citri (isolado 1) na superficie inferior de folhas de tangor

‘Murcott’

Figura 16 - Elétron-micrografia de varredura da germinago (A) e formag&o de apressorios (B) de
Alternaria alternata f. sp. citri (isolado 2) na superficie inferior de folhas de tangerina

‘Ponkan’
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Figura 17 - Elétron-micrografia de varredura da germinagéo (A) e formagdo de apressorios (B) de
Alternaria alternata f. sp. citri (isolado 3) na superficie inferior de folhas de tangor

‘Murcott’

Esporos

Figura 18 - Elétron-micrografia de varredura da germinagfo (A) e formagdo de apressorios (B) de
Alternaria alternata f. sp. citri (isolado 4) na superficie inferior de folhas de tangerina

‘Ponkan’
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3.24 Discussio

Os conidios dos isolados de Alternaria alternata f. sp. citri germinam numa amplitude de
temperatura, variando de 10 a 35 °C, entretanto, 10 °C foi a mais limitante & germinagfo do fungo.
A faixa favoravel de temperatura para a germinacgio do fungo varia de 20 a 30 °C e, & medida que
aumenta o periodo de exposi¢do do fungo a umidade, a faixa de temperatura também aumenta
para a maioria dos isolados, variando entre 15 a 35 °C. Porém, quando o fungo foi exposto ao
periodo de molhamento de 48 horas, a faixa de temperatura favoravel 4 germinagio diminuiu para
todos os isolados testados. Entretanto, se considerada apenas uma variavel climatica como fator
limitante para a germinacdo dos isolados, a temperatura é mais limitante.

A importdncia da umidade na infec¢fio por Alternaria, também foi analisada por
Sawamura (1972 apud ROTEM, 1994), que observou que 4. alternata f. sp. mali infecta folhas de
macieira com 3 h de molhamento, mas necessita de 48 h para infectar frutos. Para 4. macrospora
em algoddo, 4 h de molhamento bastam para infeccdo em cotilédones altamente suscetiveis,
porém um minimo de 6 h € preciso para infeccdo de folhas mais resistentes (BASHI et al., 1993
apud ROTEM, 1994). Para outros patdgenos, a exemplo de Magnoporthe grisea, agente causal da
brusone do arroz, a germinagfio de conidios e a formagfio de apressdrios ocorreram na supetrficie
de folhas de arroz na presenga de gotas de 4gua numa grande amplitude de temperaturas (10 a 33
°C), com 6timo para a germinagfo entre 25 e 28 °C e para a formagfo de apressorios entre 16 e 25
°C (SUZUKI, 1969). Para Alternaria alternata f. sp. citri as infecgdes podem ocorrer quando a
temperatura média € superior a 15 °C, sendo necessario que o tecido da planta permanega
molhado por muitas horas, ¢ 2 medida que a temperatura aumenta, o numero de horas com agua
livre necessario é menor, situando-se o 6timo de temperatura para que ocorra a infec¢io em torno
de 25 °C com, ao menos 8 horas de agua livre sobre a planta (CIVERA, 2004).

Timmer (1999), em experimentos realizados nos Estados Unidos, verificou que as
condicdes ambientais favoraveis & infec¢do foliar ocorrem com periodos de molhamento
superiores a 8 horas e temperaturas entre 20 ¢ 30 °C. Porém, a temperatura 6tima para que ocorra
infecgéo foliar por Alternaria alternata f. sp. citri, esta entre 20 a 27 °C, podendo variar de acordo
com a area geografica (TIMMER; SOLEL; OROZCO-SANTOS, 2000). Ainda segundo os
mesmos autores, embora ocorra infecciio a partir de 8 horas de molhamento, os periodos de
umidade sobre a folha, menores que 10 a 12 horas resultam em baixos niveis de infec¢fo. Solel e

Kimchi (1998) observaram que para temperaturas inferiores a 17 °C, extensos periodos de
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molhamento (superiores a 24 horas) sdo necessarios para que ocorra infec¢do, enquanto a
temperatura 6tima para a expansfo da leséio foi entre 20 e 25°C.

Entretanto, em razio da caréncia de dados, nfo foi possivel analisar conclusivamente qual
varidvel ambiental mais influencia a incidéncia da doenca, sugerindo-se futuros estudos. Canihos;
Peever ¢ Timmer (1999), em trabalho realizado com folhas novas, destacadas de tangelo
‘Minneola’, verificaram que o periodo de molhamento nfo parece ser muito restritivo ao
desenvolvimento da doenga, ja que 4 horas de molhamento foram suficientes para a infecgéo,
sendo a temperatura 6tima encontrada pelos autores de 27 °C. Vérios pesquisadores tém chegado a
diferentes conclusdes sobre a temperatura ideal a infec¢fio de fumo por A. alternata:. Stavely e
Main (1970 apud ROTEM, 1994) relatam temperatura 6tima de 20 °C, Ramm e Lucas (1962 apud
ROTEM, 1994) de 25 °C e Riley (1949 apud ROTEM, 1994) de 30 °C. A relagfo entre infecgdo e
condi¢des ambientais é Util em programas de sistema de avisos de doenca, que t€ém por propdsito
determinar o momento ideal para pulverizacdes de fungicidas em campo. No sistema de avisos
Alter-Rater, dias com molhamento foliar acima de 10 h e temperaturas entre 20 a 28 °C
proporcionam mais infeccdo de A. alternata f. sp. citri, do que dias com menores horas de
molhamento e temperatura acima de 28 °C ou abaixo de 20 °C (TIMMER, 2003), diferindo dos
dados obtidos nesse trabalho, onde 8 h de molhamento dependendo do isolado proporciona 80%
de incidéncia a 20 ou a 25 °C.

Nas andlises de imagens de microscopia eletrdnica de varredura das folhas inoculadas com
os isolados do fungo foi possivel verificar que todos os isolados possuem comportamento
semelhante, havendo formag#o de apressérios € poucas penetracles via estomato. Entretanto, na
maioria das vezes em que um tubo germinativo ou uma hifa passava sobre um estdmato, néo
houve penetragfo. Pegg (1966 apud CANIHOS; PEEVER; TIMMER, 1999), ao examinar folhas
com manchas de 24 horas de idade, também concluiu que o tubo germinativo nfio havia crescido
em nenhuma dire¢do particular na superficie foliar e, em muitos casos, pareciam ter crescido
sobre as aberturas estomaticas sem que houvesse penetragéio, porém, o autor verificou que néo
havia penetragfio por A. alternata f. sp. citri dentro da folha. Noronha (2002), verificou que a
formac#o de apressorios de Guignardia citricarpa, agente causal da pinta preta em citros, sobre
folhas destacadas de limdo ‘Siciliano’ variaram em forma e tamanho, entretanto o tubo
germinativo quando longo, apresentava apressorio menor que quando o tubo germinativo era

curto.
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33 Consideracoes Finais

A ampla faixa de temperatura favoravel a germinago dos conidios de Alternaria alternata
f. sp. citri indica que a ocorréncia da doenga deve ser muito freqiiente e que as regides produtoras
de tangerinas ¢ seus hibridos estdo dentro da amplitude térmica favoravel ao fungo. Assim, a
doenca ocorre em qualquer época do ano, sendo mais influenciada pela disponibilidade de in6culo
que pelo clima. Portanto, tornam-se indispensaveis para o controle da doenga medidas de manejo
que visam a redugfo do indculo em campo, como a retirada € queima de ramos doentes, além de
evitar excesso de adubagio nitrogenada e de irrigag#o.

O sistema de avisos Alter-Rater possui condi¢gdes climaticas diferentes daquelas
encontradas no presente trabalho para a infec¢o do patdgeno. Entretanto, sugere-se mais
pesquisas a campo para complementar os resultados obtidos neste trabalho, antes de rejeitar

efetivamente a utilizagfio do sistema no Brasil.
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