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RESUMO

SILVA, G.A.C. Identificagdo molecular de Alternaria spp. na cultura da batata.
2020. 100 f. Dissertacao (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegdcio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegocios,

Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, Séo Paulo 2020.

Causada por fungos do género Alternaria, a pinta preta € uma das principais
doencas da cultura da batata. O uso de fungicidas € uma das medidas de controle mais
utilizadas para o seu manejo. Diante da crescente severidade apresentada pela doenca
em nossas condicOes de cultivo, o presente trabalho tem por objetivo: isolar e identificar
com base no sequenciamento de DNA as espécies de Alternaria associadas a cultura da
batata nas regides Sul e Sudeste do Brasil. Material vegetal apresentando sintomatologia
tipica de pinta preta foi coletado em sete estados onde ocorre a producdo de batata pelo
Brasil. Os isolados obtidos tiveram a regido ITS e 0 gene da calmodulina amplificados
por PCR, seguido de sequenciamento e compara¢do com sequéncias depositadas no
GenBank. Foram identificadas as espécies A. alternata, A. arborescens e A. grandis. Os
resultados mostraram a predominancia de Alternaria grandis como agente causal da
pinta preta da batateira em diferentes regides produtoras do Brasil. Outras espécies de
Alternaria associadas a doencas foliares em batata aumentam a complexidade do que se
conhece, podendo dificultar ainda mais 0 manejo da doenga.

PALAVRAS-CHAVE: Pinta preta. Bataticultura. Solanum tuberosum. PCR. Extragao
DNA.



ABSTRACT

SILVA, G.A.C. Molecular identification of Alternaria spp. in potato crop.
2020. 100 f. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegocio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegacios,

Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de S&o Paulo, S&o Paulo 2020.

Caused by fungi of the genus Alternaria, the early blight is one of the main
diseases of the potato crop. The use of fungicides is one of the most used control
measures for their management. In view of the increasing severity presented by the
disease in our growing conditions, the present work aims to: isolate and identify, based
on DNA sequencing, the Alternaria species associated with potato cultivation in the
South and Southeast regions of Brazil. Vegetable material showing typical early blight
symptoms was collected in seven states where potato production occurs in Brazil. The
isolates obtained had the ITS region and the calmodulin gene amplified by PCR,
followed by sequencing and comparison with sequences deposited on the GenBank. The
species A. alternata, A. arborescens and A. grandis were identified. The results showed
the predominance of Alternaria grandis as a causal agent of the early blight of potato in
different producing regions of Brazil. Other species of Alternaria associated with leaf
diseases in potatoes increase the complexity of what is known, which may make the

management of the disease even more difficult.

KEYWORDS: Early blight. Potato crop. Solanum tuberosum. PCR. DNA extraction.
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1. INTRODUCAO

Devido ao grande valor nutricional e alto rendimento, a cultura da batata
(Solanum tuberosum L.) tem grande importancia econémica e social em diversos paises
do mundo, onde essa cadeia produtiva assume caracteristicas empresariais bem
definidas, com avancos tecnoldgicos constantes e gerenciamento avancado de todo o
processo produtivo (TOFOLI, MELO, DOMINGUES, 2012).

Dentre os diversos fatores que limitam a producdo de batata, podem-se destacar
as pragas e as doencas, as quais se estabelecem nas plantas quando as condig¢des
ambientais sdo favoraveis. Causada por fungos do género Alternaria, a pinta preta é
uma das principais doencas da bataticultura. Altamente destrutiva, de rapido ciclo de
desenvolvimento, alta adaptabilidade e extrema severidade, a doenca é responsavel pela
perda de milhares de toneladas de batata anualmente, tanto no Brasil quanto no mundo.

De grande importancia mundial, a pinta preta ocorre com maior frequéncia em
areas subtropicais e tropicais, podendo causar danos variando de 6 a 100% na producao,
caso ndo sejam adotadas pulverizacBes ou as epidemias se iniciem precocemente
(TOFOLI, DOMINGUES, ZANOTTA., 2017; NAZARENO; JACOUD FILHO, 2003;
VAN DER WAALS; KORSTEN; AVELING, 2001; FRY, 1994). A pinta preta tem
crescido em importancia, principalmente na Europa, causando perdas consideraveis na
producdo. Alguns autores atribuem esse aumento de importdncia da doenca as
mudancas climaticas, decorrentes do aquecimento global. (KAPSA, 2009; SCHULLER,;
HABERMEYER, 2002).

As principais caracteristicas da pinta preta sdao diminuicdo de vigor , reducdo da
area foliar e quebra de hastes e, consequentemente, queda de producdo da planta.
Periodos quentes e Umidos sdo ideais para o desenvolvimento da doenca e a mesma
torna-se mais agressiva a partir da fase de formacdo e crescimento dos tubérculos
(TOFOLI et al., 2015; WALE et al., 2008).

Os sintomas aparecem primeiramente nas folhas mais velhas e em seguida
evoluem para as partes mais jovens da planta. Nas folhas, a doenca se expressa
atraves de lesdes necrdticas, pardo-escuras ou negras, com caracteristicos anéis
concéntricos e bordos bem definidos (DIAS; IAMAUTI, FISCHER, 2016).
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Plantas debilitadas e mal nutridas sdo mais pré-dispostas a pinta preta. Niveis
adequados de matéria organica no solo e nutrientes como nitrogénio e magnésio podem
reduzir a severidade da doenca (TOFOLI; DOMINGUES, 2004).

Uso de sementes certificadas, plantio de cultivares com algum nivel de
resisténcia, eliminacdo de restos culturais no solo, evitar plantio em &areas umidas e
sujeitas a neblina e controle de plantas daninhas sdo algumas das formas de combate da
pinta preta na atualidade (TOFOLI et al., 2013a; STEVENSON et al., 2008).

Atualmente no Brasil, ndo h& cultivares comerciais de batata altamente
resistentes a pinta preta, o que torna a utilizacdo de fungicidas essencial para que se
possa obter niveis competitivos de produtividade. Com o objetivo de prevenir e retardar
a evolucdo da doenca no ciclo de desenvolvimento da cultura, os fungicidas sdo
aplicados e atuam como peca fundamental no combate a doenca. Fatores como
suscetibilidade da cultivar, escolha do fungicida adequado, tecnologia de aplicacéo,
entre outros, sio responsaveis pelo éxito no uso dos fungicidas (TOFOLI et al., 2013b).

Os fungicidas desempenham um papel decisivo no controle da pinta preta.
Eficacia, modo de acdo, risco de resisténcia, efeitos colaterais, aspectos
econdmicos e sociais e legislacdo sdo fatores que devem ser tecnicamente
considerados em programas de manejo que visem a sustentabilidade da cadeia
produtiva da batata (TOFOLI et al , 2016).

Até recentemente a espécie Alternaria solani era relatada como o agente
etioldgico da pinta preta da batata no Brasil (LOURENCO JR. et al., 2009). Entretanto,
Rodrigues (2009) encontrou somente Alternaria grandis em cultivos de batata nos
estados de MG, PR e GO e no DF. Estudo de Peixoto (2015) também identificou
somente A. grandis afetando batateiras nos estados de RS, SC, GO, SP, CE e BA e no
DF.

O entendimento da dindmica populacional dos fungos do género Alternaria ao
longo dos anos permitird um melhor embasamento para o desenvolvimento e a adogdo
de estratégias de manejo da doenca, no auxilio ao desenvolvimento de cultivares

resistentes a pinta preta e na aprimoracgéo da eficiéncia dos métodos de controle.
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2. OBJETIVOS

- Isolar espécies de Alternaria associadas a cultura da batata nas regides Sul e Sudeste
do Brasil;

- Identificar com base no sequenciamento de DNA, as espécies de Alternaria associadas
a cultura da batata nas regides Sul e Sudeste do Brasil.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. A Batata e sua Importancia

O fécil cultivo, grande rendimento e alto valor nutricional fazem da batata uma
das principais culturas presentes na alimentacdo humana. De acordo com o International
Potato Center (2019), a batata é o terceiro alimento mais consumido no mundo, atras do
arroz e trigo.

Rica em carboidratos, vitaminas do complexo B e C, fésforo, potéssio, proteinas
de boa qualidade, fibra alimentar e outros nutrientes, a batata tem suma importancia na
alimentacdo de milhGes de pessoas no mundo (TOFOLI, 2013b; BANDINELLLI, 2009).

A batata, Solanum tuberosum L., € origindria dos Andes (América do Sul) e
possui mais de 4.000 variedades comestiveis cultivadas em mais de 100 paises
(INTERNATIONAL POTATO CENTER, 2019).

A batateira (Figura 1) é uma herbacea anual, eudicotileddnea, da familia
Solanaceae, género Solanum, o qual possui mais de 2.000 espécies das quais pouco
mais de 150 sdo produtoras de tubérculos. Apresentando caules aéreos, herbaceos e
clorofilados, angulosos, ramificados, de disposicao ereta, aberta ou prostrada, a batateira
pode alcancar até 60 cm de altura e coloracdo verde ou arroxeada. As folhas sdo
compostas por trés ou mais pares de foliolos laterais, um foliolo terminal e alguns
rudimentares ou terciarios. Variando em funcdo da cultivar, os foliolos podem diferir
quanto ao formato, nimero, coloracdo e tamanho. Pentameras e hermafroditas, as flores
apresentam-se reunidas em inflorescéncias no topo da planta e podem apresentar
coloracdo branca, arroxeada, azulada ou rosada. Os frutos sdo verdes, amarelos ou
violeta, do tipo baga, com sementes. O sistema radicular é delicado, superficial, com
raizes concentradas nos primeiros 50 cm de profundidade. Além das hastes aéreas, as
plantas de batata apresentam outros dois tipos de caule: os estdldes, que se desenvolvem
horizontalmente e os tubérculos, que se formam nas extremidades dos estoldes
FORTES; PEREIRA, 2003).
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Figura 1. Ilusfréééb de uma planta de batata. Fonte: Adaptado
de CIP, 20109.

Atualmente, a cadeia produtiva da batata assume caracteristicas empresariais
bem definidas, com constantes avancos tecnoldgicos e no gerenciamento do processo
produtivo (TOFOLLI, 2011).

De acordo com dados do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica -
2020), os Estados de Minas Gerais, S8 Paulo, Parand e Rio Grande do Sul sdo

responsavies por quase 89% da producdo nacional de batata (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo (em porcentagem - %) por
regido, da producdo de batata em 2020 no Brasil.
Fonte: IBGE, 2020.

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica (2020), no Brasil
foram registrados 125.824 hectares de area colhida de batata, com uma producdo de
3.820.405 toneladas. Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the
United Nations - FAO (2020), o Brasil ocupa o 21° lugar na lista de paises produtores
de batata. Na América do Sul, o Brasil se destaca como o segundo maior produtor de
batata com 3.688.029 toneladas, ficando atrds somente do Peru que produz 5.121.110
toneladas (FAO, 2020).

Mundialmente, em 2018, a producéo total de batata foi 368.247.077 toneladas
em 17.580.072 hectares. O continente que mais produz é a Asia, sequida pela Europa,
Africa, América do Norte, América do Sul, América Central e Oceania (Tabela 1)
(FAO, 2020).
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Tabela 1. Distribuicdo mundial da producéo de batata por continente

no ano de 2018.

Continente Porcentagem (%)

Asia 51,25

Europa 28,56

América do Norte 7,17

Africa 7,07

América do Sul 4,71

América Central 0,78

Oceania 0,46

Fonte: (FAO, 2020)

Dentre 0s 24 paises que mais produziram batata em 2018 (Tabela 2), a lideranca
fica com a China (24,52%), seguida pela India (13,17%), Ucrania (6,11%), Russia
(6,08%) e Estados Unidos da América (5,59%), enquanto o Brasil ocupa a 212 posi¢édo
com aproximadamente 1% da producéo (FAO, 2020).

Ao analisarmos a Tabela 2 por rendimento (kg.ha'), observamos que a
classificacdo muda (Tabela 2), com os Estados Unidos (= 49,7 kg.ha™), Bélgica (= 47,5
kg.ha), Alemanha (= 46, 7 kg.ha*), Holanda (= 43,1 kg.ha™) e Reino Unido (= 39,3
kg.ha™), liderando o ranking. A China cai para a 212 colocagdo com um rendimento de
aproximadamente 18,7 kg.ha®, enquanto o Brasil sobe para a 113 com
aproximadamente 31,1 kg.ha™* (FAO, 2020).

A Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU) decretou o ano 2008 como o Ano
Internacional da Batata, devido ao seu carater universal e seu alto potencial de auxilio
no combate a fome no mundo (PEREIRA , 2008).

Como base da alimentacdo de mais de um bilhdo de pessoas, estima-se que 0
consumo per capita de batata na Europa seja de 86 kg/ano, nos Estados Unidos de 24
kg/ano e no Brasil de 13-17 kg/ano. Fatores como poder aquisitivo, regido e aspectos
culturais afetam diretamente esses nimeros (GODOY; SCOTTI; BUENO, 2003).
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Tabela 2. Ranking dos 24 maiores paises produtores de batata, no ano de 2018,
classificados por producdo (ton) e por rendimento (kg/ha).

Pais Area(ﬁ::)lhlda Pr?tc;l)trjl();ao Ranking Rer(lg é r/r;}e)nto Ranking
China 4813542 90321442 1° 187640 21°
india 2151000 48529000 2° 225611 16°
Ucrania 1319900 22503970 3° 170498 24°
Russia 1313495 22394960 4° 170499 23°
Estados 414115 20607342 5e 497624 1°
Unidos
Bangladesh 477419 9744412 6° 204106 19°
Alemanha 252200 8920800 7° 353719 6°
Franca 199886 7870973 8° 393773 3°
Polbnia 297484 7478184 9° 251381 14°
Holanda 164689 6029734 10° 366129 4°
Belarus 271772 5865123 11° 215810 18°
Canada 134102 5790838 12° 431823 2°
Ird 164410 5321188 13° 323653 10°
Peru 323092 5121110 14° 158503 25°
Reino Unido 140000 5028000 15° 359143 5°
Egito 176670 4896476 16° 277154 13°
Argélia 149665 4653322 17° 310916 12°
Paquistao 193992 4591776 18° 236699 15°
Turquia 135904 4550000 19° 334795 8°
Cazaquistao 192326 3806992 20° 197945 20°
Brasil 118297 3688029 21° 311760 11°
Coldmbia 141299 3107580 22° 219929 17°
Nepal 195268 3088000 23° 158142 26°
Bélgica 93331 3045443 24° 326306 9°
Roménia 173296 3022758 25° 174427 22°
Uzbequistéo 86443 2911933 26° 336862 7°
TOTAL 17580072 368247077 - 209468 -

Fonte: (FAO, 2020)

Nas ultimas décadas, a producdo de batata vem passando por mudancas
significativas no cenario mundial. Reducdes de produtividade na América do Norte e
Europa tém sido acompanhadas por aumentos notaveis na producdo em paises em
desenvolvimento, como India e China (FAO, 2020). Na América Latina, a producio de
batata aumentou cerca de 80% nos ultimos 30 anos. Inimeros fatores técnicos e
comerciais apontavam o Brasil, Argentina e Colémbia como centros de produgdo onde
aumentos substanciais, tanto de producdo quanto de produtividade, deveriam ocorrer
nas décadas seguintes (FERREIRA et al., 2008). Entretanto, entre 2009 e 2018, a

23



producdo total anual manteve-se entre 3,5 e 4,0 milhGes de toneladas, com gradativa
reducdo da area cultivada de 140 mil ha para 120 mil ha (IBGE, 2020).

A producdo nacional ocorre em trés épocas de cultivo, denominadas safra das
aguas (colheitas de dezembro a marc¢o), da seca (colheitas de abril a julho) e de inverno
(colheitas de agosto a novembro). O periodo de plantio dessas safras varia em fungéo da
regido e da variedade da batata a ser plantada, porém estdo sempre concatenadas, sendo
que cada regido desenvolve dois cultivos predominantes (ZANOTTA, 2019;
WATANABE, 2013; FILGUEIRA, 2003).

Apesar da enorme importancia para o agronegécio mundial, a cultura da batata
estd sujeita a fatores ambientais e sanitarios que limitam a sua producdo, dentre os
fatores fitossanitarios destacando-se as pragas e as doencas.

Diversas doencas fungicas que afetam o desenvolvimento da batateira e que
podem causar impactos sobre a producdo ja foram descritas, dentre elas as principais
sdo requeima (Phytophthora infestans), pinta preta (Alternaria spp.), rizoctoniose
(Rhizoctonia solani), sarna prateada (Helminsthosporium solani), sarna pulverulenta
(Spongospora  subterranea), podriddo seca (Fusarium spp.) e olho pardo
(Cylindrocladium clavatum) (FILGUEIRA, 2008; DIAS; IAMAUTE, FISCHER, 2016).

A pinta preta é a segunda doenca da batata em importancia no Brasil, perdendo
apenas para a requeima (NOSSLLALA, 2017).

3.2. Pinta preta

A pinta preta, causada por fungos pertencentes ao género Alternaria é conhecida
em outros idiomas por “alternaria blight”, “dry blight of potato and tomato”, “potato
early blight”, “tomato early blight”, “tomato target spot” em inglés; “alternariosis de la
papa y tomate”, “tizon temprano”, “tizon temprano de las papas” em espanhol;
“alternaria des solanacées”, “alternariose de la chicoree”, “alternariose de la pomme de
terre et de la tomate”, “brulure alternarienne de la pomme de terre”, brulure
alternarienne de la tomate”, “taches foliaires larges” em francés; e
“blattfleckenkrankheit: tomate”, “blattfleckenkrankheit: kartoffel”, “hartfacule:
kartoffel” em alemao (CABI, 2019).

24



Trata-se de uma das principais doengas da bataticultura, sendo Alternaria um
patdégeno extremamente agressivo, podendo destruir uma plantacdo de batata em uma
semana (SOUZA DIAS, et al., 2016).

Favorecida por temperaturas variando entre 22 e 32° C e alternancia de periodos
secos e Umidos, a pinta preta é considerada uma doenca de importadncia mundial.
Ocorrendo com maior frequéncia em &reas tropicais e subtropicais, podendo causar
danos variando de 6 a 100% na producéo, caso medidas de controle ndo sejam adotadas
ou a epidemia se inicie precocimente (TOFOLI, DOMINHUES, ZANOTTA, 2017,
NAZARENO; JACOUD FILHO, 2003; VAN DER WAALS; KORSTEN; AVELING,
2001; FRY, 1994).

A doenca também tem crescido em importancia na Europa e causado perdas
consideraveis na producdo. Alguns autores atribuem a essa crescente importancia da
pinta preta a mudancas no clima causado pelo aquecimento global (TOFOLI,
2011;KAPSA, 2009; SCHULLER; HABERMEYER, 2002).

Além da batatateira, os fungos do género Alternaria estdo associados a outros
cutivos com enorme importancia comercial, tais como: tomateiro (Solanum melongena
L.), pimentdo (Capsicum annuum L.), berinjela (Solanum melongena L.), tabaco
(Nicotiana tabacum L.). Além de algumas plantas invasoras como: Maria-Pretinha
(Solanum americanum L.), fisalis (Physalis spp.), Solanum spp. entre outras (TOFOLI;
DOMINGUES; ZANOTTA, 2017).

A pinta preta € caracterizada pela reducdo prematura da area foliar, quebra das
hastes, queda de vigor da planta, redu¢do da produtividade e da qualidade dos tubérulos.
O aumento da suscetibilidade a doenca estd geralmente associado a maturidade dos
tecidos, florescimento e periodo de formacdo e crescimento dos tubérculos. A maior
demanda de nutrientes e fotoassimilados exigidos pela tuberizacdo tornam as folhas
maduras mais vulneraveis a doenca (TOFOLI; DOMINGUES; ZANOTTA, 2017).

Os sintomas da pinta-preta em folhas sdo caracterizados por manchas necroticas,
circulares, elipticas ou angulares, pardo-escuras, isoladas ou em grupos, com a presenca
de anéis concéntricos, bordos bem definidos, podendo apresentar ou ndo halos
amarelados ao seu redor (Figura 3). O aumento da intensidade da doenca no campo
ocorre tanto pelo surgimento de novas lesGes, como pela expansdo das mais velhas, que
podem coalescer destruindo todo o limbo foliar. As lesdes em hastes e peciolos podem
surgir em plantas adultas e caracterizam-se por serem pardas, alongadas, deprimidas,

apresentando ou ndo halos concéntricos. Nos tubérculos as lesdes sdo escuras, de
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formato irregular, deprimidas e tendem a provocar podriddo seca (TOFOLI;
DOMINGUES; ZANOTTA, 2017).

A dispersdo de Alternaria spp. ocorre principalmente pelo plantio de sementes
infectadas, acdo de ventos, agua de chuvas e irrigacdo, circulacdo de pessoas e
equipamentos agricolas contaminados (TOFOLI; DOMINGUES; ZANOTTA, 2017).

Figura 3. Sintomas de pinta preta em batata. A - D) sintoma de pinta preta na parte adaxial
das folhas; E) sintoma de pinta preta no campo; F) sintoma de pinta preta em tubérculos de
batata. Fotos Jesus G. Téfoli

O patdgeno pode sobreviver de um plantio para outro em restos de cultura,
plantas alternativas e voluntarias da familia das solanaceas). O fungo também sobrevive
em maquinario agricolas, estacas, caixas usadas ou mesmo nas sementes e pode
permanecer viavel no solo na forma de micélio, esporos ou clamiddsporos
(NOSSLLALA, 2017; RODRIGUES; MIZUBUTI, 2009; KEMMITT, 2002).

26



As  lesdes  sdo
circulares  quando
} em hastes ou entre
nervuras das folhas
e angulsres quando
margesadss pelas
nervuras

Adoencs
desenvoive
ns prmeirs
folhs
expandids
proxims 80
solo.

O conidio germina ns presenca de
4gus kvre 2 penetram dirstamente
pelos tecidos ou por meio de
estomstos, lenticelss ou ferimentos.

Multipios ciclos
por estagdo

\’ /

Dispersos pelo
vento e pels

Ciclo secundario - indcuio
proveniente da vzinhanca.

P Prevsiece em
tecidos

senescentese

plantasem

estado de

stress

Os esporos sio produzidos
em plantas nfestadss,
daninhas, hospedeiras,
matéria orgénics e detritos
com tempersturss entre 23-
32°C. A esporulagio ¢
favorecids pels sitemancis de
periodos Umidos e secos.

= am’

. Eoa Os tubéreculos sdo inoculados durante a
O patdgeno sobrevive em tubérculos

. coheits & formam lesdes crculsres.
infestados com conidios, solo ns forma de
S g escurss e deprmidss.
micelio e detntos de piantss,

Figura 4. Ciclo da doenca pinta preta (Alternaria spp.). Fonte: Adaptado de
Wharton; Kirk, 2012.

Os esporos sdo dispersos pela agua e vento, principalmente. As condicdes
ambientais de temperaturas quentes (22 a 32°C) e alta umidade sdo consideradas ideais
para a infeccdo. Na presenca de umidade e em temperatura de 28 a 30°C, os conidios
germinam em aproximadamente 40 minutos. A infec¢éo dos tubérculos ocasionalmente
ocorre através de ferimentos na superficie do tubérculo (Figura 4). O tempo entre 0
inicio da infeccdo e o aparecimento de sintomas nas folhas depende das condicGes
ambientais, idade da planta e da suscetibilidade da cultivar (KEMMITT, 2002).

3.3. Os agentes causais da pinta preta

Acreditava-se que a pinta preta da batateira era causada exclusivamente pelo
fungo Alternaria solani Sorauer (ROTEM, 1994). Descrito pela primeira vez por Ellis e
Martin em 1882 e denominado de Macrosporium solani, nome que foi substituido em
1933 por Wiltshire por Alternaria solani Sorauer (FANCELLI, 1991). Depois, mais
duas espécies de Alternaria mostraram estar associadas a batata e tomate, A. grandis e
A. linariae (sin. A. tomatophila), respectivamente (SIMMONS, 2000).
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No mundo, oito espécies de Alternaria j& foram relatadas causando doencgas em
folhas de batata. A. solani foi considerado o principal agente causador da pinta preta na
batata, por diversos autores (TOFOLI, 2011; KAPSA, 2009; STEVENSON; KIRK;
ATALLAH, 2008; DIAS; IAMAUTI, 2005; NAZARENO; JACOUD FILHO, 2003;
VAN DER WAALS et al., 2004; VAN DER WAALS; KORSTEN; AVELING, 2001).
No entanto, a doenca também pode estar associada a outras espécies do género, como
Alternaria alternata (CWALINA-AMBROZIAK; BOGUCKA, 2012; ARDESTANI et
al. , 2010), Alternaria grandis (RODRIGUES et al., 2010; SIMMONS, 2007),
Alternaria tomatophila, Alternaria cretica, A. interrupta (TAHERI et al., 2009), A.
tenuissima, A. dumosa, A. arborescens e A. infectoria (ARDESTANI et al. , 2010).

Conhecida ha algum tempo no Brasil, A. alternata ja estd bem estabelecida nas
nossas condic¢des de cultivo em diferentes culturas. Em batata, as espécies A. solani e A.
grandis tém sido associadas a pinta preta com maior frequéncia (RODRIGUES et al.,
2009; BOITEUX; REISFCHNEIDER; 1994).

O género Alternaria pertence ao grupo dos fungos mitospéricos. A determinacgéo
taxonbmica de espécies de Alternaria é baseada principalmente na morfologia dos
conidios (CARDOSO, 2010). De acordo com Simmons (1997), as espécies sdo
caracterizadas pela formacdo de conidios multicelulares, grandes, com septos
longitudinais e transversais, ovoides ou obclavados, escuros e com bicos filamentosos.
A correta identificacdo das espécies tem sido muito problemética uma vez que toda
Alternaria de esporos grandes encontrada em solaniceas € comumente identificada
como A. solani. Essa suposicdo mudou em 2000, quando Simmons distinguiu 22
espécies de Alternaria com base na morfologia (WOUDENBERG et al., 2014).

De maneira geral, ndo se observa diferencas sintomatoldgicas significativas
entre as espécies A. alternata, A. solani e A. grandis, porém essas diferem em relagéo ao
tamanho e morfologia dos conidios. Os conidios de A. solani sdo geralmente
individuais, ovais, podendo apresentar variagdes longas, curtas, largas e estreitas. Os
conidios com bico Unico sdo longos, ovoéides ou elipsdides com comprimento de 109-
115 pum e largura entre 18-26 um e um bico de 80-118 um. Conidios com dois bicos
podem atingir tamanhos de 80-106 um e 16-21 um de largura, acrescido de um bico
inicial 58-88 um de comprimento e um segundo bico 64-88 um. Apresentam coloracao
palha, parda, marrom-olivaceo ou ouro claro, com 7 a 11 septos transversais e poucos

ou nenhum, longitudinais. Os conidios sdo inseridos em conidiéforos septados retos ou
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sinuosos que ocorrem isolados ou em grupos, que apresentam 6 a 10 um de diametro e
100 a 110 pm de comprimento e coloracdo idéntica aos conidios (TOFOLI, 2011;
SIMMONS, 2007). A. alternata apresenta conidios em forma de clava ou péra
invertidos, ovdides ou elipsoides, formados em longas cadeias, com bicos curtos,
cilindricos ou conicos, e comprimento inferior a um terco do corpo, possui até oito
septos transversais e varios longitudinais ou obliquos (SIMMONS, 2007). A. grandis
possui conidios com morfologia semelhante A. solani, porém com dimensdes 50 a 100
% maiores (RODRIGUES; MIZUBUTI, 2009). Os conidios com bico unico séo longos,
ovoides ou elipsdides com comprimento de 141-192 um e largura entre 26-38 um e um
bico de 160-200 um. Conidios com dois bicos possuem corpos na faixa de 128-198 um
e 24-30 um de largura, acrescido de um bico inicial 99-160 um de comprimento e um
segundo bico de 64-88 um (SIMMONS, 2007).

A ocorréncia das trés espécies pode variar em funcdo da localidade. Na Europa
observa-se que a doenca é causada pelo complexo A. solani e A. alternata, enquanto que
nos Estados Unidos prevalece A. solani. No Brasil, os estudos mais recentes indicam
predominancia de A. grandis a pinta preta da batateira (TOFOLI, DOMINGUES,
ZANOTTA., 2017, LATORSE et al., 2010; HAUSLADEN; LEIMINGER, 2009;
LOURENCO JR et al., 2009; RODRIGUES; MIZUBUTI, 2009).

Taofoli, Domingues e Zanotta (2017) ressaltam que observagdes em campo tém
evidenciado que as epidemias de A. solani iniciam-se a partir dos 40 a 45 dias apos a
emergéncia, nas folhas mais velhas, evoluindo posteriormente para as mais novas. Em
contrapartida, a doenca causada por A. grandis tende a ser mais severa e precoce
podendo destuir rapidamente toda a area foliar. Geralmente menos agressiva, A.
alternata € comumemnte encontrada em complexo com outras espécies ou associada a
tubérculos.

Como dito anteriormente, acreditava-se que a pinta preta era causada apenas por
A. solani Sorauer (ROTEM, 1994). Entretanto, Simmons (2000) através de estudos
morfol6gicos, mostrou que outras espécies do mesmo género também causam essa
doenca. Os mesmos resultados também foram confirmados por Frazer e Zitter (2003).

No Brasil, estudos recentes com a utilizacdo de marcadores moleculares,
constataram que A. grandis é a espéecie predominante que ataca a cultura da batata
(RODRIGUES, 2009). A menor ocorréncia de A. solani no Brasil pode ter como
possivel explicagdo o fato da A. grandis ser mais agressiva (CARDOSO, 2014).
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Cardoso (2010) constatou haver diferenca nas agressividades de A. tomatophila,
A. grandis e A. solani & batateira e ao tomateiro. Apesar de haver evidéncias de
preferéncia das populacdes brasileiras de Alternaria spp. as espécies hospedeiras, a
especificidade ndo € completa, ou seja, isolados das espécies que afetam o tomateiro
podem infectar batateira e vice-versa. Frazer e Zitter (2003) e Cardoso (2010) ressaltam
que isolados de A. tomatophila foram mais agressivos que isolados de A. solani quando
inoculados em folhas, peciolos e caules de tomateiro.

Essas diferencas de agressividade podem explicar o motivo do aumento da
ocorréncia de pinta preta, em diferentes regides produtoras, mesmo com a intensiva
aplicacdo de fungicidas. (CARDOSO, 2014).

A agressividade é definida pela quantidade de doenca produzida em uma dada
interacdo patdgeno-hospedeiro (CARDOSO, 2010; ANDRIVON, 1993). De acordo
com Pariaud et al. (2009), para estimar a agressividade de um patdgeno separa-se e
quantifica-se os elementos de caracteristicas quantitativas do ciclo de vida do patégeno.
Esses elementos sdo 0s componentes de agressividade, que correspondem aos
componentes epidemioldgicos, sendo 0s mais comuns periodo latente, periodo de
incubacdo, taxa de expansdo da lesdo, area da lesdo e frequéncia de infeccdo
(CARDOSO, 2010; CHACON et al., 2007; SUASSUNA et al., 2004; CARLISLE, et
al.,, 2002). Segundo Cardoso (2010), além das eventuais diferencas quanto aos
componentes epidemioldgicos associados a agressividade, também € possivel que haja
respostas diferenciais dos fungos do género Alternaria a variaveis ambientais e que
estas possam estar relacionadas a preferéncia por determinados hospedeiros, pois tomate
e batata costumam ser cultivados em locais com caracteristicas ambientais distintas.

O aumento da intensidade de epidemias de pinta preta em batata pode estar
relacionado com o aumento da gama de hospedeiros ou a maior agressividade das novas
espécies de Alternaria (CARDOSO, 2014).

Embora estudos de caracterizacdo morfoldgica, cultural e moleculares das novas
espécies de Alternaria ja tenham sido realizados, até o ano de 2000 somente A. solani
era considerada como agente causal da pinta preta em batata. No Brasil, o primeiro
relato de novas especies em batata e tomate ocorreu em 2009 (CARDOSO, 2010;
RODRIGUES, 2009).

Rotem (1994) destaca que o género Alternaria é um taxon grande, diversificado
e de grande importancia econémica. O fungo, mais especificamente, A. solani, pode

sobreviver em restos culturais, sobretudo devido a presenca de clamiddsporos
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(PATTERSON, 1991) e em outros hospedeiros (FANCELLI, 1991). Tofoli, Domingues
e Zanotta (2017) ressaltam que o género Alternaria pode sobreviver entre cultivos, em
hospedeiros suscetiveis e no solo na forma de micélio e/ou esporos. Os conidios
caracterizam-se por serem altamente resistentes a baixos niveis de umidade, podendo
permanecer viaveis por até dois anos nessas condigdes. Quando as condigdes ideais de
desenvolvimento aparecem, como umidade e calor, os conidios germinam e infectam as
plantas rapidamente. O fungo pode penetrar diretamente pela cuticula ou atraves dos
estdmatos. Apos a penetracao, os sintomas da doenca se tornam evidentes de 4 a 7 dias
apos o inicio da infeccao.

A disseminacdo de Alternaria spp. ocorre principamente pelo plantio de
sementes infectadas, acdo de ventos, aguas de chuva e irrigacao, circulacdo de pessoas e
equipamentos agricolas (TOFOLI; DOMINGUES; ZANOTTA, 2017).

3.4. Identificacdo molecular das espécies de Alternaria

A identificacdo das espécies de Alternaria normalmente se baseia em
caracteriacdo morfoldgica e cultural, ou seja, sdo observadas caracteristicas como cor,
tamanho, forma dos conidios e padrdes de esporulacdo. No entanto, este método ndo
tem sido suficiente para a identificacdo de espécies deste género devido basicamente a
alguns fatores tais como: baixo nimero de caracteres passiveis de serem analisados, alta
instabilidade e dependéncia da composicdo do meio utilizado para o crescimento da
cultura, condi¢des de incubacdo, além das variacdes intrinsecas ao patégeno (PERES et
al, 2003; SIMMONS, 2000; FUNGARO, 2000; SIMMONS; ROBERTS, 1993).

Métodos moleculares tém se mostrado como ferramentas poderosas em estudos
fitopatologicos. Essas técnicas se baseiam na anélise direta ou indireta da composi¢éo
ou na sequéncia dos &cidos nucléicos para identificacdo e caracterizacdo de organismos
e caracteristicas genéticas de interesse (MARQUES et al., 2002).

A PCR é uma das técnicas moleculares mais utilizadas. Iniciadores sdo
desenhados para anelar em regides especificas do DNA do organismo alvo,
desencadeando a producdode milhdes de cdpias de uma determinada regido e o DNA
amplificado pode ser observado por meio de eletroforese em gel de agarose ou
poliacrilamida.

Esta reacdo consiste em trés passos chave: a fase de desnaturacdo da dupla fita

de DNA em alta temperatura (94 a 96 °C); fase de anelamento, na qual o par de
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oligonucleotideos iniciadores se liga a sequéncia complementar na fita de DNA
(temperatura variavel de acordo com a composicdo dos iniciadores); e a fase de
extensdo da fita de DNA (72°C) (CHEN; JANES, 2002).

Existem diversas regides ou genes de fungos cujas sequéncias podem permitir
a distingdo entre espécies, tais como a regido ITS (internal transcribed spacer) entre 0s
genes ribossomais 18S e 26S, os genes “housekeeping” dabeta-tubulina, calmodulina,
histona, RNA polimerase B, gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase, que sdo 0s mais
utilizados . O sequenciamento de fragmentos de DNA é uma ferramenta muito utilizada
na identificacdo de espécies de Alternaria. A andlise de alguns genes tem mostrado
diferencas nas sequéncias, e essas diferencas sdo suficientes para distinguirmos as
espécies dentro do género.

Para o género Alternaria, as regides génicas mais comumentes utilizadas sdo a
ITS; Alta 1, que codifica a principal proteina alergénica do género; a GPD, que codifica
uma enzima essencial na via da glicolise e da gliconeogénese; calmodulina,
codificadora de proteinas que funcionam como sensores celulares de calcio (OZKILINC
et al., 2018; BESSADAT et al., 2017; PEIXOTO, 2015; GANNIBAL et al., 2014;
LAWRENCE et al., 2013; RODRIGUES et al., 2010a; BROETTO, 2010; WEITCHEL
et al., 2003).

Revisbes taxondmicas recentes dividiram o género Alternaria em 26 secdes
baseando-se em dados morfolégicos e, principalmente, moleculares (GRUM-
GRZHIMAYLO et al., 2015; WOUDENGERG et al., 2013; 2014;). Das espécies de
Alternaria que afetam a cultura da batata, A. solani, A. grandis e A. protenta estdo na
secdo Porri (com conidios médios a grandes e bicos longos) e A. alternata, A.
tenuissima e A. arborescens estdo na secdo Alternaria (maioria das espécies com
conidios pequenos e concatenados).

ComparagOes entre sequéncias de genes como ITS, mtSSU rDNA e GPG
permitiram a diferenciagdo entre Alternaria alternata e Alternaria brassicicola
(PRYOR; BIGELOW, 2003). Em 2003, Cramer e Lawrence conseguiram distinguir
Alternaria alternata e Alternaria brassicicola analisando o gene Alt a 1.

Rodrigues e colaboradores (2010) analisando sequéncias dos genes Alta 1 e
GPD conseguiram diferenciar Alternaria tomatophila e Alternaria grandis.

Em 2013, Brun e colaboradores conseguiram distinguir as espécies de
Alternaria dauci K., Alternaria porri E., Alternaria solani P. e Alternaria tomatophila

analisando as regides ITS, GPD e Alt a 1.Analisando sequéncias das regides Alt a 1,
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GPD e calmodulina, associado as caracteristicas morfoldgicas e associa¢do patdgeno-
hospedeiro, Gannibal e colaboradores (2014) identificaram as espécies Alternaria solani
e Alternaria tomatophila em batata e tomate, respectivamente, em cultivos na Russia.
Woudenberg e colaboradores (2014) identificaram 63 espécies de Alternaria dentro da
secdo Porri mediante analise filogenética das sequéncias concatenadas da regido ITS e
dos genes GPD, RPB2, TEF-la e¢ Alt a 1, associadas a estudos morfologicos e
caracteristicas culturais. As espécies A. tomatophila, A. subcylindrica e A. cretica,
agruparam-se em um mesmo clado sendo sinonimizadas com A. linariae. Alternaria
protenta, conhecida anteriormente como patdgeno de girassol, também foi relatada
como patogénica a batata, juntamente com A. grandis e A solani. Em estudo sobre a
secdo Alternaria, Woudenberg e colaboradores (2015) empregaram sequenciamento de
genomas completos de nove morfoespécies e transcriptomas de doze morfoespécies,
além de sequenciamento de nove regides/genes de 168 isolados de Alternaria,
encontrando somente onze espécies filogenéticas (A. alternata, A. gossypina, A.
longipes e outras) e um complexo de espécies A. arborescens que englobava quatro
morfoespécies que ndo puderam ser distinguidas pelos dados genéticos.

Levantamento das espécies de Alternaria que ocorriam em batata na Bélgica
foi realizada por Landschoot e colaboradores (2016) a partir de isolados obtidos entre os
anos de 2012 a 2014. Empregando sequenciamento de sete regides/genes, identificaram
da secdo Porri, as espécies A. solani, A. grandis, A. protenta, e da sec¢do Alternaria, as
espécies A. alternata e A. arborescens.

Nos EUA, levantamento realizado entre os anos de 2008 a 2011 em cultivos de
batata (TYMON; PEEVER, JOHNSON, 2016) mostrou que Alternaria de esporos
grandes (provavelmente A. solani) foi menos frequente que de esporos pequenos (A.
alternata/A. tenuissima, A. arborescens e A. arbusti). Colletotrichum coccodes também
foi isolado de folhas com lesbes necroticas. As espécies A. alternata/A. tenuissima nao
puderam ser distinguidas entre si mas foram diferenciadas de A. arborescens/A. arbusti
pela digestdo do produto de PCR OPA1-3 com a enzima Apal. A. arborescens foi
diferenciada de A. arbusti por sequenciamento do gene gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (G3PD). Este foi o primeiro relato de A. arborescens nos EUA e 0s
autores alertam que essa especie, assim como A. arbusti, podem estar sendo
erroneamente identificadas como A. alternata devido a morfologia semelhante. Em
outro estudo, Tymon; Cummings; Johnson (2016) demonstraram que A. solani ¢ mais

agressiva que A. arborescens e A. arbusti a diversas cultivares de batata. As duas
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espécies menos agressivas necessitaram de ferimento previamente a infeccdo para a

formacéo de lesoes.

3.5. Controle quimico da pinta preta e manejo da resisténcia

Devido a importancia da doenca como fator limitante a cultura da batata,
diferentes métodos de controle integrado sdo usados, como por exemplo, espacamento
adequado, utilizacdo de batatas-sementes sadias, cultivares menos suscetiveis, retirada e
destruicdo de plantas doentes, sendo estas da cultura ou voluntérias, eliminacdo de
restos de cultura e controle quimico (ZANOTTA 2019; NOSSLLALA; 2016; BOSCO
et al., 2010; TAYLOR et al., 2003). Destes, os fungicidas desempenham um papel
decisivo no controle da pinta preta (TOFOLI et al., 2016)

EficAcia, modo de acdo, risco de resisténcia, efeitos colaterais, aspectos
econdmicos e sociais e legislacdo sdo fatores que devem ser tecnicamente considerados
em programas de manejo que visem a sustentabilidade da cadeia produtiva da batata.

Tofoli (2011) destaca que as estratégias de controle com fungicidas tém o
objetivo de prevenir ou reduzir a ocorréncia de doencas no campo. Para isso €
necessario que se conheca detalhadamente o potencial de controle desses
produtos para que possam alcancar os melhores niveis de controle em programas
de aplicacdo ou sistemas de previsdo de doencas. Varidveis como suscetibilidade
das cultivares, condi¢cbes meteoroldgicas, escolha do produto, modo e mecanismo
de acdo, resisténcia a chuvas, estadio fenologico da cultura e momento da
aplicacdo podem influenciar diretamente a eficiéncia de controle de um
fungicida. (TOFOLI, MELO, DOMINGUES, 2012; TOFOLI, DOMINGUES;
MELO, 2014)

De acordo com Blum (2009), fungicidas de uso agricola sdo compostos
quimicos, de origem natural ou sintética, que conferem protecéo as plantas quando em
contato, evitando a penetracdo e/ou posterior desenvolvimento de fungos em seus
tecidos.

Agrios (2005), Russell (2005) e Zanotta (2019) ressaltam que a constante

evolugdo técnico-cientifica dos principios ativos permitiu o desenvolvimento de
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produtos com diversos mecanismos de a¢do na planta e nas diferentes fases do processo
infeccioso.

Os principios ativos podem ser classificados em produtos de contato,
mesostémicos, translaminares e sistémicos. Os produtos de contato caracterizam-se por
formar uma pelicula protetora na superficie da planta, que impede a penetracdo do
patdgeno. Os mesostémicos apresentam alta afinidade com a camada cerosa superficial
das folhas, podendo ser redistribuidos na fase de vapor ou ser absorvidos pelo tecido,
entretanto ndo apresentam nenhum movimento. Os produtos sistémicos sdo aqueles que
possuem movimento pela planta, através de vasos condutores, podendo atingir locais
distantes do local onde foi depositado, enquanto que os translaminares movimentam-se
de forma mais limitada nos tecidos (TOFOLI, MELO, DOMINGUES 2012;
AZEVEDO, 2007; REIS, REIS, FORCELINI, 2007). Os fungicidas mesostémicos,
translaminares e sistémicos sdo considerados produtos seletivos, porque, em geral,
inibem processos metabdlicos especificos inerentes a grupos restritos de fungos
(ZANOTTA, 2019; TOFOLI, DOMINGUES, ZANOTTA, 2017).

Apesar de eficazes no combate a pinta preta, a utilizacdo incorreta do controle
quimico pode ser bastante prejudicial ao plantio, uma vez que pode levar a resisténcia
do patégeno a determinado principio ativo. De acordo com o Fungicide Resistance
Action Commitee (FRAC, 2019), a resisténcia de fungos a fungicidas pode ser
classificada qualitativa ou quantitativamente. Na qualitativa, ocorre a perda de
efetividade do fungicida de modo repentino e marcante, pela presenca bem definida de
populacbes de patdgenos que apresentam suscetibilidade e resisténcia com respostas que
variam amplamente. Na quantitativa, ocorre a diminuicdo da eficacia no controle da
doenca, assim como a diminuicdo da suscetibilidade das populacdes do patégeno,
demonstrada por testes de monitoramento. Esse tipo de resisténcia se manifesta
gradualmente.

Para observar se estd ou ndo ocorrendo a diminuicdo da sensibilidade ao
principio ativo, é indicado calcular o CEsp, ou seja, a concentracdo efetiva para matar
50% dos microrganismos submetidos ao fungicida que neste caso ¢ a fungitoxicidade de
uma substancia quimica (VALENCIO, 2017; OGA; CAMARGO; BATISTUZZO,
2008; RUSSELL, 2004; LOOMIS, 1995; EDGINGTON, KHEW, BARRON, 1971,
TORGESON, 1967; SHARVELLE, 1961).

Dekker, (1987), Georgopoulos, (1982) e Zanotta (2019) ressaltam que para se

realizar um monitoramento de resisténcia de fungos a fungicidas é de extrema
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importancia que se analise um grande ndmero de isolados, além disso, as técnicas de
monitoramento requerem um alto investimento e tempo (RAPOSO, et al. 2015). Um
dos metodos mais utilizados para medir essa resisténcia e determinar o ECso € 0 método
de inibicdo do crescimento micelial da colénia em meio de cultura (ICM).

Como alternativa, a sensibilidade de fungos a fungicidas pode ser avaliada
através da metodologia de microtitulacdo colorimétrica. Essa metodologia vem sendo
recomendada pelo FRAC Internacional, j& sendo empregada em diversos estudos de
monitoramento de resisténcia (ZANOTTA, 2019; VALENCIO, 2017; VEGA et al.,
2012; RAMPERSAD, 2011).

De acordo com Raposo e colaboradores (2015) e Zanotta (2019), no teste de
microtitulacdo a quantidade de biomassa fangica presente nos pocos afeta a passagem
de luz proporcionalmente, possibilitando quantificar o efeito do fungicida de forma
répida e reprodutivel. Essas caracteristicas tornam esse método muito apropriado para
um monitoramento rapido e preciso de resisténcia em uma populacdo de fungos a
fungicidas. Este método consiste no fungo ser cultivado em pogos de microplacas de
poliestireno, sendo seu crescimento analisado por espectofotdmetro (ZANOTTA, 2019;
LUDWIG; BOLLER, 1990).

Tofoli et al., (2016) destacam que novos produtos tém sido introduzidos no
mercado brasileiro para o controle da pinta preta na batateira. Novas misturas,
mecanismos de acdo e caracteristicas técnicas diferenciadas abrem novas perspectivas
para o controle dessa doenga. Para a pinta preta, a tendéncia atual € o desenvolvimento
de misturas entre diferentes grupos de fungicidas como estrobilurinas e triazois
(azoxistrobina + difenoconazol, trifloxistrobina + tebuconazol, piraclostrobina +
metconazol); estrobilurina e carboximida (piraclostrobina + boscalida) e
anilinopiridilamina e dicarboximida (pirimetanil + iprodiona). Entre as novas opc¢des em
desenvolvimento para o controle da pinta preta da batata, destaca-se o fungicida
picoxistrobina.

Pesquisas em busca de novos conceitos e alternativas para o controle de doencas
tém proposto compostos capazes de ativarem o sistema de defesa latente da planta a
resistir ao ataque de patdgenos (TOFOLI, 2011; ROMEIRO, 2008). Enquanto que 0s
fungicidas atuam suprimindo o patogeno, os indutores de resisténcia ativam o sistema
de defesa da planta impedindo ou reduzindo o processo infeccioso (TOFOLI, 2011;
WALTERS; FOUNTAINE, 2009)
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Walters (2010) e TOFOLLI (2011) ressaltam que a possibilidade de integracdo de
fungicidas e indutores de resisténcia em misturas ou programas de aplicagdo no controle
da pinta preta da batata abre perspectivas a um controle conceitualmente mais completo

e eficaz.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Locais de execucao

Os experimentos foram realizados no Instituto Biol6gico em S&o Paulo, nos
laboratérios: LDF - Laboratério de Diagndstico Fitopatolégico; LDFH - Laboratério de
Doencas Fungicas em Horticultura, Unidade Laboratorial de Referencia em Biologia
Molecular Aplicada (ULRBMA) e na casa de vegetacdo do Centro de Pesquisa e

Desenvolvimento de Sanidade Vegetal.

4.2. Coleta de material infectado

Material vegetal apresentando sintomatologia tipica de pinta preta (Figura 5) foi
coletado em sete estados (SP, MG, PR, RS, GO e BA) onde ocorre a producéo de batata
pelo Brasil.

Quando a coleta ndo podia ser feita presencialmente, foi desenvolvido um
formulério (Figura 6) para coleta que, apds ser respondido pelo produtor ou engenheiro
agronomo responsavel pela area, era encaminhado junto com a amostra para o

laboratorio.
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Figura 5. Coletas de amostras de batata com sintomas de pinta preta.
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_pilgw | AMOSTRAS DE REQUEIMA E PINTA PRETA

fil X r | (T, Requeima e Pinta
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]'l'fl L LABORATORIO DE DIAGNGSTICO Preta

IRSTITUTE BI0LOGICO FITOPATOLOGICO
Nome: ‘ CPF:
E-mail: | Telefone: { )
Enderego:
Data da coleta: Cidade: | Estado:
Latitude: Longitude: ‘ Altitude:
Variedade: | Dias apés plantio (DAP):

TIPO DE AMOSTRA (MATRIZ)
() Mudas
( )Folhas
( } Peciolos
( ) Hastes
( } Tubérculos
( ) Batata-semente
() Outros:
PRAGAS A SEREM ANALISADAS
() Requeima | { ) Pinta Preta
1

Figura 6. Formulario desenvolvido para o envio de amostras ao Instituto
Bioldgico.

4.3. Isolamento de Alternaria spp.

Para o isolamento de Alternaria spp. foram utilizados meios de cultura Agar
Agua (AA) e Batata Dextrose Agar (BDA) preparado conforme indicagéo do fabricante.
Fragmentos do material contendo estruturas do patdgeno foram transferidos para

0s meios de cultura descritos acima e incubados a 25°C com fotoperiodo de 12 horas.

4.4. Obtencao de isolados padrdes de espécies de Alternaria
Para a realizagdo dos estudos, foram cedidos pela Dra. Christiane Ceriani

Aparecido - Micoteca Mario Barreto Figueiredo, Instituto Biolégico de Sdo Paulo — Séo

Paulo/SP, seis isolados de espécies de Alternaria (Tabela 3):
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Tabela 3. Informagdes de isolados fornecidos pela Micoteca Mario Barreto Figueiredo
do Instituto Bioldgico.

N° Micoteca Espécie Procedéncia / Ano Hospedeira
Alternaria
MMBF 245 ) - /1962 -
solani
Alternaria
MMBF 1708 ] - /2008 Lactuca sativa L.
tenuis
_ Capsicum annuum
MMBF 1808 Alternaria sp - /2008
(semente)
Alternaria Sé&o Francisco de Paula /
MMBF 1013 Solanum tuberosum
alternata RS /-2005
MMBF Alternaria Micoteca Maria Menezes Solanum
261/12/1612 solani / Recife lycopersicum
Alternaria
MMBF 1016 ) -12016 -
grandis

4.5. Preservacao dos isolados

As culturas foram preservadas em tubos de ensaio contendo BDA e frascos
contendo agua destilada esterilizada pelo método de Castellani (FIGUEIREDO, 1967)
para evitar perdas durante a execucdo do projeto. Pequenos discos (7 mm) do meio de
cultura com o fungo foram transferidos para frascos de vidro contendo
aproximadamente 4 mL de &gua destilada esterilizada. Apés a transferéncia dos discos
para os frascos, estes foram fechados com uma rolha de borracha previamente
esterilizada e permaneceram sob observacdo durante alguns dias para que fosse
verificada a ocorréncia de possiveis contaminacdes bacterianas. Ndo havendo tais
contaminag0es, 0s frascos foram lacrados para evitar a perda d’agua e acondicionados a
10°C. Para cada um dos isolados foram preparados dois frascos para o método
Castellani e dois tubos para preservacdo em BDA.
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4.6. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada segundo método descrito por Dellaporta e
colaboradores (1983) com modificagbes. O material foi triturado sob nitrogénio liquido
dentro de tubos de 1,5 mL, adicionou-se 600 mL solucdo de extracdo CTAB (2%
CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI, pH 8,0) e seguiu-se incubacéo
por 30-45 minutos a 65°C com agitacdo moderada. Adicionou-se igual volume de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), a mistura foi agitada por inversdo e centrifugada a
14.000 G por 5 min. O sobrenadante foi transferido para novos tubos e a extragdo com
cloroférmio/alcool isoamilico foi repetida. O sobrenadante foi novamente transferido
para novos tubos de 1,5 mL, ao qual foi adicionado 0,6 volume de isopropanol e
mantidos a -4°C durante a noite. Apos este periodo, os tubos foram centrifugados a
12.000 G por 10 min e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com
etanol absoluto seguido de lavagem com etanol 70%. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi seco a 36 °C por 20 min. O DNA foi suspendido em 40 pL de agua de

osmose reversa esterilizada.

4.7. ldentificacdo molecular por Reacdo da Cadeia Polimerase (PCR)

4.7.1. Amplificacédo da regido ITS

A regido ITS dos isolados foi amplificada por reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) utilizando-se 0S iniciadores ITS1 (5°-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATTGC-3),
segundo White et al. (1990). O produto de aproximadamente 600 pares (Figura 7) de
bases da reacdo foi visualizado por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,5%, com

tampdo TAE e corado com brometo de etideo.
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Figura 7. Gel de agarose 1,5%, de amplificacdo da regido ITS com os iniciadores ITS 1 e ITS4.
Isolados de Alternaria spp. 56, 04, 09, 11 ao 14, 16, 18, 26, 57 ao 76. Ld = Ladder/Padrdo 100
bp.

4.7.2. Amplificacdo do gene da calmodulina

A PCR para a regido calmodulina foi realizada utilizando-se os iniciadores
CAL 228F (5-GAGTTCAAGGAGGCCTTCTCCC-3’) e CAL 737R (5°-
CATCTTTCTGGCCATCATGG-3), segundo Carbone e Kohn. (1999). O produto de
aproximadamente 500 pares de bases da reacdo foi visualizado por meio de eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, com tampdo TAE e corado com brometo de etideo (Figura
8).
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Figura 8. Gel de agarose 1,5%, de amplificacdo da regido Calmodulina com os iniciadores CAL
228F e CAL 737R. Isolados de Alternaria spp. 43 ao 56. Ld = Ladder/Padr&o 100 bp,

4.7.3. Sequenciamento

Os produtos da PCR foram purificados seguindo protocolo descrito por
Schmitz e Riesner (2006). Em microtubo de 1,5 mL, foram misturados 1,6 pl de EDTA
0,5 M, 21,0 uL PEG 6.000 a 50% e 8,1 uL de NaCl 5 M. Adicionou-se o produto da
PCR (50 pL) & mistura e incubou-se a temperatura ambiente por 10 min. Apos
centrifugagéo a 14.000 G por 10 min, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado
com 125 pL de etanol 70%. O pellet foi seco a 36°C por 20 minutos. O DNA foi diluido
em 30 pL agua de osmose reversa esterilizada.

Os produtos purificados foram sequenciados pelo método de terminacdo de
cadeia, descrito por Sanger et al. (1977). As reacOes para sequenciamento foram
efetuadas com o Kit Big Dye 3.1 (Applied Biosystems) e analisadas em sequenciador
ABI 3500 xL (Applied Biosystems), conforme instrugcOes do fabricante.

As sequéncias obtidas foram alinhadas e analisadas utilizando-se o programa
BioEdit (HALL, 1999) e comparadas com sequéncias depositadas no GenBank por
meio do programa Blastn.

As sequéncias da regido ITS e do gene da calmodulina foram alinhadas
empregando-se o programa MAFFT (KATOH; ROZEWICKI; YAMADA, 2019). A

determinacdo do melhor modelo de substituicdo nucleotidica e a construgcdo das arvores
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filogenéticas pelo método de “Maximum Likelihood” com bootstrap de 500 repeti¢cdes

foram realizadas com o programa MEGAX (KUMAR et al., 2018).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Coleta de material infectado

Foram efetuadas 15 coletas em campos e estufas de batata e colaboradores

enviaram material, com sintomas de pinta preta. de regides produtoras (Figura 9),
totalizando 26 cidades nos estados de SP, MG, PR, RS, GO, BA e PE.

Figura 9. Locais de coletas de amostras de batata com sintomas de pinta-preta: A)

Vargem Grande do Sul/SP, B) Divinolandia/SP, C) Casa Branca/SP e D) Pocos de
Caldas/MG.

5.2. Identificacdo das espécies de Alternaria

Das coletas efetuadas e amostras recebidas foram obidos, 78 isolados (Tabela 4).
Os isolamentos foram realizados a partir da visualizagcdo dos sintomas e/ou dos esporos
de Alternaria spp. em microscopio (Figura 10).

Dos 78 isolados, trés (57, 58 e 59) foram obtidos de tomate (Solanum
lycopersicum L.), os demais foram isolados de batata (Solanum tuberosum L.)

Vinte isolados (57 ao 78) foram cedidos pelo pesquisador Dr. Valdir Lourencgo

Junior da Embrapa Hortaligas, Brasilia/DF.
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Figura 10. Esporos de Alternaria spp

Tabela 4. Isolados de Alternaria spp. obtidos durante este estudo

NO

Nome do Isolado

Cidade / Estado

01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

ALT 1
ATL 2
ALT 10 (1016)*
ALT 13
ALT 16
ALT 20 (245)*
ALT 21 (261/12-1612)*
ALT 22 (1013)*
ALT 24
ALT 26°
ALT 26B
ALT 272
ALT 30
ALT 33B
ALT 34
ALT 35B
ALT 36°
ALT 36B
ALT 38
ALT 38B

Sao José dos Ausentes / RS
Bom Jesus / RS
Casa Branca / SP
Bom Jesus / RS

Recife / PE
Divinolandia / SP
Sao Sebastido da Grama / SP
Sao Sebastido da Grama / SP
Andradas / MG
Ipuiuna/ MG
Bom Jesus / RS
Guarapuava / PR
Santa Juliana / MG
Pocos de Caldas / MG
Pocos de Caldas / MG
Contenda / PR
Contenda / PR
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

ALT 39 (1708)*
ALT 40 (1808)*
ALT 3
ALT 4
ALT 9
ALT 7
ALT 11
ALT 12
ALT 14
ALT 15
ALT 18
ALT 26C
ALT 27B
ALT 27C
ALT 28
ALT 28B
ALT 28C
ALT 29
ALT 31
ALT 332
ALT 35
ALT 36C
ALT 37
ALT 41
ALT 42
ALT 42B
ALT 432
ALT 43B
ALT 43D
ALT 442
ALT 44B
ALT 45
ALT 45B

Ponta Grossa / PR
Bom Jesus / RS
Ponta Grossa / PR
Ponta Grossa / PR
Casa Branca / SP
Casa Branca / SP
Casa Branca / SP
Vargem Grande do Sul / SP
Vargem Grande do Sul / SP
Sao Sebastido da Grama / SP
Andradas / MG
Andradas / MG
Ponta Grossa / PR
Ponta Grossa / PR
Ponta Grossa / PR
Sao Mateus do Sul / PR
Campo Largo /PR
Bom Jesus / RS
Santa Juliana / MG
Pocos de Caldas / MG
Aguas da Prata / SP
Santa Juliana / MG
Irati / PR
Irati/PR
Casa Branca / SP
Casa Branca / SP
Casa Branca / SP
Casa Branca / SP
Casa Branca / SP
Perdizes / MG
Perdizes / MG
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54 ALT 45C Perdizes / MG

55 ALT 45D Perdizes / MG

56 ALT 45E Perdizes / MG

57 EH 2167 Cristalina/ GO
58 EH 2171 Brazlandia / GO
59 EH 2206 Taquara / GO

60 EH 2325 Perdizes / MG

61 EH 2327 Perdizes / MG

62 EH 2328 Perdizes / MG

63 EH 2337 Rio Paranaiba / MG
64 EH 2337 Rio Paranaiba / MG
65 EH 2340 Rio Paranaiba / MG
66 EH 2428 Serra do Salitre / MG
67 EH 2430 Serra do Salitre / MG
68 EH 2434 Serra do Salitre / MG
69 EH 2436 Santana de Patos / MG
70 EH 2437 Santana de Patos / MG
71 EH 2500 Mucugé / BA

72 EH 2632 Mucugé / BA

73 EH 2633 Mucugé / BA

74 EH 2634 Mucugé / BA

75 EH 2635 Mucugé / BA

76 EH 2636 Mucugé / BA

77 EH 2637 Mucugé / BA

*Isolados cedidos pela Micoteca do Instituto Bioldgico.

5.2.1. Amplificagéo e sequenciamento da regido ITS

Foram amplificados fragmentos de aproximadamente 600 pares de bases (bp)
para 78 isolados de Alternaria spp. Todos foram sequenciados e as sequéncias obtidas
foram alinhadas no programa BioEdit e comparadas com sequéncias depositadas no
GenBank.
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Para o sequenciamento da regido ITS (Tabela 5) 59 isolados foram identificados
como Alternaria Secdo Porri, 16 isolados foram identificados como pertencentes a
Secdo Alternaria que inclui A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens e outras
espécies, um isolado como A. brassicicola/A. mimicula e dois isolados como Fusarium
oxysporum. Como observado em trabalhos anteriores, as sequéncias da regido ITS nédo
permitiram distinguir A. solani de A. grandis e outras espécies proximas da Se¢éo Porri,
assim como A. alternata de A. tenuissima e A. arborescens e outras espécies proximas

da Secdo Alternaria (Figura 11).

Isolado 21 (1708)

Isolado 22 (1808)

Isolado 07 (1812)

Isolado 08 (1013)

Isolados 57-62

Isolados 30-44-45-46

s | Alternaria rhading CBS 595.93
Altemaria destruens ATCC 204363
Altemaria alternata CBS 130265
Isolados 10-48-52-53-56

bl Altemaria arborescens CBS 102605

Alternaria cerealis CBS 118544

Alternaria daucifolii CBS 118812

Alternaria tenuissima CBS 126072

Alternaria tomato CBS 103.30

Isolado 06 (245)

Alternaria brassicicola NRRL 54912

& | Alternaria mimicula CBS 118686

Alternaria conoidea CBS 132.89

Alternaria porri CBS 116648

’— Alternaria solani-nigri CBS 117101

“ Alternaria solani CBS 116651
s Alternaria protenta CBS 116437
Isolado 3 (1018)
41 | Alternaria grandis CBS 116695
Isolados 1-2-3-4-5-8-11-12-13-14-15-16-17-18-19-20-23-24-25-26-27-28-29-32-33-34-35-36-37-38-39-40-41-42-43-47-49-50-51-54-55

Isolados 58-59-60-61-62-63-84-65-66-69-70-71-72-73-74-75-76-77-78

Figura 11. Arvores filogenética construida com sequéncias da regido ITS de isolados de
Alternaria spp. de batata. Foram incluidas sequéncias de espécimes depositados em
colecles, retiradas do GenBank para comparacdo. Foi utilizado o método de Maximo
Likelihood com bootstrap de 500 repeticbes, empregando o modelo de substituicdo

nucleotidica de Jukes-Cantor e distribuicdo Gamma.
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5.2.2. Amplificagéo e sequenciamento do gene da calmodulina

Foram amplificados fragmentos de aproximadamente 650 pares de bases (bp)
para 74 isolados de Alternaria. Estas foram alinhadas no programa MAFFT e
comparadas com sequéncias depositadas no GenBank.

Pelo sequenciamento da regido calmodulina (Tabela 5), 57 isolados foram
identificados como Alternaria grandis (Secdo Porri), dez isolados apresentaram-se
semelhantes a espécies relacionadas a A. alternata (Secdo Alternaria) e seis isolados
semelhantes a isolados do complexo de espécies A. arborescens (Secdo Alternaria) e
um isolado como A. brassicicola/A. mimicula (Figura 12). Um isolado (56) ficou em
posicdo intermediaria entre A. alternata e A. arborescens e, apos verificacdo detalhada
do eletroferograma do sequenciamento, constatou-se polimorfismo em algumas

posicdes indicando heterozigosidade ou mistura de isolados.
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Alternaria daucifolii CBS 118812
Alternaria alternata ATGC 6863

Alternaria tenuissima EGS 34-015

[ | Isolada 22 (MMBF1808)

W Alternaria alternata EGS 34-016/CBS 916.96
2 1 Isolado 21 (MMBF1708)

Alternaria tomato CBS 103.30
«{ Isolados 18-44-45-48

s Isolado 62

L Alternaria rhadina CBS 585.83
Isolado 56

71 | Isolados 10-48-52

Isolado 07 (MMBF1612)
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T Alternaria conoidea CBS 132.89
Isolado 06 (MMBF245)
s
L| Altemaria brassicicola EEB 2232
o

Alternaria mimicula EGS 01-056

—

0.020

Figura 12. Arvore filogenética construida com sequéncias do gene da calmodulina de
isolados de Alternaria spp. de batata. Foram incluidas sequéncias de espécimes
depositados em colecgdes, retiradas do Genbank para comparacdo. Foi utilizado o
método de Maximum Likelihood com bootstrap de 500 repeticdes, empregando o

modelo de substituicdo nucleotidica de Hasegawa-Kishino-Yano.

O gene da calmodulina permitiu identificar os isolados de A. grandis que pela
regido ITS ndo era possivel de distinguir de A. solani, A. protenta e outras da secdo
Porri. Esses resultados confirmam os obtidos por Rodrigues e colaboradores (2010) e
Cardoso (2014), mostrando que A. grandis é o agente causal da pinta preta da batata
amplamente predominante no Brasil.

De acordo com a reviséo taxondmica de Woundenberg e colaboradores (2015)
sobre a secdo Alternaria do género Alternaria, os dez isolados semelhantes a A.
alternata do presente estudo devem ser considerados como pertencentes a esta espécie.
Esses autores sinonimizaram 35 morfoespécies sob A. alternata por nao terem formado

clados separados utilizando-se nove marcadores genéticos.
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A viruléncia da espécie A. alternata sobre plantas de batata e tomate foi
questionada em trés estudos apresentados no 14° Euroblight Workshop, realizado em
2013 e com anais publicados em 2014. Stammler e colaboradores (2014) observaram na
Alemanha, em experimentos em casa de vegetacdo com tomate e batata e de campo
somente com batata, baixa ou nenhuma viruléncia de A. alternata aos hospedeiros,
contrastando com a elevada viruléncia de A. solani. Spoelder; Ellens; Turkensteen
(2014) verificaram na Holanda, que A. alternata nao foi capaz de causar lesbes em
folhas de batateira destacadas, mesmo ap6s ferimento artificial, e que a inoculagédo de
plantas no campo com A. alternata ndo aumentou a incidéncia de lesdes ja presentes por
deficiéncia nutricional ou dano por ozonio. Shtienberg (2014), observou em Israel que,
embora A. alternata tenha sido capaz de infectar experimentalmente folhas destacadas
de batateira, lesbes necrdticas que ocorrem em plantacbes e que costumam ser
associadas a esta espécie de fungo ndo sdo efetivamente controladas pelo uso de
fungicidas. Este autor associou estes sintomas a caréncia de nitrogénio que ocorre em
solos arenosos ap0Os chuvas intensas, tendo sido capaz de reduzir as lesdes com
aplicacdo de adubacdo nitrogenada. Em virtude destes relatos, o papel de A. alternata,
detectada em batateiras no presente estudo, como agente causal da pinta preta ainda
precisa ser elucidado.

Membros do complexo de espécies A. arborescens ainda ndo haviam sido
relatados causando pinta preta em batata no Brasil.

Estudo recente sobre a diversidade de fungos do género Alternaria que afetam a
cultura da batata na Bélgica mostrou a presenca de A. solani, A. grandis, A protenta, A.
alternata e A. arborescens (LANDSCHOOT et al., 2017). Nesse estudo, os isolados do
complexo de espécies A. arborescens puderam ser subdivididos em dois grupos com

base na sequéncia do gene da histona H3.

53



Tabela 5. Identificacdo dos isolados de Alternaria spp. coletados em regides produtoras
de batata no Brasil

Isolado Identificagéo por ITS Ident|f|cagao_ pela
Calmodulina

01 Alternaria Sec¢édo Porri A. grandis
02 Alternaria Secgéo Porri A. grandis
03 Alternaria Secgéo Porri A. grandis
04 Alternaria Secdo Porri A. grandis
05 Alternaria Segéo Porri A. grandis
06 A. brassicicola/A. mimicula A. brassicicola/A. mimicula
07 Alternaria Sec¢do Alternaria CEAA
08 Alternaria Segéo Alternaria A. alternata
09 Alternaria Sec¢édo Porri A. grandis
10 Alternaria Sec¢do Alternaria CEAA
11 Alternaria Segéo Porri A. grandis
12 Alternaria Segéo Porri A. grandis
13 Alternaria Segéo Porri A. grandis
14 Alternaria Segéo Porri A. grandis
15 Alternaria Segéo Porri A. grandis
16 Alternaria Segéo Porri A. grandis
17 Alternaria Segéo Porri A. grandis
18 Alternaria Segéo Porri A. grandis
19 Alternaria Segéo Porri A. grandis
20 Alternaria Segéo Porri A. grandis
21 Alternaria Secéo Alternaria A. alternata
22 Alternaria Secdo Alternaria A. alternata
23 Alternaria Se¢éo Porri A. grandis
24 Alternaria Segéo Porri A. grandis
25 Alternaria Se¢éo Porri A. grandis
26 Alternaria Segéo Porri A. grandis
27 Alternaria Segéo Porri A. grandis
28 Alternaria Se¢éo Porri A. grandis
29 Alternaria Segéo Porri A. grandis
30 Alternaria Segéo Alternaria A. alternata
31 Alternaria Secdo Alternaria A. alternata
32 Alternaria Secgéo Porri A. grandis
33 Alternaria Sec¢éo Porri A. grandis
34 Alternaria Secgéo Porri A. grandis
35 Alternaria Secgéo Porri A. grandis
36 Alternaria Sec¢éo Porri A. grandis
37 Alternaria Secgéo Porri A. grandis
38 Alternaria Se¢éo Porri A. grandis
39 Alternaria Sec¢éo Porri A. grandis
40 Alternaria Secgéo Porri A. grandis
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41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢do Alternaria
Alternaria Sec¢éo Alternaria
Alternaria Sec¢do Alternaria
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢éo Alternaria
Alternaria Sec¢édo Porri
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢édo Porri
Alternaria Sec¢do Alternaria
Alternaria Sec¢éo Alternaria
Alternaria Sec¢do Porri
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢éo Alternaria
Alternaria Sec¢do Alternaria
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢do Porri
Alternaria Sec¢édo Porri
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢do Alternaria
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢do Porri
Alternaria Sec¢éo Porri
Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢do Porri
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢do Porri
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢do Porri
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢éo Porri
Alternaria Sec¢éo Porri

A. grandis
A. grandis
A. grandis
A. alternata
A. alternata
A. alternata
A. grandis
CEAA
A. grandis
A. grandis
CEAA
CEAA
A. grandis
A. grandis
CEAA
A. alternata
A. grandis
A. grandis
A. grandis
A. grandis
A. alternata
A. grandis
A. grandis
A. grandis
A. grandis

A. grandis
A. grandis
A. grandis
A. grandis
A. grandis
A. grandis
A. grandis
A. grandis
A. grandis

*CEAA = Complexo de espécies Alternaria arborescens

Hausladen e Leiminger (2007), na Alemanha e Blixt e Andersson (2010), na

Suécia relatam que a pinta preta vem sendo causada pelas espécies A. solani e A.

alternata.
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Em 2010, no Ird, foram relatadas cinco espécies de Alternaria em batata, A.
tenuissima, A. dumosa, A. arborescens, A. infectoria e A. interrupta (ARDESTANI et
al., 2010).

Até 2013, na China, as Unicas espécies de Alternaria relatadas que causavam
doenga em batata eram a A. solani (TAlet al, 2012 ; ZHANG et al., 2012) e A.
alternata (FAN et al., 2013).

Entretanto em 2013, Zheng e colaboradores estudaram a estrutura populacional
de espécies de Alternaria associadas a doencas foliares da batata na China. Um total de
511 isolados foram coletados e a espécie A. tenuissima foi a mais prevalente (75,5%),
seguida por A. alternata (18,6%) e A. solani (5,9%). Ressaltando que este foi o primeiro
relato de A. tenuissima causando doencas foliares na batata na China.

Os autores observaram que A. tenuissima € quase tdo agressiva a batata quanto

as outras duas especies relatadas anteriormente (ZHENG et al., 2013).
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo confirmam a predominancia de Alternaria
grandis como agente causal da pinta preta da batateira em diferentes regides
produtoras do Brasil.

Outras espécies de Alternaria associadas a doengas foliares em batata aumentam
a complexidade do que se conhece, podendo dificultar ainda mais o manejo da
doenca.

Membros do complexo de espécies Alternaria arborescens ainda ndo haviam
sido relatados causando pinta preta em batata no Brasil.

O sequenciamento do gene da calmodulina foi eficiente para a distingdo de A.
grandis de outras espécies da Secdo Porri do género Alternaria, assim como
permitiu discriminar isolados do complexo de espécies Alternaria arborescens de
outras espécies relacionadas a Alternaria alternata da Se¢éo Alternaria.
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