UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

SENSIBILIDADE E MONITORAMENTO GENETICO DE
POPULACOES DE Phyllosticta citricarpa A FUNGICIDAS
INIBIDORES DA QUINONA EXTERNA (Qol)

Nadia Maria Poloni

Engenheira Agrbnoma

2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

SENSIBILIDADE E MONITORAMENTO GENETICO DE
POPULACOES DE Phyllosticta citricarpa A FUNGICIDAS
INIBIDORES DA QUINONA EXTERNA (Qol)

Nadia Maria Poloni
Orientador: Prof. Dr. Antonio de Goes
Coorientadoras: Dra. Kelly Simbes

Dra. Fernanda Dias Pereira

Tese apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias
UNESP, como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Doutora em
Agronomia (Producéo Vegetal)

2020



Poloni, Nadia
P778s Sensibilidade e monitoramento genético de populacdes de
Phyllosticta citricarpa a fungicidas inibidores da quinona
externa (Qol) / Nadia Poloni. -- Jaboticabal, 2020
75 p. :il., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal

Orientador: Antonio de Goes

Coorientadora: Kelly Simbes

1. Citrus sinensis. 2. Mancha preta dos citros. 3.
Estrobilurinas. 4. Resisténcia a fungicidas. I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo
autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




L-‘,I#Av UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULIST:\

unesp™

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: SENSIBILIDADE E MONITORAMENTO GENETICO DE POP-ULACOES DE.Phyllosticta
citricarpa A FUNGICIDAS INIBIDORES DA QUINONA EXTERNA (Qol)

AUTORA: NADIA MARIA POLONI
ORIENTADOR: ANTONIO DE GOES
COORIENTADORA: KELLY SIMOES
COORIENTADORA: FERNANDA DIAS PEREIRA

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Doutora em AGRONOMIA

(PRODUGAO VEGETAL), pela Comissao Examinadora:
(

¢ .

e _4.r
Prof. Dr. ANTONIO DE GOE

Departamento de Fit siar)idade IF V‘I UNESP - Jaboticabal
/\fL" “w )

Prof. DSON LUIZ FURTADO
Protegab Vegetal / Faculdade de Ciéncias A ondmicas de Botucatu - UNESP

w o+
Pesquisadora D g ZANDRESSA DE SOUZAPOLLO
Departamento de Medicina Veterinaria Preyentiva e Reprodugéo Animal / FCAV/UNESP - Jaboticabal

4,‘, ol
Profa. Dr jyl BRIELLA SOUZA CINTRA
Centro Uni ersutano de R|o Preto/UNIRE / Sao José do Rio Preto/SP

~ =

Profa. Dra ANETEAPPA‘?QECIDA DESIDERIO
Vice-Diretgria / FCAV / UNESP - Jaboticab

Jaboticabal, 10 de julho de 2020

Faculdade de Cidncias Agranas e Veleninanas - Campus de Jabolicabal -
Via de Acosso Prolessor Paula Danalo Caslellanc, s/n, 14884900, Jabolicabal - S3o Paulo
hittps diveww.fcav. unesp.b!fﬂ!lpﬂsglaﬂuHM!H{)YBQ'H[\]BS‘QQ/HG'UﬂDYlilE-prllUCﬂO‘VﬁﬂHQHICNPJ 48.031.918/0012-87.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

Nadia Maria Poloni — Brasileira, nascida em 09 de janeiro de 1990 na cidade
de Poloni, SP. Filha de Rui Antonio Poloni e Nadir Aparecida da Silva Poloni.
Ingressou em agosto de 2008 no curso de Agronomia na Universidade Estadual
Paulista, Faculdade de Engenharia, Campus de llha Solteira/SP. Durante o periodo
de graduacdo desenvolveu trabalhos na area de Fitopatologia sob orientacdo do
Prof. Dr. Paulo Cezar Ceresini. Também foi bolsista PIBIC e monitora da disciplina
de Fitopatologia Geral. Em agosto de 2013 obteve o titulo de Engenheira Agrobnoma
e em margo de 2014 iniciou o curso de Mestrado em Agronomia (Sistemas de
Producdo) na mesma instituicdo, na linha de pesquisa de Genética, Melhoramento
Vegetal e Propagacao de Plantas, sob orientacdo do Prof. Dr. Paulo Cezar Ceresini.
Concluiu o mestrado com a dissertagao intitulada “Distribuicdo generalizada da
resisténcia a fungicidas triazois e evolucdo do gene cyp51A em populacbes de
Pyricularia oryzae da brusone do trigo no Brasil”. Em margo de 2016 foi aprovada
para cursar o Doutorado em Agronomia (Producdo Vegetal) na Universidade
Estadual Paulista, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Campus de
Jaboticabal/SP, na linha de pesquisa de Manejo e Controle de Pragas e Doencas,
sob orientacao do Prof. Dr. Antonio de Goes, com trabalho entitulado “Sensibilidade
e monitoramento genético de populacdes de Phyllosticta citricarpa a fungicidas

inibidores da quinona externa (Qol)”.



“Many times I've been alone
And many times I've cried
Anyway you've never known
The many ways I've tried
But still they lead me back
To the long winding road

()

Don't leave me waiting here
Lead me to your door”

The Beatles

“Toda nossa ciéncia comparada com a realidade ¢é
primitiva e infantil — e, no entanto, é a coisa mais preciosa
que temos.”

Albert Einstein
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SENSIBILIDADE E MONITORAMENTO GENETICO DE POPULAQ@ES DE
Phyllosticta citricarpa A FUNGICIDAS INIBIDORES DA QUINONA EXTERNA
(Qol)

RESUMO - A mancha preta dos citros (MPC), causada por Phyllosticta
citricarpa, € uma doenca quarentenaria, e esta presente em diversos paises do
mundo. Os frutos sintomaticos tém seu valor depreciado para o mercado de frutas
frescas, e em pomares com elevada severidade mais de 85% dos frutos podem cair
prematuramente. Ndo ha variedades de laranjeiras doces resistentes, sendo o
controle feito por meio de medidas culturais e por meio de fungicidas do grupo das
estrobilurinas, constituindo-se da melhor alternativa, além de praticamente ser Unica.
Nas diversas regibes produtoras do mundo, incluindo o Brasil, sdo realizadas
diversas aplicacbes destes fungicidas ha quase duas décadas. Neste estudo, foi
caracterizada a sensibilidade de 50 isolados de P. citricarpa oriundos das mais
importantes regifes citricolas do Brasil, aos fungicidas trifloxistrobina e
piraclostrobina, os mais utilizados para o controle da MPC. Os isolados foram
avaliados a 0,0003; 0,003; 0,03; 0,3; 3,0; 30,0 e 300,0 pg mL™, sendo empregado o
método da microtitulacdo. Isolados com valores de ECso considerados resistentes a
uma ou mais estrobilurinas avaliadas foram submetidos a busca de mutacbes no
gene cyt b. A pesquisa concentrou-se na investigacdo da mutacdo na regido F129L,
a qual é de ocorréncia generalizada e confere resisténcia do fungo aos fungicidas do
grupo das estrobilurinas, utilizando para isso sequenciamento de parte do gene cyt.
Fendtipos extremos de sensibilidade e resisténcia a ambos fungicidas estrobilurinas
foram detectados nas diferentes populacdes do patégeno analisadas pela
microtitulacdo. Na busca de mutacdes no gene cyt b, a mutacdo F129L nao foi
encontrada por pirosequenciamento. A auséncia dessa mutagdo no gene da cyt b
dos isolados considerados resistentes sugere que outros mecanismos de resisténcia
podem estar envolvidos. Os resultados obtidos com esse estudo podem servir de
suporte para a tomada de decisbes de manejo adequado para a citricultura
brasileira; além disso, sdo importantes para futuros estudos sobre a evolugcédo do
patdogeno com a pressao de selecéo exercida pelos fungicidas.

Palavras-chave: Citrus sinensis, mancha preta dos citros, estrobilurinas, resisténcia

a fungicidas



SENSITIVITY AND GENETIC MONITORING OF Phyllosticta citricarpa
POPULATIONS TO QUINONE OUTSIDE INHIBITORS (Qol) FUNGICIDES

ABSTRACT - The black spot of citrus (MPC), caused by Phyllosticta
citricarpa, is a quarantine disease, and is present in several countries of the world.
Symptomatic fruits have their value depreciated for the fresh fruit market, and in
orchards with high severity more than 85% of the fruits may fall prematurely. There
are no resistant sweet orange varieties, and the control is done by means of cultural
measures and by means of strobilurin fungicides, constituting the best alternative,
besides being practically unique. In the various producing regions of the world,
including Brazil, several applications of these fungicides have been carried out for
almost two decades. In this study, the sensitivity of 50 isolates of P. citricarpa from
the most important citrus regions in Brazil to the fungicides trifloxystrobin and
pyraclostrobin, the most used for the control of MPC, was characterized. The isolates
were evaluated at 0.0003; 0.003; 0.03; 0.3; 3.0; 30.0 and 300.0 ug mL?, using the
microtiter method. Isolates with ECsp values considered resistant to one or more
strobilurins evaluated were subjected to the search for mutations in the cyt b gene.
Extreme phenotypes of sensitivity and resistance to both strobilurin fungicides were
detected in the different populations of the pathogen analyzed by microtiter. In the
search for mutations in the cyt b gene, the F129L mutation was not found by
pyrosequencing. The absence of this mutation in the cyt b gene of isolates
considered resistant suggests that other mechanisms of resistance may be involved.
The results obtained with this study can serve as a support for making appropriate
management decisions for Brazilian citrus; in addition, they are important for future
studies on the evolution of the pathogen with the selection pressure exerted by
fungicides.

Keywords: Citrus sinensis, citrus black spot, strobilurins, fungicide resistance



1. INTRODUCAO

Os citros sao produzidos em todos os continentes do mundo, com destaque
para as Américas e Asia, onde se encontram os maiores produtores como Brasil,
Estados Unidos da América, e China (Agrianual, 2019). No Brasil, as maiores
producdes estdo concentradas no cinturdo citricola dos Estados de Sdo Paulo e no
Tridangulo Mineiro, em Minas Gerais.

No Brasil, os citros sdo afetados por diversos problemas de ordem
fitossanitaria, com destaque para Candidatus Liberibacter asiaticus e Ca Li
americanus, agentes causais de huanglongbing, HLB ou greening, uma doenca
devastadora em diversas partes do mundo, e também no Brasil (Miranda et al.,
2011), e Phyllosticta citricarpa (McAlpine), agente causal da mancha preta dos citros
(MPC) (Silva Junior et al., 2016).

A MPC é uma doenca quarentenaria, presente em varios continentes, que
atinge principalmente os frutos, causando depreciacdo e queda, quando nao
controlada adequadamente (CABI/EPPO, 2016). Esta doenca foi descrita no Brasil
em 1980, e esta presente em diversas regides produtoras (Silva Junior et al., 2016).
Todas as espécies de citros de importancia econdémica sao suscetiveis ao patégeno.
O controle do agente causal é realizado principalmente com o uso de fungicidas do
grupo das estrobilurinas, também conhecidos como inibidores extracelulares da
quinona externa (Qol) (Silva Junior et al., 2016).

Em citros, o uso de fungicidas Qols foi implementado a partir de 1997
(Stammler et al.,, 2013), e atualmente constitui na ferramenta mais eficiente no
controle de P. citricarpa (CABI/EPPO, 2016). No Brasil, devido a necessidade do
controle deste patégeno, assim como de outros fungos fitopatogénicos associados a
cultura dos citros, sdo realizadas pelo menos cinco aplicacbes anuais, nha maioria
das vezes de forma sequencial. Para o caso de areas cujos frutos sdo destinados ao
mercado in natura, o numero de aplicacbes destes fungicidas podera ser
significativamente mais elevado (Silva Junior et al., 2016).

Os fungicidas Qol resultam em eficiente controle da doenga no campo, porém

0 uso desse grupo de fungicidas sistémicos resulta no risco de selec¢éo de individuos



resistentes devido, principalmente, ao seu modo de agao ‘uni-sitio’ (Ma et al., 2003),
e também pela elevada exposicdo oriundo do uso recorrente e de forma sequencial.
Aos fungos sensiveis, seu efeito manifesta-se com a obstrucdo da respiracéo
mitocondrial. Embora eficientes para o controle de numerosos géneros de fungos,
este modo de acgdo Unico mostra-se vulneravel pelos riscos de resisténcia dos
patégenos. Uma alternativa para prolongar o tempo de eficiéncia dos fungicidas em
nivel de campo, é o uso de formulagcdes comerciais contendo diferentes grupos
quimicos, que é altamente recomendada. Exemplos dessa mistura disponiveis no
mercado sdo as marcas comerciais constituidas por fungicidas Qol e os inibidores
da biossintese de ergosterol ou inibidores da desmetilacdo (DMI), como os triazois, e
carboxamidas, inibidores da enzima succinato desidrogenase - SDHI (Fundecitrus,
2019). Entretanto, devido as limitacdes das combinacdes dos ingredientes ativos nas
formulagbes comerciais, e também pelo custo, torna-se mais indicado o emprego
das formulacdes contendo exclusivamente os fungicidas Qol, porém acrescido de
fungicida protetor.

A resisténcia dos fungos aos fungicidas pode ser considerada como uma
‘reducdo hereditaria adquirida, na sensibilidade de um fungo a um agente
antifungico especifico (ou fungicida)’ (Frac, 2014). Diversos fatores devem ser
levados em consideracdo quando se avalia o risco de selecdo das populacdes
resistentes a fungicidas, sendo os principais deles relacionados ao patdgeno alvo e
ao produto a ser utilizado para o controle do patégeno. O modo de acédo (uni-sitio ou
multi-sitio) € a principal caracteristica relacionada ao risco de selecdo de fungos
resistentes ao fungicida. As caracteristicas relacionadas ao patégeno incluem a
variabilidade genética, o tempo de geracéo e adaptabilidade dos isolados resistentes
em relacdo a populacdo sensivel (Leadbeater, 2012).

Os relatos de resisténcia ao grupo quimico dos Qol indicam que a resisténcia
de fungos ocorre, na maioria das vezes, por meio de mutacdes pontuais no gene do
citocromo b (cyt b). Seguida a mutacdo, o aminoacido trocado pode imprimir
diferencas na eficiéncia de ligacdo entre as moléculas do fungicida, caracterizando
uma perda diferencial da sensibilidade em maior ou menor grau. As mutacdes, que

podem ocorrer no cyt b, podem conferir resisténcia completa aos ingredientes ativos



quando ocorrem na posicdo G143A, ou parcial, quando nas posi¢coes F129L e
G137R (Brent e Hollomon, 2007b).

Dessa maneira, um estudo que visa avaliar o comportamento de populacdes
de P. citricarpa aos fungicidas Qol, assim como prospectar possiveis alteracfes
genéticas decorrentes possivelmente da pressao seletiva faz-se de vital importancia.
Captar e interpretar tais comportamentos e possiveis alteracbes poderdo prover
informacdes fundamentais a racionalizacdo do manejo da doenca e evitar perdas de
producdo e de produtividade dos pomares, além de contribuir a longevidade e
eficiéncia das moléculas quimicas.

Em vista do elevado nivel de exposicdo de P. citricarpa decorrente do uso
intensivo de fungicidas Qol nos citros, no Brasil, e visando uma atualizacdo das
estratégias de seu manejo, este trabalho tem como objetivos caracterizar as
populacdes de 50 isolados de Phyllosticta citricarpa quanto a sensibilidade aos
fungicidas piraclostrobina e trifloxistrobina, utilizados para o controle da MPC no
Brasil, e em etapa subsequente investigar a presenca de mutacdes no gene cyt b
em isolados resistentes utilizando para isso o0 sequenciamento de um fragmento do
gene cyt b. A pesquisa concentrou-se na investigacdo da mutacdo na regiao F129L,
a qual é de ocorréncia generalizada e confere resisténcia do fungo aos fungicidas do
grupo das estrobilurinas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da citricultura

Os citros compreendem um complexo de plantas pertencentes ndo apenas ao
género Citrus, mas também a outros géneros afins, como Poncirus, Fortunella,
Microcitrus, Eremocitrus e Clymenia, que produzem frutos semelhantes a laranja ou
ao liméo (Passos et al.,, 2005). Estima-se que o género Citrus e seus correlatos
surgiram h& cerca de 20 a 30 milh6es de anos e tiveram como centro de origem e
diversidade as regifes tropicais e subtropicais do continente Asiatico, de onde foram
levados para outros continentes (Webber, 1967). No Brasil, as primeiras plantas
citricas foram introduzidas pelos portugueses, que trouxeram as mudas da Espanha,
logo no inicio da colonizacao (Neves e Jank, 2006).

De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo, a producdo mundial de todas as frutas citricas em 2016 foi de 124
milhdes de toneladas, cobrindo uma area de aproximadamente 7,5 milhdes de
hectares (FAO, 2016).

De acordo com a Conferéncia das Nacdes Unidas sobre Comércio e
Desenvolvimento (UNCTAD), a producdo de citros apresentou um crescimento
significativo a partir do inicio do século 21, principalmente pelo aumento nas areas
de cultivo, melhorias no transporte e embalagem, aumento da renda e preferéncia
do consumidor por alimentos saudaveis (FAO, 2016). Em 2019/20, a producdo
mundial de laranjas foi estimada em 47,5 milhdes de toneladas, liderada pelo Brasil,
China, Unido Europeia, Estados Unidos e México como o0s maiores produtores
(USDA, 2020).

A citricultura brasileira, em particular, é reconhecida por mostrar-se um setor
organizado e competitivo, o que resulta em grandes beneficios socioeconémicos ao
Pais. O Brasil destaca-se na producdo mundial de citros, sendo lider na exportacéo
de suco de laranja. A safra de laranja 2019/20 do parque citricola de S&o Paulo e
Triangulo e Sudoeste Mineiro foi estimada em 386,79 milhdes de caixas de 40,8 kg,
ou seja, 35,3% acima da anterior e 21% superior a média dos ultimos dez anos

(Fundecitrus, 2019). A citricultura brasileira é responsavel por mais de 80% das



exportacdes mundiais de suco de laranja, e por mais de 30% da producdo mundial
da fruta (Santos, 2019).

A contribuicdo social da cadeia produtiva do setor citricola do Brasil € muito
relevante, sendo responsavel pela geracdo de milhares de empregos diretos e
indiretos. Este setor, em 2019, foi responsavel pela geracdo de cerca de 5% dos
empregos totais no Brasil, contribuindo significativamente do ponto de vista social e
econdbmico. Quase a totalidade do suco de laranja produzido no pais é exportada,
cuja contribuicdo a economia é de extrema relevancia, de cerca de 1,5 bilhdes de
dolares anuais (Santos, 2019).

Os maiores importadores de suco de laranja sdo a Unido Europeia e 0s
Estados Unidos da América, representando entre 65 e 70% para o primeiro, e 20 a
25% para o segundo grupo de importacéo (Brasil Agro, 2019).

No Brasil, especialmente em Sao Paulo e no Triangulo Mineiro, predominam o
cultivo de laranjas doces, tangerinas, limas acidas e limdes (Fundecitrus, 2019). As
laranjas doces correspondem a cerca de 55% da area cultivada, com cerca de 395,7

mil hectares (Fundecitrus, 2019).

2.2 Mancha preta dos citros

O complexo agroindustrial citricola brasileiro vem sendo ameacgado por varios
problemas fitossanitarios, especialmente as doencas. Dentre as muitas doencas que
afetam as plantas citricas no pais, mais de cinquenta delas sao atribuidas a fungos,
com destaque para a mancha preta ou pinta preta (Feichtenberger e Spésito, 2004).
Além das doencas causadas por fungos, as de origem bacterianas, como o0 cancro
citrico e HLB ou greening, ocupam também local de destaque (Bassanezi et al.,
2017).

A mancha preta dos citros (MPC) afeta a casca dos frutos citricos, causando
sua depreciacdo, e quando em niveis severos causa queda, resultando em
diminuicao significativa de produtividade. Esta doenca, quando nao satisfatoriamente
controlada e em areas de elevado nivel de indculo, pode causar prejuizos de mais
de 80% da producao (Aguilar-Vildoso et al., 2002). Os maiores niveis de severidade

de sintomas e de perdas ocorrem em laranjeiras doces, principalmente as de



maturacgdo tardia, que provoca em média queda de 47% de frutos, assim como em
limbes verdadeiros pela sua alta suscetibilidade (Silva Janior et al., 2016).

No mercado de frutas in natura, os frutos sintométicos tém seu preco
depreciado, embora as partes internas dos frutos mostrem-se inalterados. Quando
para exportagdo, devido ao carater quarentenério da doenca, os frutos devem ser
produzidos em areas livres da doenca, ou sobre rigido manejo para a obtencéo de
frutos sadios (Silva Junior et al., 2016).

A MPC é uma doenca quarentenaria A1 para os paises da Unido Europeia, 0s
mais importantes importadores, e Estados Unidos da América, cujo nivel de
tolerancia € zero (Scaloppi, 2006). O custo de controle da doencga é elevado, o qual,
guando para exportacdo, é necessario a adocdo de cuidados mais refinados, tanto
na pré-colheita, como nas fases subsequentes, incluindo testes de inducdo de
sintomas para certificacao fitossanitaria (Baldassari et al., 2007).

A MPC é causada pelo fungo Phyllosticta citricarpa (McAlpine) van der Aa
(Guignardia citricarpa Kiely), descrita pela primeira vez na Australia, em 1895 (Sutton
e Waterston, 1966). Posteriormente, em 1929, a doenca foi relatada na Africa do Sul
(Doidge, 1929) e depois em diversos paises da Asia, Africa, Américas e Oceania
(Kotzé, 1988). Atualmente, com excec¢do da Europa, a doenca encontra-se relatada
em quase todos os continentes, nas regides tropicais e subtropicais onde sao
produzidos citros (CABI/EPPO, 2012). Para o caso do continente europeu, mediante
estudos envolvendo analises de folhas de laranjeiras e limbes, coletadas na lItalia,
Malta e Portugal, foi apontada a presenca do fungo em tais tecidos (Guarnaccia et
al.,, 2017). Entretanto, em estudos complementares por meio de testes de
patogenicidade dos isolados de P. citricarpa obtidos, estes ndo induziram sintomas
da doenca, mostrando-se ndo patogénicos. Tais resultados e suas consequéncias
mostram desdobramentos incertos e controversos (EFSA PLH, 2014).

No Brasil, a MPC est& presente nos Estados das regides Sudeste (Robbs et
al., 1980; Robbs, 1990; Goes e Feichtenberger, 1993; Costa et al., 2003; Baldassari,
et al., 2004), Sul (Goes e Feichtenberger, 1993; Andrade, et al., 2004; Caixeta et al.,
2005; Nunes et al.,, 2006), e em parte dos Estados das regides Centro-Oeste
(Agrodefesa, 2016), Norte (Gasparotto, et al., 2004; Vieira Junior et al., 2010) e

Nordeste (Silva Junior et al., 2016). Efetivamente, no Estado de S&o Paulo a doenca



foi detectada em niveis alarmantes a partir de 1992, em limdes e laranjas de
maturagcdo tardia, nos municipios de Conchal e Engenheiro Coelho (Goes e
Feichtenberger, 1993). Posteriormente, e mesmo nos tempos atuais, a doenca
ocorre endemicamente em todas as regides produtoras do Estado, porém sendo
estrategicamente bem controlada (Silva Junior et al., 2016; Fonseca, 2017).

Com excecdo da laranja azeda (Citrus aurantium) e seus hibridos,
praticamente todas as variedades de laranja doce (C. sinensis), limdes verdadeiros
(C. limon), pomelos (C. paradisi), algumas variedades de tangerinas (C. reticulata)
como Ponkan, Cravo e do Rio, limeiras doce, como a Lima da Pérsia (C. limettioides)
e tangores (C. sinensis x C. reticulata), especialmente o Murcott, sdo suscetiveis a
doenca. Até o0 momento ndo foram observados sintomas da doenca em frutos de
lima acida Tahiti (C. aurantifolia) (Fundecitrus, 2005), embora o patdgeno encontre-
se endofiticamente nos tecidos foliares (Baldassari et al., 2008).

No estado de S&o Paulo, os maiores problemas da MPC sao observados nas
regides Leste, Centro e Norte. De maneira geral, a doenca pode se estabelecer em
todas as regibes brasileiras, porém 0s niveis mais elevados dos sintomas s&o
observados em pomares mais velhos, com manejo cultural inapropriado, com
deficiéncia nutricional acentuada, com muitas plantas doentes e precario manejo
fitossanitario. Aparentemente, e com pouca excec¢do, a doenca estd presente em

todas as regides produtoras de citros no Brasil (Silva Junior et al., 2016).

2.3 Género Phyllosticta e etiologia de Phyllosticta citricarpa

Phyllosticta corresponde a fase anamoérfica de um importante género de
fungos associados ao reino vegetal, apresentando ampla abrangéncia geografica e
comportamento ecolégico (Baayen et al., 2002; Glienke et al., 2011; Wikee et al.,
2011). Fungos desse género podem apresentar comportamento saprofitico,
endofitico e também patogénico, dependendo do hospedeiro e das condi¢cbes
ambientais. Dentre os fungos deste género incluem-se, além de P. citricarpa, as
espécies P. capitalensis, P. citrichinaensis, P. citribraziliensis, P. citrimaxima, P.
paracitricarpa, P. paracapitalensis e P. citriasiana (Wulandari et al., 2009; Glienke et
al.,, 2011; Wang et al., 2011; Wikee et al., 2013; Guarnaccia et al., 2017). O

conhecimento atual sobre a distribuicdo dessas espécies de Phyllosticta revela que
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a maioria delas esta presente na Asia, onde os citros se originaram (Wu et al.,
2018).

Phyllosticta citricarpa esté inserida no Reino Fungi, Sub-reino Dycaria, Filo
Ascomycota, Classe Dothiomycetes, Ordem Botryosphaeriales e familia
Phyllostictaceae. Foi descrita pela primeira vez em 1889 por McApline, recebendo a
denominacdo de Phoma citricarpa McApline. A fase telomorfica ou sexuada
(Guignardia citricarpa) foi descrita em 1948, por Kiely (Kiely, 1948). A fase
anamorfica foi reclassificada em 1973 a partir da qual recebeu a designacgéo atual P.
citricarpa (Baayen et al., 2002; Wikee et al., 2011). As fases sexual e assexual sao
frequentemente encontradas no campo, respectivamente em folhas caidas, e nos
orgaos aéreos como folhas, frutos e ramos secos (Silva Junior et al., 2016). Sob
condicGes de laboratério, pela natureza heterotalica do patégeno, € rara ou quase
impossivel a obtencdo da fase sexual (Timossi et al., 2003).

Por muitos anos, espécies de Phyllosticta foram nomeadas em sua fase
sexual como Guignardia spp. porém, com a nova homenclatura de fungos aprovada
em 2011 (“Melbourne Code”), a nomenclatura binomial para fungos foi abolida,
dando- se prioridade ao nome da forma (sexuada ou assexuada) com a qual o fungo
foi inicialmente descrito. No caso do agente causal de MPC, como a forma
assexuada do fungo foi descrita antes da forma sexuada, a designacao P. citricarpa
torna a cientificamente correta, e deve ser a exclusivamente adotada (Silva Junior et
al., 2016). Porém, nos dias atuais encontram-se divergéncias quanto as designacoes
a serem adotadas.

O género Phyllosticta ja foi relatado em diferentes espécies de citros e
também em outros hospedeiros, mas nem sempre esteve associado aos sintomas
da mancha preta dos citros. Inicialmente, duas espécies foram relatadas em plantas
de citros, sendo a P. citricarpa, causadora da mancha preta, e a P. capitalensis, uma
espécie endofitica. Baayen e colaboradores demonstraram por meio de estudos
moleculares e cultivo in vitro que a cepa saprotrofica era, na verdade, outra espécie
conhecida como Guignardia mangiferae (Phyllosticta capitalensis), geralmente
endofitica de plantas lenhosas (Baayen et al., 2002; Bonants e Carroll, 2003).
Porém, com o uso das técnicas de sequenciamento de DNA, a partir da década de

2000 as espécies foram claramente distinguidas, facilitando sua classificacdo



taxondmica. Acresce-se, ainda, que P. capitalensis é apatogénica aos citros e é de

natureza homotalica (Silva Junior et al., 2016).

2.4 ldentificacdo de Phyllosticta citricarpa por marcador morfoldgico

As duas variantes de Phyllosticta que ocorrem em citros, a patogénica e a
endofitica (McOnie, 1964a; Kotzé, 1981), apresentam diferencas fisiologicas e
genéticas, apresentando padrbes distintos quanto a morfologia da colbnia,
velocidade de crescimento no meio de cultivo e formacdo de halo em torno da
colénia em meio de cultivo aveia-agar (AA) (Silva Junior et al,. 2016). Por exemplo,
em culturas de P. citricarpa em meio de cultura aveia-agar, ap0s sete dias de
incubacdo em ambiente apropriado observa-se colonias com bordas apresentando
halo tipicamente amarelado, sendo este inexistente em colonias de P. capitalensis,
nas mesmas condi¢cdes. Dessa forma, a identificacdo torna-se viavel e, de forma
pratica, possibilita-se a distincdo entre as formas patogénicas e endofiticas (Baayen
et al., 2002; Baldassari, et al., 2008; Wickert e Goes, 2009).

Mediante a avaliacdo das caracteristicas morfolégicas da colbnia de isolados
de Phyllosticta spp. em meio batata-dextrose-agar (BDA) também pode-se
discriminar, de forma simples, rapida e com fidelidade, isolados supostamente
patogénicos dos ndo patogénicos (Silva-Pinhati et al., 2009). No caso dos isolados
de P. citricarpa, a colbnia tipica tem coloracdo escura, cinza a negra, de aspecto
granuloso com margens lobosas e micélio submerso. Seu crescimento € mais lento
gue o de P. capitalensis em meio de cultivo BDA, atingindo 7 cm de diametro em 20
dias a 28°C (Baayen et al., 2002; Baldassari et al., 2007; Silva Janior et al., 2016). J&
as colonias de P. capitalensis tém uma conformacé&o mais esponjosa, crescimento
micelial compacto, as vezes com presenca de invaginacfes, e as bordas das
colonias séo tipicamente arredondadas (Baldassari e Goes, 2006; Baldassari et al.,
2008; Silva-Pinhati et al., 2009).

A deteccdo do patdgeno deve ser feita pela associacdo das caracteristicas
morfologicas da colbnia e do patdgeno e das caracteristicas genéticas (Silva Junior
et al.,, 2016). A triagem fazendo uso das caracteristicas culturais ou morfolégicas
para separar P. citricarpa de P. capitalensis € uma importante etapa, mas nao

substitui a analise genética aplicavel a distin¢ao.
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2.5 Epidemiologia da mancha preta dos citros

De acordo com McOnie (1964b), em sua fase sexual o fungo causal da MPC
produz pseudotécios e ascosporos somente em folhas em decomposicdo no solo,
nao sendo produzidos em lesBes de frutos e em folhas ainda aderidas as plantas.
Tais pseudotécios sdo estruturas com didmetro entre 100 e 175 um, globosos,
podendo estar isolados ou agregados (Sutton e Waterston, 1966). Dentro dos
pseudotécios sdo formadas as ascas onde sdo formados oito ascésporos (Kotzé,
1988).

Na fase assexual, o fungo produz picnidios em lesGes contidas em frutos,
ramos e folhas (Sivanesan, 1984), ou em folhas citricas caidas sob a copa das
plantas (McOnie, 1964b). Nos ramos secos sdo também produzidos enorme
qguantidade de picnidios e conidios. Quando os picnidios estdo maduros, em seu
ostiolo emergem os conidios envolvidos por uma substancia mucilaginosa clara
denominada cirro (Silva Janior et al., 2016).

No Brasil, as infec¢cdes dos frutos originam-se a partir dos dois tipos de
esporos, ao contrario do que se observa em outros paises, como Africa do Sul, onde
a maior parte das infec¢Bes origina-se dos ascosporos (Kiely, 1948; McOnie, 1964b;
Kotzé, 1996; Schutte et al., 1997; Silva Junior et al., 2016).

No Brasil, como em outros paises, pela natureza biolégica do Filo
Ascomycota, 0s ascOsporos estao intimamente associados ao estabelecimento da
doenca em areas indenes. Posteriormente, com o desenvolvimento da doenca
nestas areas, 0s ascosporos sao dispersos interplantas. Uma vez a doenca
presente, os conidios, por sua vez, sd0 0S responsaveis pelo incremento dos
sintomas intraplantas (Spésito et al., 2004).

A disseminacédo de fora para dentro da propriedade € feita através de restos
vegetais, principalmente folhas, por mudas contaminadas e pelo vento que
disseminam os ascésporos. Dentro da propriedade a disseminacao ocorre por meio
dos dois tipos de esporos produzidos pelo fungo: os conidios que sédo dispersos a
curtas distancias pela acdo da agua, e os ascésporos que sdo dispersos pelo vento
a medias distancias (Coopercitrus, 2014).

O inicio do ciclo da doenca se da pela sobrevivéncia dos ascésporos nas

folhas em decomposicéo, sendo posteriormente disseminados pelo vento infectando
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diferentes oOrgdos da planta, como frutos e folhas. Assim, a fase sexual é a
responsavel pelo ciclo primario da doenca, enquanto os conidios representam as
etapas do ciclo secundario da doenca (Silva Junior et al., 2016). Desta forma, pode-
se afirmar que 0s ascésporos sao responsaveis pelo inicio da epidemia, enquanto 0s
conidios respondem pelo desenvolvimento da doenca na planta (Kiely, 1948;
Aguilar-Vildoso et al., 2002). Em patrticular para o Estado de Sao Paulo, devido ao
reduzido nimero de variedades cultivadas e a sua elevada suscetibilidade a P.
citricarpa, existéncia de floradas simultaneas das plantas, aliados com um clima
favoravel, as condi¢cfes para o desenvolvimento da doencga séo altamente favoraveis
(Feichtenberger, 1996). A presenca de frutos de diferentes tamanhos e idade,
juntamente com a ocorréncia de chuvas frequentes nos periodos de suscetibilidade,
acarretam no aumento da doenca com grandes variacées anuais (Silva-Pinhati et al.,
20009).

2.6 Sintomatologia da mancha preta dos citros

O patégeno P. citricarpa € especifico de citros (Baayen, et al., 2002),
causando les6es em ramos, folhas, frutos, peciolos e peddnculos (Kotzé, 1981).
Entretanto, nos frutos os sintomas mostram-se mais evidentes em fungcdo da
presenca de lesdes na casca, depreciando-os comercialmente e restringindo as
exportacdes para paises onde a mesma é classificada como quarentenaria. A
mancha preta ndo modifica a qualidade interna dos frutos (Fagan e Goes, 2000), e
dessa feita podem ser utilizados no processamento industrial para a producao de
suco (Timmer et al., 2000). Apenas os frutos muito afetados sdo considerados
improprios para o comércio in natura, sendo direcionados para 0 processamento
industrial na producao de suco (Silva Junior et al., 2016).

A literatura internacional cita quatro diferentes sintomas associados a MPC
em frutos citricos: mancha dura, falsa melanose, mancha sardenta e mancha
virulenta (Timmer et al., 2000). No Brasil, sdo citados mais dois tipos de sintomas:
mancha rendilhada e mancha trincada. Em areas com elevada quantidade de
indculo, mais de um desses tipos de sintomas podem ser observados

simultaneamente em um unico fruto (Silva Junior et al., 2016).
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Os sintomas da MPC em geral sdo observados em maior frequéncia na fase
inicial de maturacao dos frutos. Posteriormente, quando nas fases mais adiantadas
de maturacao e, sob elevada temperatura, estresse hidrico e plantas debilitadas, os
sintomas aparecem com maior severidade. Também, quando na presenca de pragas
como acaros e cochonilhas, especialmente Parlatoria ziziphus e P. pergandii, pode

haver agravamento no nivel de queda dos frutos (Almeida, 2009).

2.7 Estratégias de manejo nos pomares
2.7.1 Controle genético

No mundo, em que pese a importancia da citricultura, os pomares citricos
encontram-se alicercados em poucas variedades. No Brasil, em especial, o parque
citricola, no que tange as laranjas doces, mais de 90% da éarea produzida
corresponde a apenas cinco copas. Este fato deve-se a inexisténcia de materiais
genéticos agronomicamente competitivos, ou devido a inconvenientes industriais.
Pese-se a isto a natureza genética dos citros, com base muito estreita, e o ciclo
longo para gerar novos materiais genéticos que atendam as demandas domésticas
(Soares Filho et al., 2013; Bastos et al., 2014). No que concerne a MPC, todas as
variedades de laranjas doces produzidas, assim como as demais espécies de
importancia econdmicas, sao todas suscetiveis a P. citricarpa (Rossetto et al., 2011).

A citricultura brasileira é fortemente embasada em copas de laranja ‘Pera’
(Citrus sinensis) e limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limon) como porta-enxerto (Soares Filho et
al., 2013). Este fato tem contribuido para sua vulnerabilidade, especial no que ser
refere a fatores fitossanitarios. A obtencdo de um maior nimero de variedades, seja
para a industria seja para o mercado de fruta fresca, tem sido um dos principais
objetivos dos programas de melhoramento, pois a ampliacdo da base genética é
importante para a sustentabilidade de toda cadeia produtiva (Machado et al., 2011).

No Brasil, assim como em diversas partes do mundo, especialmente nos
Estados Unidos da América e Espanha, encontra-se em andamento varias
pesquisas visando o desenvolvimento de materiais genéticos prioritariamente
resistentes a Ca. Li asiaticus, e, por extensdo, aos demais desafios fitossanitarios,

como por exemplo P. citricarpa (Silva Junior et al., 2016).
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No caso do Brasil, ha indicagcbes de materiais geneticamente transformados
com potencial de resisténcia ao fungo da mancha preta (Schinor et al., 2002; Sousa
e Goes, 2010; Rossetto, 2009), sem, contudo existir indicacbes da sua
disponibilidade comercial (Silva Junior et al., 2016). Apenas a limeira acida ‘Tahiti’ &
relatada como uma variedade de valor comercial resistente a pinta preta. O fungo
pode até ser encontrado assintomaticamente nos tecidos foliares, mas ndo nos
frutos destituindo dessa forma o seu potencial como fonte de indculo quando da sua
exportacao (Silva Juanior et al., 2016).

Na Espanha, plantas de laranja doce foram transformadas geneticamente e
passaram a apresentar resisténcia a diferentes pragas e patdgenos, incluindo P.
citricarpa (Kava-Cordeiro et al., 2012). Estudos desta natureza estdo em andamento
no estado de S&o Paulo para a avaliacdo da resisténcia de diferentes materiais de
laranjeiras doces transformados com a supressdo do gene da limoneno sintase
(CIitMTSEL1) (Silva Junior et al., 2016).

2.7.2 Controle cultural

Algumas préticas culturais tém sido utilizadas com o intuito de evitar ou
minimizar a sobrevivéncia e a dissemina¢do das duas fontes de indculo produzidas
pelo agente causal da MPC. Dentre tais medidas incluem-se o uso de rocadeiras
ecoldgicas, cuja massa vegetal rocada é arremessada em direcdo a base das
plantas, e dessa forma recobrindo as folhas de citros caidas no solo, antecipacéo de
colheita visando antecipacdo da sua possivel queda e reducao de inéculo, poda de
ramos e galhos secos, manejo da irrigacdo, e uso de quebra- ventos (Silva Junior et
al., 2016).

Visando exclusivamente a reducdo da producdo de ascdsporos, algumas
outras praticas complementares as anteriores contribuem no controle da doenca,
como o cultivo de gramineas e leguminosas nas entrelinhas de plantio, uso de
decompositores contendo bases nitrogenadas, especialmente a uréia, eliminacéo
fisica das folhas com o uso de “flammer” (queimador a gas) ou rastelos mecanicos
conjugados com trinchas e; acdes praticas que minimizem a queda de folhas das
plantas (Almeida, 2009).
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No caso especifico dos conidios, as principais praticas na sua supressao e
minimizagdo da produgdo constituem-se em bom manejo nutricional das plantas,
controle de doencas que levam ao secamento de ramos e galhos, como a rubelose
(Erytricium salmonicolor), minimizar e/ou evitar a quebra de galhos e ramos (Goes e
Almeida, 2007), e poda de galhos secos (Almeida, 2009).

2.7.3 Controle quimico

O controle quimico de MPC é o método de manejo mais eficiente e
economicamente viavel para garantir alta produtividade e qualidade de producéo.
Apesar de seu alto custo de controle, para areas de elevado nivel de indculo, para
cada R$1,00 investido em produto e pulverizagdes o citricultor deixa de perder de
R$5,00 a R$25,00 dado aos riscos de perdas oriundas da queda dos frutos
(Fundecitrus, 2019).

Os fungicidas registrados e de eficiéncia comprovada no controle da MPC
restringem-se a produtos protetores, a base de cobre ou ditiocarbamatos, e 0s
produtos sistémicos, como os benzimidazodis e os translaminares, conhecidos como
inibidores da quinona externa (Qol), como as estrobilurinas (Feichtenberger et al.,
2005; Rodrigues et al., 2007). No entanto, no mercado brasileiro encontram-se
registrados para o controle de MPC apenas os fungicidas cupricos e os Qols
(Fundecitrus, 2019).

As estrobilurinas surgiram no mercado mundial partir de 1990, constituindo
em um novo alento no controle de varias doencas fungicas, notadamente dos
patégenos de dificil controle ou que se mostravam insensiveis aos fungicidas
convencionalmente utilizados. Os primeiros testes com fungicidas do grupo das
estrobilurinas visando o controle de P. citricarpa foram realizados na Africa do Sul
(Tollig et al., 1996), com resultados altamente promissores. Posteriormente, varios
ensaios foram igualmente realizados na Argentina (Fogliata et al., 2004) e Brasil
(Goes e Wit, 1999; Felippe et al., 2004), sendo evidenciado resultados igualmente
eficientes para o controle do patégeno causal.

Fungicidas do grupo das estrobilurinas sdo mesostémicos, uma classificagdo
advinda da unido de dois conceitos: sistemicidade translaminar e epistemicidade. A

acado translaminar ocorre quando o fungicida é aplicado em uma das superficies da
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folha e é translocado para a outra superficie. Ja, o fungicida episistémico
apresenta distribuicdo nas camadas de cera das folhas através de sua fase de
vapor. Se a pressdo de vapor da substancia € suficientemente alta, a migracéo
pode iniciar a partir da deposi¢cdo na superficie da folha através da vaporizacdo e
transporte na forma de vapor (Phytus, 2014). Outra definicdo refere-se a atividade
translaminar, a qual ocorre mobilidade entre as faces foliares (Bartlett et al., 2002).

As estrobilurinas apresentam propriedades fisico-quimicas muito diferentes
entre si, 0 que consequentemente |hes confere uma ampla variedade de
comportamentos biocinéticos, tanto no interior dos tecidos da planta, quanto na
superficie externa (Bartlett et al., 2002). Dessa forma, quanto a mobilidade nos
tecidos as estrobilurinas azoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina apresentam
maior, média e menor mobilidade, respectivamente (Bartlett et al., 2002).

De acordo com Vincelli (2002), o fungicida azoxistrobina move-se
translaminarmente, bem como sistemicamente no sistema vascular da planta,
engquanto cresoxim-metilico e trifloxistrobina movem-se translaminarmente, mas nao
sistemicamente. Esses dois ultimos fungicidas, entretanto, parecem se mover como
um gas na camada de ar estavel adjacentemente a superficie da folha, chamada de
camada limite. A medida que se movem na fase de vapor, eles prontamente se
ligam novamente a cuticula. Fungicidas como o cresoxim-metilico e a trifloxistrobina,
gue nao sdo verdadeiramente sistémicos, mas se redistribuem por meio desses
outros mecanismos, tém sido chamados de "mesostémicos", "quase-sistémicos" ou
"sistémicos de superficie".

A piraclostrobina é classificada como um produto sistémico de superficie e
tem sistemicidade considerada mediana (Santos, 2016).

Em termos préaticos, os movimentos sistémico, quando ocorre, e 0
translaminar ajudam a compensar a cobertura incompleta da pulverizacdo. A
redistribuicdo na fase de vapor também pode ajudar a compensar a cobertura
deficiente da planta, mas apenas até certo ponto. Esses processos podem ser
especialmente importantes em plantagbes com copas densas ou dificeis de
pulverizar (cucurbitaceas, por exemplo). Varios dias podem ser necessarios para
que a protecdo adequada seja alcancada por meio do movimento translaminar.

Assim, os produtores podem nao atingir o controle ideal da doenga se um fungicida
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Qol for aplicado com cobertura incompleta dentro de 24 horas do periodo de
infeccéo (Vincelli, 2002).

Outra consequéncia pratica da dinamica do movimento translaminar diz
respeito ao controle curativo de doencas. Os fungicidas Qol sdo excelentes como
fungicidas preventivos, porque todos eles matam com eficacia os esporos em
germinacdo. No entanto, varios deles apresentam baixo desempenho contra certas
doencas quando usados de forma curativa, ou seja, apos a infec¢cdo. Portanto, o
melhor uso dos fungicidas Qol da-se quando aplicados, anteriormente, as infeccdes
(Vincelli, 2002).

Os fungicidas Qol, apesar do alto custo, tem sido a estratégia mais utilizada e
gue tem propiciado os melhores resultados no manejo de MPC. Dependendo do
histérico da doenca nos pomares, e do destino final da fruta o numero de
pulverizacdes pode ser elevado (Silva Junior et al., 2016), as vezes chegando a
cerca de oito aplicacbes de Qol para variedades tardias cujos frutos sejam
destinados ao comércio in natura (A. de Goes, dezembro de 2019, informacdes
pessoais). Num passado recente, de cerca de vinte anos, com baixo nivel de
in6culo, o controle satisfatorio da doenca era obtido mediante o emprego de apenas
duas aplicacbes de fungicidas do grupo dos benzimidazéis, ou mediante este
mesmo numero de aplicacdes com os Qol (A. de Goes, dezembro de 2019,
informacdes pessoais).

Os fungicidas Qol, juntamente com os cupricos, de acao protetora, tém sido
0s mais utilizados no controle da MPC, no Brasil (Silva Junior et al., 2016). Desta
feita, ainda que os resultados de controle de MPC tém sido satisfatérios, na maioria
das propriedades ha certos inconvenientes, de aspectos de saude e de natureza
pratica. No primeiro caso € fundamental atentar para o limite maximo de registro
(LMR) autorizado para uso dentro do Programa de Producéo Integrada dos Citros
(PIC), estabelecido pelo MAPA (Silva Janior et al., 2016) e pelos 6rgdos de controle
como clientes e consumidores, e no segundo caso 0s riscos biolégicos da “praga”,
dada a possibilidade do desenvolvimento de resisténcia a molécula quimica
utilizada.

No Brasil, nas fases entre o florescimento e colheita as plantas citricas

mostram-se vulneraveis a diversos problemas fangicos como a podridao floral dos
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citros, causada por duas ou mais espécies de Colletotrichum (C. abscissum, C.
gloeosporioides) (Lima et al., 2011; Carboni, 2018), verrugose (Elsinoe spp.), e a
melanose (Diaporthe citri Wolf) (Rodrigues et al.,, 2007). Para essas doengas o
controle é inteiramente dependente do uso de fungicidas, com destaque para os Qol
associados aos inibidores da desmetilacdo (DMI), como os triazéis, no controle da
podrid&o floral, e dos cupricos para os casos de verrugose e melanose (Silva Janior
et al, 2015). Para o caso especifico da podridao floral dos citros, em determinadas
regides produtoras, especialmente quando sob chuvas frequentes e de alta
intensidade ou intermitentemente no periodo de florescimento, a combinacdo Qol e
DMI é usada com elevada frequéncia para assegurar o controle da doenca. E, por
consequéncia dessa elevada exposicao, fungos como P. citricarpa presente nestes
pomares podem maximizar as chances de selecdo de estirpres resistentes aos

fungicidas Qol.

2.8 Resisténcia a fungicidas do grupo quimico das estrobilurinas

As estrobilurinas sdo fungicidas inibidores da quinona externa, ou também
conhecidos como inibidores da quinona oxidase, ou fungicidas Qol, e se
caracterizam por agir na respiracao dos fungos, atuando no sitio Qo (Parreira, et al.,
2009).

As moléculas se ligam ao sitio Qo, na cadeia de transporte de elétrons da
respiracdo mitocondrial, bloqueando o transporte de elétrons no complexo
enzimatico citocromo bcl e, dessa forma, interrompem a producdo de ATP pelas
células, o que eventualmente leva a morte do organismo (Bartlett et al., 2002; Gisi et
al,. 2000) Por ter como uUnico modo bioquimico de acédo (uni-sitio) a inibicdo da
respiracdo mitocondrial no sitio Qo, os fungicidas Qol sao considerados de alto risco
para o desenvolvimento de resisténcia em fungos (Rodrigues et al., 2007).

A resisténcia a fungicidas é definida como uma alteragdo herdavel e estavel
de um fungo em resposta a sua exposicao prolongada a um determinado principio
ativo, resultando na reducdo da sua sensibilidade aquele ingrediente quimico, ou
aos conexos, de mesmo grupo quimico (Brent e Hollomon, 2007a). Esta resisténcia,
gue pode ocorrer naturalmente sob condi¢cdes de campo, pode também ser induzida

de forma artificial, em laboratério (Brent e Hollomon, 2007a).
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A resisténcia aos Qol esta normalmente associada a substituicdo de uma
glicina por uma alanina na posicédo 143 do gene mitocondrial do citocromo b (cyt b),
gue esta relacionada a altos niveis de resisténcia e, consequentemente, a menor
eficiéncia no controle da doenca (Gisi et al., 2000). Com base nessa mutacao, a
resposta fisiol6gica, com consequente resisténcia, pode ser qualitativa podendo dar
origem a duas classes quanto a sensibilidade, sensiveis e resistentes. Uma vez
desenvolvida, esta populacéo resistente tende a ser estavel, mesmo se o fungicida
for usado de forma menos intensa, exercendo menor pressao selecéo. Este tipo de
resisténcia é regulada por um gene principal, e uma mutacdo pontual, que causa
mudanca em um Unico amino&cido da proteina alvo, pode resultar em alto nivel de
resisténcia, caso da mutacdo G143A (Brent; Hollomon, 2007b). Outras mutacfes
podem ocorrer no gene cyt b, como F129L (substituicdo de fenilalanina por leucina)
e G137R (substituicdo de glicina por arginina), ambas relacionadas a baixos niveis
de resisténcia ou resisténcia quantitativa, com pequeno ou nenhum efeito na

eficiéncia do fungicida para o controle da doenca (Gisi et al., 2000).

2.9 Sequenciamento de DNA

Diversas mutacdes descritas na literatura foram associadas a resisténcia a
estrobilurinas (Gisi et al., 2002), e foram detectadas no gene cyt b de varios fungos
fitopatogénicos resistentes ao fungicida (Fernandez-Ortufio, et al., 2010). Existem
pelo menos 15 mutacdes jA conhecidas, todas na sequéncia do gene mitocondrial
citocromo b (cyt b), que conferem resisténcia aos fungicidas Qol (Degliesposti et al.,
1993). Dessas, trés foram detectadas na sequéncia do gene cyt b em fitopatdégenos:
G1R43A, F129L e G137 (FRAC, 2014).

Utilizando-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento
genético do cyt b é possivel detectar se as mutacdes responsaveis pela resisténcia
aos Qol estdo presentes nos individuos resistentes, pela comparagdo com uma
amostra padrao do fungo (selvagem), que possivelmente sofreu poucas mutaces
por ter sido pouco exposto as sucessivas aplicacfes de fungicidas. Na técnica de
sequenciamento, o material que foi amplificado previamente no PCR, é submetido a
aparelhos que tém a capacidade de identificar, de forma sequencial, os nucleotideos

presentes em uma molécula de DNA que compdem o fragmento em analise
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(Brandao, 2009). Isto permite identificar a alteracdo de uma Unica base que pode
levar a uma mutacdo com consequente perda de funcdo da proteina a ser
codificada.

Método Sanger

Regibes de DNA com até 900 pares de base de comprimento sao
rotineiramente sequenciados pelo chamado método Sanger de
sequenciamento ou método de terminacdo da cadeia (Obenrader, 2003). O método
Sanger foi desenvolvido pelo bioquimico britdnico Fred Sanger e seus
colaboradores, em 1975 (Sanger e Coulson, 1975). Nele, o DNA alvo é copiado
muitas vezes, produzindo fragmentos de comprimentos diferentes. Nucleotideos
“terminadores de cadeia” fluorescentes marcam os finais dos fragmentos e permitem
gue a sequéncia seja determinada (Manfredini, 2015).

Pirosequenciamento

Este método, desenvolvido por pesquisadores do Royal Institute of
Technology de Estocolmo, Suécia em 1996 (Ronaghi et al., 1996), € um dos novos
processos de sequenciamento que surgiram nos ultimos anos, conhecidos com
NGS, em inglés Next Generation Sequencing. Este método é baseado no principio
da sintese de sequéncias, baseando-se na detec¢cdo de pirofosfatos liberados na
incorporacao de nucleotideos.

As leituras realizadas por pirosequenciamento sao relativamente menores que
as obtidas pelo método de Sanger (~700 bp). A leitura da sequéncia nesse sistema &
realizada a partir de uma combinacdo de reacdes enzimaticas que se inicia com a
liberacdo de um pirofosfato, oriundo da adicdo de um desoxinucleotideo a cadeia.
Em seguida, esse pirofosfato € convertido para ATP, pela ATP sulfurilase, sendo
este utilizado pela luciferase para oxidar a luciferina, produzindo um sinal de luz
capturado por uma camera CCD (charge-coupled device) acoplada ao sistema
(Carvalho e Silva, 2010). O pirosequenciamento é considerado um método mais
eficiente que o método de Sanger se considerar que a cobertura da sequéncia é
muito maior, sendo uma determinada base lida véarias vezes. Entretanto, o0 método
tem como inconveniente a necessidade de utilizar um nimero elevado de reagentes
(Pinto e Kremer, 2016).
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2.10 A histéria do intron

Em estudo do material genético do citocromo b constatou-se que a existéncia
de um intron logo apds o cédon 143 pode prevenir a ocorréncia da mutacdo G143A
em alguns fungos, mutacdo essa de maior impacto na sensibilidade aos Qols
(Grasso et al., 2006; Stammler et al., 2013). Nesses casos, a substituicdo do
nucleotideo nesta posi¢do impediria a remocao do intron, sendo letal para o fungo
(Grasso et al.,, 2006). No estudo de Stammler (2013), a analise da sequéncia do
gene cyt b revelou uma sequéncia de intron diretamente ap6s o cdédon 143 de
isolados de P. citricarpa, e nenhum intron em isolados de P. citriasiana e P.
capitalensis oriundos de citros. Ainda que estes resultados de pesquisas tenham
revelados uma nova e interessante fronteira para o conhecimento deste fungo aos
Qols, a quantidade das amostras utilizadas no estudo foi muito pequena, havendo
assim divergéncia quanto a possibilidade da universalizacao da resposta.

Embora as respostas biolégicas evidenciadas por Stammler et al. (2013)
tenham sido mantidas de forma inalterada para fungos portadores do citado intron,
como nos casos de Puccinia spp. e Alternaria solani (Grasso et al.,, 2006,
Pyrenophora teres (Sierotzki et al.,, 2007), Botritis cinerea (Banno et al., 2009),
Guignardia bidwellii (Miessner et al., 2011), e Monilia fructicola (Miessner et al.,
2010; Hily et al.,, 2011), cuja a resisténcia aos fungicidas Qol conferidos pela
substituicdo do G143A ainda nao foi relatada, existem excecdes descritas para por
exemplo em Botrytis cinerea e B. pseudocinerea, um com, e outro sem 0 intron
mencionado (Banno et al., 2009; Jiang et al., 2009; Leroux et al., 2010; Yin et al.,
2012). Uma explicacdo para este caso, nestas espécies, € atribuida a
heterogeneidade das mesmas (Stammler et al., 2013).

Em leveduras, jA foi relatado o resgate de mecanismos que poderiam
restabelecer a aptiddo respiratéria de um mutante resistente com intron apdés a
posicdo do codon 143. Os trés mecanismos hipotéticos foram delecdo do intron,
superexpressdo de genes que codificam portadores de ions metalicos das
mitocOndrias, ou uma segunda mutacdo mitocondrial para restaurar o splicing
exon/intron (Vallieres et al., 2011). Tais mecanismos de resgate nao sdo testados

em campo, mas indicam que a inibicdo da mutacdo G143A né&o é absoluta. Esses
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mecanismos de desvio identificados em leveduras podem potencialmente surgir em
fungos patogénicos (Vallieres et al., 2011).

Alguns patégenos como Alternaria solani, Pyrenophora teres e Phakopsora
pachyrhizi também apresentam o intron logo ap6s o cédon 143 e desenvolveram a
mutacdo F129L e / ou G137R, que tem se mostrado menos efetiva com relagéo ao
nivel de resisténcia (Sierotzki et al., 2007; Miessner et al., 2011; Stammler, 2012,
Klosowski et al., 2016).

Devido a estrutura do intron do gene cyt b de P. citricarpa, existe uma baixa
probabilidade da mutacdo G143A que confere um alto nivel de resisténcia (Stammler
et al., 2013). Tal possibilidade advém do fato da longa exposi¢cdo deste patdgeno
aos fungicidas Qol, os quais vém sendo utilizados na citricultura desde o final da
década de 90 (Bartlett et al., 2002). No Brasil, o controle da MPC com os fungicidas
Qol foi iniciado a partir do ano 2000, e tornando uma ferramenta praticamente
exclusiva a partir de 2012, quando da proibicdo do uso de benzimidazéis na
citricultura brasileira (A. de Goes, dezembro de 2019).

O monitoramento da resisténcia pode auxiliar no desenvolvimento e
introducdo de novos fungicidas, pois fornece informagdes sobre os riscos de
resisténcia e estabelece uma base de dados de sensibilidade do produto.
Acrescenta-se ainda que, se detectado o problema de resisténcia, as informacoes
geradas sdo imprescindiveis no manejo, evitando gastos inuteis com fungicidas que
nao controlam, perdas consideraveis na producdo e descrédito das empresas
fabricantes dos produtos (Kimati, 1987). Além disso, evitaria problemas a saude e ao
meio ambiente (Wightwick, et al., 2010). Até o momento, ndo h&a estudos de
monitoramento da sensibilidade de Phyllosticta citricarpa a fungicidas do grupo das

estrobilurinas no Brasil.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material bioldgico

Foram utilizados neste trabalho isolados de P. citricarpa pertencentes a
micoteca do laboratério de Fitopatologia, FCAV/UNESP, todos oriundos de
isolamentos realizados no periodo de 1999 a 2006 (Tabela 1).

A obtencao dos isolados de P. citricarpa deu-se a partir de frutos sintométicos
coletados em pomares infestados. Para tal, os frutos sintomaticos, de diversos
pomares citricos, foram levados para o Laboratério de Fitopatologia do
Departamento de Ciéncias da Producéo Agricola da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias, UNESP, Campus de Jaboticabal, para o isolamento. Foram utilizadas
amostras de frutos de citros, especialmente laranjeiras doces, de 16 municipios de
quatro Estados da Federacgéo (Tabela 1).

Tabela 1. Origem dos isolados de Phyllosticta citricarpa (ano de coleta, nome da
amostra, local, hospedeiro), tempo de exposicdo a fungicidas (em anos),
niveis de severidade dos sintmas e numero de isolados avaliados.

Ano de Nome da ) Exp. Sever. N°de
coleta amostra Local Hospedeiro (anos)® b isolados
1999 1999 Itaborai, RJ Tangerina do Rio 0 Alta 1
2004 2004 Itaborai, RJ ND 1 Alta 3
2005 2005 Itaborai, RJ; Valéncia, Folha 2 Alta 3
Estiva Gerbi, SP Murcha, Lima
Acida Tahiti, Natal
2006 2006 Conchal, SP; Lima Acida Tabhiti, 5 Alta 2
Natal, Pera Rio
2017 BB Bebedouro, SP Pera Rio 6 Média 3
2018 BO Bofete, SP Baianinha, 6 Baixa
Valéncia
CG Comendador Gomes, Natal 6 Baixa 2
MG

Guaraci Guaraci, SP Natal 6 Baixa 1
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Jales Jales, SP Pera Rio, Cravo 6 Média 3
LA Luiz Antbnio, SP Rubi 6 Alta 4
MG Mogi Guacu, SP Valéncia 6 Alta 4
RE Reginépolis, SP Pera Rio 3 Alta 3
RI Rincéo, SP Valéncia, Natal 6 Alta 5

S.SCai  S&o Sebastido do Cai, Valéncia 3 Média 2
RS
SCRP Santa Cruz do Rio Pera Rio 4 Baixa 3
Pardo, SP Valéncia
TA Tambau, SP Valéncia 6 Alta 7
Vit BR Vitéria Brasil, SP Pera Rio, 4 Média 1
Natal
Total . . " " " 50

% — Exposicéo a Qol por ano; ND = n&o disponivel

®_ Severidade - a gravidade dos sintomas no campo, avaliada com base na sua frequéncia e
distribuicdo, em que Baixo = menos de 1% de plantas exibindo frutos com sintomas do tipo mancha
dura, com baixa frequéncia, com dificuldade para encontrar frutos sintoméaticos; Moderado = menos
de 20% das plantas exibindo frutos sintomaticos; presenca de sintomas dos tipos mancha dura e de
falsa melanose, com moderada dificuldade para encontrar frutos sintomaticos; Alta = mais de 20%
das plantas exibindo frutos com média a alta frequéncia dos sintomas dos tipos mancha dura,
mancha sardenta, mancha virulenta e de falsa melanose, com grande facilidade para encontrar frutos

sintomaticos.

Para o isolamento do patégeno, os frutos foram superficialmente
desinfestados em solucédo de hipoclorito de sédio, enxaguados em agua corrente e
secos em condi¢cdes de ambiente de laboratério. Posteriormente, a partir de lesées
tipicas de MPC foram retirados fragmentos de tecidos lesionados das zonas de
transicdo doentes/sadios, seguido da sua desinfestacdo por 1 minuto em alcool
etilico 70%, 3 minutos em hipoclorito de sédio 0,5%; e 1 minuto em agua destilada
esterilizada, seguida da secagem sobre papel absorvente esterilizado.
Posteriormente, os fragmentos foram depositados em meio batata-dextrose-agar
(BDA) contido em placas de Petri, seguido de incubagédo em BOD a 25°C +4°C por
cinco dias. A seguir, colonias que exibiam caracteristicas culturais e morfolégicas
similares as de P. citricarpa foram repicadas para subsequente purificacdo. As

culturas puras dos fungos foram armazenadas em tubos de ensaio contendo meio
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BDA, e em seguida recobertas com 6leo mineral estéril para paralisacdo do
metabolismo.

Na etapa de isolamento dos fungos, foram obtidos 200 isolados, os quais
passaram pela triagem em meio aveia-agar e também foram selecionados de
maneira que a amostragem ficasse ampla e com representatividade das principais

regides citricolas.

3.2 Identificacdo de isolados de Phyllosticta citricarpa por marcador
morfolégico meio aveia-agar

Todos os 50 isolados obtidos de frutos citricos sintomaticos foram submetidos
ao teste do meio de cultura aveia-agar (AA) (60 g de farinha de aveia, 12 g de agar,
1000 mL de &gua destilada esterilizada), utilizado para distinguir isolados
patogénicos e endofiticos (Baayen et al., 2002; Baldassari et al., 2008; Wickert e
Goes, 2009). Tal teste foi também adotado para os isolados obtidos no periodo de
1999 a 2006. Para tal, discos de colbnias oriundos das culturas puras foram
justapostos em placas de Petri contendo cerca de 20 mL de meio AA, seguido de
incubacdo em estufas BOD a 25°C + 1 °C e fotoperiodo 12/12 h, por 7 a 10 dias.

3.3 Avaliacdo da sensibilidade de isolados de Phyllosticta citricarpa a
fungicidas Qol, trifloxistrobina e piraclostrobina

Os procedimentos para a determinacdo da sensibilidade aos fungicidas Qol
foram adaptados de metodologias descritas para Botritys cinerea, recomendadas
pelo Comité de Acdo de Resisténcia a Fungicidas (Fungicide Resistance Action
Committee — FRAC) (Stammler e Speakman, 2006; Stammler, 2009). O citado
protocolo preceitua o critério relativo a determinacéo da porcentagem de inibicdo da
germinacao de conidios (Stammler, 2009).

A metodologia de avaliacdo da sensibilidade dos isolados de P. citricarpa aos
fungicidas Qol deu-se mediante ensaios de microtitulagdo em microplacas modelo
Kasvi K12-06 com 96 pocgos, cada um representando uma repeticdo, nas
concentracdes 0; 0,0003; 0,003, 0,03; 0,3; 3,0; 30,0 e 300,0 pg mL™ dos fungicidas
trifloxistrobina (Flint® trifloxistrobina 500 g kg™, Bayer) e piraclostrobina (Comet®,

piraclostrobina, 250 g L™, Basf). O teste de microtitulacdo foi realizado com os 50
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isolados (Tabela 1). Os fungicidas foram diluidos separadamente em &gua
deionizada estéril para producdo de uma solucdo estoque a 10.000 pg mL™. A partir
da solucao/suspenséao estoque procederam-se diluicdes seriadas para obtencéo das
concentracbes desejadas. Posteriormente, aliquotas contendo os fungicidas foram
depositadas em cada um dos pogos da placa contendo meio batata-dextrose (BD),
conforme Stammler e Speakman (2006). Em seguida, realizou-se a inoculagédo dos
conidios na concentracdo de 1x10* conidios mL™. A suspenséo conidial foi obtida
mediante a deposicédo de meio BD (20 g L™ batata-dextrose em 1000 mL de agua
destilada estéril) sobre colénias de P. citricarpa, apds 15 dias de crescimento em
meio BDA (batata-dextrose-agar) e incubacdo em estufa BOD a 25°C + 1 °C e
fotoperiodo 12/12 h, seguido da raspagem superficial com espatula e filtracdo em
camada dupla de gase.

O volume total da suspenséo conidial dispensado em cada poc¢o da placa foi
de 100 pL, distribuidos como segue: branco (50 pL de meio BD com adicdo de 50 uL
das distintas doses de fungicidas), e as demais amostras (50 puL de meio BD com
adicdo das doses de fungicidas + 50 pL da suspensédo de conidios). Foram
realizadas quatro repeticoes de cada tratamento, representado por um poco da
microplaca, pois a microplaca foi dividida em trés setores, com quatro repeticdes
cada.

Posteriormente, as microplacas foram acondicionadas em sacos plasticos,
para evitar evaporacao, identificadas, e incubadas, sem agitacéo, a 18 °C no escuro.
Apos 14 dias de incubacado o crescimento relativo dos isolados foi determinado com
base na leitura de absorbancia de luz medida a 405 nm no leitor de microplacas de
microtitulacdo MultiskanTM FC Microplate Photometer, Thermo ScientificTM, EUA.
Os valores de absorbancia obtidos foram utilizados para célculo da ECsg
(concentracao que inibe 50% do crescimento da colonia) de cada isolado para cada
fungicida, utilizando o valor médio das quatro repeticdes por poco da microplaca.

O ECsp foi calculado com base na porcentagem de crescimento de cada
isolado nas diferentes concentragcdes dos fungicidas quando comparados ao
crescimento nas placas sem fungicidas (testemunha), apOs regressdao das
porcentagens (X) versus o logl0 da concentracdo de fungicidas (Y) (Lopes et al,.
2015).
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3.4 Analises moleculares

Utilizando-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o posterior
sequenciamento, € possivel detectar-se as mutacdes responsaveis pela resisténcia
do fungo as estrobilurinas.

Assim, sugere-se que a mutagdo no local alvo, mais especificamente a
mutacdo F129L, a qual é de ocorréncia generalizada, pode ser o mecanismo de
resisténcia associado aos isolados insensiveis. A ocorréncia do intron na espécie P.
citricarpa pode prevenir a mutagao G143A e, dessa forma, buscou-se a segunda
mutacdo de maior importancia, a F129L, proxima do local alvo de atuacédo do
fungicida.

3.4.1 Extracdo de DNA

Os isolados selecionados para andlises moleculares foram cultivados em
meio BDA (batata-dextrose-agar, KASVI, Curitiba, PR, Brasil) suplementado com
cloranfenicol e estreptomicina (50 pg mL™) durante quinze dias a 25°C. Apés o
periodo de incubacdo, mediante 0 emprego de espatula procedeu-se a raspagem
das colbnias para a remocado do micélio. A seguir, o micélio removido foi
armazenado em tubos eppendorf de 2mL e mantido em freezer -20°C até seu uso.

A extracdo do DNA deu-se a partir de 50 isolados de P. citricarpa, sendo
empregado kit Nacleo Spin® Plant Il (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha) de acordo
com as instru¢cbes do fabricante. A concentracdo das amostras de DNA foi
determinada por fluorimetria com 2 pL da solu¢do de DNA total extraido, utilizando o
kit Qubit® versdo 3.0 fluorometer dsDNA HS Assay (Invitrogen, Life
Technologies, CA, USA). Cada amostra de DNA foi quantificada duas vezes, sendo

considerado o valor médio das duas quantificacbes por média aritmética simples.

3.4.2 Desenvolvimento dos primers

Os primers foram desenhados utilizando o programa Primer 3 Plus para a
amplificacdo das regifes contendo os codons 129, 137 e 143 do gene mitocondrial
cyt b (Tabela 2).
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Tabela 2. Nome e sequéncia dos primers (5'- 3') utilizados no sequenciamento.

Nome do oligonucleotideo Sequéncia

GUIGCI 129 Fwl Se San 5 — CCGCTAATTGGGTGGTAGTG - 3’

GUIGCI 129 Rv Se San 5 — TTACGGTCAACTTCCGTGTG - &
GUIGCI 137-143 Fw Se San2 5— AGCAACGAGTAGACGGCAAT - 3

GUIGCI 137-143 Rv Se San2 5 — TGACACCGAAAGTGTCGTTC - 3’

3.4.3 Reacgbes de PCR

As reacdes de PCR foram conduzidas com o kit PiroMark PCR Kit (Qiagen,
Hilden, Alemanha) obtendo um volume final de 25 pL contendo 2,0 uL de DNA, 3 pL
de agua ultrapura esterilizada (DNase/RNase-Free Distilled Water — Invitrogen), 12,5
puL de Pyromark PCR Master Mix, 2,5 pL de Coral Load, e 2,5 puL dos primers Fw e
Rv de 1000 nM/ pl.

As amplificac6es foram realizadas em termociclador AB Applied Biosystems
Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems, EUA), com as seguintes condi¢cdes de
ciclagem: desnaturagéo inicial de 95°C por 15 minutos; seguido de 45 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos e extenséo final de
72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR obtidos foram purificados com o Kit PCR
Clean-Up Gel Extraction (Macherey-Nagel, Dduren, Alemanha), segundo as
instrucdes do fabricante. Apds a purificacdo, os produtos de PCR foram enviados e
submetidos a reacdo de sequenciamento Sanger, de acordo com as especificacdes
do Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho (LaCTAD) na Unicamp.
O gene do citocromo b foi sequenciado em um Unico sentido, com o primer Fw, fita
simples, utilizando-se a plataforma 3730XL da Applied Biosystems para realizacéo

do sequenciamento por eletroforese capilar.

3.4.4. Piroquenciamento para mutacdo F129L no gene cyt b

Um ensaio de pirosequenciamento foi desenvolvido usando o software
Pyrosequencing Assay Design (Qiagen, Hilden, Alemanha).

O pirosequenciamento consiste na realizacdo de uma PCR inicial de
amplificacdo da area de interesse com o0 uso de primers biotilinados e obtencédo de

um amplicon de 842 pares de base. Posteriormente, o amplicon é submetido a um
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processo de separacdo em fita simples do DNA (PyroMark Vacuum Workstation
Q24), seguido da PCR de pirosequenciamento.

Numa primeira etapa, o fragmento do gene cyt b que continha o alvo foi
amplificado na reacdo de PCR utilizando o kit PiroMark PCR kit (Qiagen, Hilden,
Alemanha), com 12,5 uL de Pyromark PCR Master Mix, 2,5 pL de Coralload, 3 pL de
agua ultrapura, 2,0 uL de DNA, e 2,5 de cada primer: GUIGCI 129 Fw Pyro A (5
biotina - TCTTAATGATGGCAACAGCA - 3’) e GUIGCI 129 Rv Pyro A (5 biotina -
CCATATAGGGCTATGTTTATAACC - 3’) (Tabela 3). As amplificacdes foram
realizadas em termociclador AB Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler (Applied
Biosystems, EUA) nas seguintes condigbes de ciclagem: desnaturacéo inicial de
95°C por 15 minutos; seguido de 45 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos e extenséao final de 72°C por 10 minutos. Cada
amostra foi testada em duplicata.

Para a subsequente reacdo de pirosequenciamento foram usados 20 pL do
produto de PCR obtido. Foi preparado um mix contendo para cada reacdo 1 pL de
Streptavidin Sepharose High Performance, 40 uL tampdo de ligacdo PyroMark
(PyroMark Binding Buffer) e 19 pL agua ultrapura, adicionado em 60 pL do mix e 20
pL de produto de PCR, completando um volume final de 80 pL. A placa de PCR foi
mantida sob agitacdo a temperatura ambiente (15-25 °C) durante 20 min a 1400
rpm.

A PyroMark Q24 MDx Vacuum Workstation (Qiagen, Inc, Valencia, Estados
Unidos) foi preparada conforme instrucdes do fabricante. O préximo passo destinou-
se a preparacdo do DNA de cadeia simples e a hibridagdo do “primer’ de
sequenciamento. Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado o primer de
sequenciamento GUICCI 129 Rv (5 - CCAGATGTACTATAACTCCT- 3’) na
concentracéo de 3.0 pmol/pl, os amplicons purificados de PCR e o tampéao PyroMark
Annealing, sendo adicionados 20 pyL desse mix em cada poco da placa PyroMark
Q24 Plate.

O pirosequenciamento foi realizado para determinacdo da sequéncia e
quantificacdo de alelos usando o equipamento PyroMark Q24 (Qiagen, Inc, Valencia,
Estados Unidos). Este método foi utilizado para investigacdo de resisténcia
quantitativa da mutacéo F129L em dez amostras de P. citricarpa.
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Tabela 3. Oligonucleotideos sintetizados para rea¢ao de pirosequenciamento.
Nome do oligonucleotideo Sequéncia (5’-3’)

GUIGCI 129 Fw Pyro A 5’ biotina - TCTTAATGATGGCAACAGCA -3’
GUIGCI 129 Rv Pyro A 5’ biotina - CCATATAGGGCTATGTTTATAACC - 3’
GUIGCI 129 Rv 5 - CCAGATGTACTATAACTCCT- 3
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificacdo de Phyllosticta citricarpa por marcador morfolégico em meio
aveia-agar

Com o objetivo de validar o marcador morfolégico descrito por Baayen el al.
(2002), todos os isolados obtidos a partir de tecidos de frutos citricos contendo
lesbes tipicas de MPC, do Brasil, foram testados. Segundo Baayen et al. (2002),
linhagens de P. citricarpa podem ser diferenciadas das linhagens de P. capitalensis
(teleomorfo: Guignardia capitalensis) pela formacdo de um halo amarelo ao redor
das colbnias fungicas quando incubadas em meio aveia-agar por aproximadamente
7 dias (Figura 1).

Figura 1. Linhagens identificadas pelo marcador morfolégico meio aveia-agar.
Colbnias incubadas em meio aveia-agar a 25°C e fotoperiodo de 12/12h
por 7 dias. (A) Colonia identificada como Phyllosticta spp. (B) Colonia
identificada como P. citricarpa. A indicagdo com seta representa a
presenca do halo amarelo na borda da col6nia.

Os isolados que ndo apresentaram a formacao de halo, corroborando com o0s
dados obtidos por Baayen et al, (2002), foram identificados como P. capitalensis e
Phyllosticta spp., dessa forma nédo-patogénicos ou endofiticos. Da mesma forma, 0s
isolados que apresentaram halo amarelo, caracteristico de isolados patogénicos,
foram classificados como P. citricarpa (Baayen et al., 2002; Baldassari et al., 2008,
Stammler et al., 2013). Estudos conduzidos por Stringari (2009), com 365 linhagens
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brasileiras, concluiram que o método de distingdo de espécie descrito por Baayen et
al. (2002) pode ser validado exclusivamente para as linhagens com resultados
positivos para o halo, sendo estas corretamente identificadas como P. citricarpa.

Nas etapas subsequentes de testes por microtitulacdo e avaliacdes
moleculares foram utilizados e avaliados somente os isolados do grupo patogénico.
Todos os 50 isolados classificaram-se dentre os patogénicos (Tabela 1), e foram
oriundos de uma colecédo de 200 isolados obtidos na fase de isolamento. Além do
carater patogénico, tais isolados foram selecionados em razdo dos antecedentes
locais, retratando-se pomares de cinturdo citricola brasileiro onde a doenca MPC

ocorre em niveis elevados, e com alta severidade de sintomas.

4.2 Variacdo na sensibilidade de populacbes de Phyllosticta citricarpa aos
fungicidas Qol, trifloxistrobina e piraclostrobina
Os isolados e P. citricarpa avaliados apresentaram variacdo dos niveis de

sensibilidade aos fungicidas piraclostrobina e trifloxistrobina (Tabela 4).

Tabela 4. Concentracdo efetiva de trifloxistrobina e piraclostrobina necessaria para
inibir em 50% (ECsp) 0 crescimento micelial de isolados de Phyllosticta

citricarpa.
Isolado Trifloxistrobina Piraclostrobina
ECso (g ML™) ECso (ug mL™)
99 Tang Rio <0,0003 <0,0003
2004 124.1 <0,0003 <0,0003
2004_125.1 <0,0003 0,01
2004 _322.2 0,208 2,733
2005 24.2 0,035 0,384
2005 42.2 2,077 0,805
2005 L2L1 C 0,003 0,014
2006 _L2.21LAT 0,65 <0,0003
2006 _21.2 0,178 0,444
BB 001 0,861 0,018
BB 003 108,22 17,673
BB 006 <0,0003 <0,0003

BO_005 158,48 2,27



BO_006
BO_007
CG_006
CG_007
Guaraci_3
Jales 10-5
Jales 8
Jales 9(2)
LA 017
LA 018

LA_027

LA_028
MG_001
MG_013
MG_020
MG_027
RE_004
RE_007
RE_010

RI_004
RI_006
RI_018
RI_021
RI_024

SSCAI3

SSCAI6
SCRP_3
SCRP_6

SCRP_10
TA_004
TA_028
TA_036
TA_037
TA_041
TA_046

0,127
29,827
0,084
<0,0003
>300
0,573
<0,0003
0,749
0,074
5,9151

0,038

<0,0003
<0,0003
0,668
0,5647
<0,0003
<0,0003
0,650
0,262
<0,0003
8,451
<0,0003
<0,0003
<0,0003
<0,0003
<0,0003
<0,0003
<0,0003
<0,0003
0,6351
<0,0003
0,0048
1,139
<0,0003
<0,0003

0,160
<0,0003
0,784
<0,0003
>300
>300
17,125
0,005
0,005
>300

0,012

<0,0003
<0,0003
<0,0003
1,552
0,0004
0,003
0,036
9,734
0,01
>300
0,785
<0,0003
<0,0003
0,313
<0,0003
<0,0003
<0,0003
<0,0003
46,463
<0,0003
0,541
>300
<0,0003
>300

32
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TA_049 >300 >300
Vit Br P Rio 1 <0,0003 0,013

Os valores de ECs obtidos para os isolados de P. citricarpa pelo método de
microplacas aos fungicidas estrobilurinas (Tabela 4) testados apresentaram valores
abaixo da menor dose testada (0,003 ug mL™) ou acima da maior dose testada (300
ng mL™), possibilitando discrimina-los em classes, segundo as categorias fenotipicas
estabelecidas para B. cinerea por Amiri et al. (2014), com modificagbes (Tabela 5).

Tabela 5. Classes de concentracdes de fungicidas inibidores da quinona externa
(Qol), categorizacdo fenotipica segundo os niveis de sensibilidade, e
respectiva segmentacdo do numero de isolados nas respectivas classes
guando expostos a trifloxistrobina e piraclostrobina.

Categoria de Fungicidas
Classes » . _
1 fendtipo de Numero de isolados por classe
(Hg mL™) . — . .
sensibilidade Trifloxistrobina Piraclostrobina
<0,0003 AS 23 17
0,0003 a3 S 20 22
>3a30 SR 3 3
> 30 a 300 AR 2 1
> 300 ER 2 7

AS = altamente sensivel; S= sensivel; SR = sensibilidade reduzida; AR = altamente resistente; ER =

extremamente resistente

Segundo o critério utilizado neste estudo, e levando-se em conta a
distribuicdo de frequéncia dos niveis fenotipicos dentre os isolados avaliados,
constatou-se que houve predominancia de isolados de P. citricarpa altamente
sensiveis e sensiveis, que corresponderam a 86% e 78%, respectivamente, para
trifloxistrobina e piraclostrobina. Entre os 50 isolados de P. citricarpa avaliados, 16%
e 22% mostraram-se insensiveis a trifloxistrobina e piraclostrobina, respectivamente,
apresentando valores de ECsy > 3 pg mL™. Isolados Guaraci, TA, Jales Rl e LA
(Tabela 4) apresentaram pelo menos um isolado com valor de ECsy > 300 ug mL™,
classificado como extremamente resistente (ER) a trifloxistrobina ou piraclostrobina

(Tabela 4 e 5). Dentre as amostras avaliadas foi constatado que os isolados
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Guaraci_3, e TA 049 mostraram-se simultaneamente insensiveis a ambos os
fungicidas utilizados neste estudo (Tabela 4).

Isolados de P. citricarpa que apresentaram valores de ECsy < 0,0003 e 0,0003
a 3; tanto para o fungicida trifloxistrobina, quanto para piraclostrobina, foram
considerados como altamente sensiveis (AS) e sensiveis (S), respectivamente
(Tabela 5). Entre os 50 isolados testados, 23 (46%) e 17 (34%) foram AS para
trifloxistrobina e piraclostrobina, respectivamente. Ja para a classe S, a frequéncia
de isolados de P. citricarpa variou entre 20 (40%) e 22 (44%), respectivamente. Os
demais isolados foram alocados nas classes de sensibilidade reduzida (SR),
altamente resistente (AR) e extremante resistente (ER), as quais englobaram a
minoria dos isolados, com 3; 2 e 2 representantes, respectivamente, para
trifloxistrobina e 3; 1 e 7 para piraclostrobina nesta ordem (Tabelas 4 e 5).

Os valores da ECsy obtidos para os isolados de P. citricarpa avaliados
situaram-se em faixas variaveis, o que certamente esta associado a variacdo natural
e genotipica dos mesmos. Também foram observados padrdes diferenciais de
crescimento e morfologia das colonias, mesmo nas repeticdes, 0 que caracteriza a
diversidade polimorfica do fungo, e certamente a sua variabilidade genética como
evidenciado por Possiede e colaboradores (2009).

Fungicidas do grupo das estrobilurinas foram registrados para a cultura dos
citros no final da década de 1990, sendo estrategicamente utilizados com mais
frequéncia a partir de 2004 (Antonio de Goes, abril de 2020, informacbes pessoais).
Nos anos subsequentes, o uso de tais fungicidas foi gradativamente crescente,
tornando exclusivos para o controle de MPC a partir de 2012 (Fundecitrus, 2012).

Conforme dados obtidos neste estudo, foi constatado evidéncia acerca da
relacdo entre respostas bioldgicas dos isolados de P. citricarpa analisados e seu
respectivo comportamento aos niveis de exposicdo aos fungicidas Qol
agronomicamente utilizados nos pomares citricos amostrados. Por exemplo, foi
evidenciado que os isolados de P. citricarpa originarios de cole¢cbes micoldgicas
formadas no periodo de 1999 a 2006 exibiram sensibilidade mais elevada aos
fungicidas Qol, denotando fraca ou nenhuma pressdo de selecdo aos fungicidas
utilizados. Dentre os isolados obtidos nesse periodo, somente dois deles

apresentaram valores de ECsy mais elevados, de 2,077 ug mL™ para trifloxistrobina
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para o isolado 2005 42.2 e de 2,733 ug mL™ para piraclostrobina para o isolado
2004_322.2. (Tabela 4).

Os dados relativos ao comportamento dos isolados de P. citricarpa aos
fungicidas Qol, € de se presumir que a sensibilidade mais baixa adveio mais
provavelmente do comportamento biolégico intrinseco destes isolados, do que a sua
adaptacdo aos fungicidas Qol utilizados. Por outro lado, a insensibilidade
demonstrada por determinados certos variantes presume-se originar-se de
insensibilidade congénita a determinadas moléculas quimicas, fruto possivelmente
de seu status evolucionario. Ha, por exemplo, registros na literatura sobre a
insensibilidade natural de C. abscissum (ex C. acutatum), agente causal da podridao
floral dos citros aos fungicidas do grupo dos benzimidazéis (Goes e Kimati, 1987;
Peres et al., 2002), e C. gloeosporioides, responsavel por sintomas de antracnose
em améndoa e abacate, exibindo insensibilidade a benomyl (Shabi e Katan, 1983;
Shabi et al., 1993). Evidéncias semelhantes sdo também apontadas na literatura
para Alternaria alternata responsavel pela requeima de pistache (Avenot e
Michailides, 2015). Segundo estes autores foram constatados a pré-existéncia de
isolados insensiveis aos fungicidas piraclostrobina e boscalid, mesmo em pomar
onde nao haviam sido utilizados tais fungicidas (Avenot e Michailides, 2015).

No presente estudo, constatou-se que os niveis de sensibilidade dos isolados
de P. citricarpa aos fungicidas avaliados mostraram-se convergentes aqueles
encontrados por Stammler e colaboradores (2013) que, em estudo semelhante,
avaliaram a sensibilidade de 18 isolados de P. citricarpa oriundos do Brasil,
Suazilandia, Africa do Sul, China e Vietnd aos fungicidas piraclostrobina e
azoxistrobina. Mediante metodologia da microtitulacdo, os autores verificaram que o
ECso verificado para os isolados avaliados variou de 0,003 a 0,004 ug mL™ para
piraclostrobina, e 0,005 a 0,011 pg mL™ para azoxistrobina. Nossos resultados
mostram-se também convergentes aos obtidos por Silva Junior et al., (2016), os
quais constataram que ECsy para piraclostrobina variou de 0,003 a 0,008 pg mL™.
Atualmente, valores de ECsy de 0,003 a 0,004 pg mL? s3o considerados como
padrdo de sensibilidade para P. citricarpa (Stammler et al., 2013).

Em nosso estudo foi observado relagcdo positiva entre a concentracdo de

ingrediente ativo versus taxa de inibicdo do crescimento micelial de P. citricarpa para
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ambos fungicidas Qol’s avaliados. Estes resultados demontram em termos praticos
gue o fungicida foi eficiente no controle.

As respostas fenotipicas de alguns isolados de P. citricarpa testados e as
concentracbes crescentes de ingrediente ativo dos fungicidas trifloxistrobina e
piraclostrobina encontram-se apresentadas por meio da Figura 2. Para o fungicida
trifloxistrobina, os isolados TA_046; BO_006 e RI_006 apresentaram valores de
ECso de <0,0003; 0,127; 8,4, respectivamente (Figuras 2a; 2c). Ja para a
piraclostrobina, os isolados CG_006; BO_006 e RI_006 apresentaram valores de
ECso de 0,784; 0,160; e >300, respectivamente (Figuras 2b; 2d).
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Figura 2. Variacdo da sensibilidade in vitro de isolados contrastantes de Phyllosticta citricarpa expostos a concentracdes
crescentes de trifloxistrobina (a) e piraclostrobina (b) em meio batata-dextrose (BD). Dados referentes ao
crescimento relativo de col6nias de P. citricarpa que apresentaram diferentes ECso em resposta ao aumento das
concentracdes de trifloxistrobina (c) e piraclostrobina (d), determinados ap6s 14 dias de incubacédo a 18° C no
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Tomando-se como referéncia os niveis de severidade de P. citricarpa nos
pomares amostrados, e a frequéncia de isolados insensiveis (ECsp > 3 pg mL™)
encontrados denota-se que nédo foi verificada relacdo entre a intensidade da doenca
e isolados insensiveis. Em pomares com baixa, média ou alta severidade da doenca
a prevaléncia de isolados insensiveis foi de 36% (Tabela 1).

Comparando-se o parametro de tempo de uso de fungicidas Qol nos pomares
(Exposicéo) e periodicidade de reducéo de sensibilidade, isolados resistentes foram
encontrados com maior frequéncia em pomares de aplicacdes sequenciais de Qol
por mais de 5 anos (Tabela 1). Na prética, constatou-se relacdo entre pressao de
selecdo exercida possivelmente pela frequéncia de aplicacdes, e também pelas
concentracbes de ingredientes ativos utilizados, grau de cobertura obtido e
persisténcia dos mesmos na cultura, e também ao tamanho da area tratada. De fato,
0s primeiros relatos de resisténcia de fungos aos fungicidas Qol surgiram dois anos
apos a sua introducdo e uso comercial (Bartlett, et al., 2002; Gisi et al., 2002). O
primeiro caso de resisténcia as estrobilurinas foi observado em oidio em cereal, e
desde entdo se espalhou para outros patégenos em diversas espécies de plantas
infectadas por diversas espécies de fungos, dentro de dois a quatro anos apés sua
introducé&o (Chin et al., 2001).

Este é o primeiro estudo no Brasil no qual se adotou o uso do método de
microplaca para discriminacdo fenotipica de populacbes de P. citricarpa aos
fungicidas Qol. O fungo é cultivado em meio de cultura contendo BD, liquido, em um
poco da microplaca, a partir do qual o tamanho da colénia ou a atividade cinética
microbiana sdo medidos por meio da absorbancia de luz que resulta da variacao da
turbidez ou da intensidade de fluorescéncia em decorréncia do ataque enzimatico a
um substrato especifico (Broekaert et al., 1990; Pinto et al., 2010; Lourenco et al.,
2011; Botelho et al., 2013; Casado et al., 2018). Como a avaliagdo da inibicdo do
crescimento fungico na presenca de fungicidas se baseia no uso de tecnologia de
leitura automatizada da absorbancia de Iluz em dezenas de amostras
simultaneamente, esse método é potencialmente mais rapido, acurado e eficiente
gquando comparado ao convencional, baseado na analise relativa da inibicdo do
crescimento fungico micelial “in vitro” (Leroux et al., 2007; Cools et al., 2010; Cools
et al., 2012; Casado et al., 2018).
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No Brasil, o controle de P. citricarpa é feito basicamente por meio dos
fungicidas Qol. Normalmente, tais fungicidas devem ser utilizados juntamente com
os fungicidas cupricos, conforme recomendado pelos 6rgdos de pesquisas e
extensdo (Silva Junior et al., 2016). Entretanto, por diversos motivos, incluindo
custos, nem sempre tal combinagédo é feita em condi¢Bes praticas, e isto aumenta a
pressdo de selecdo e maximiza a possibilidade da selecdo de estirpes de P.
citricarpa menos sensiveis aos fungicidas seletivos, incluindo os Qols.

A selecdo de mutantes resistentes na natureza da-se em funcéo
principalmente do proprio patossistema (principalmente o potencial reprodutivo do
patdogeno e sua adaptabilidade ao meio ou “fitness”) e da pressdo de selegéo
exercida sobre a populacédo sensivel (Bergamin Filho e Amorim, 2001). Para o caso
de P. citricarpa, ha diversos componentes que potencializam a pressao de selecao e
maximizam a possibilidade da selecdo de estirpes resistentes. Por exemplo, no
Brasil, pela existéncia de condi¢des favoraveis ao desenvolvimento e sobrevivéncia
do fungo em condi¢cBes naturais, hd abundancia das formas infectivas, resultando
em elevado nivel de in6culo, grande facilidade para a sua disseminacdo aérea, e
disponibilidade de tecidos suscetiveis em grande quantidade e por longos periodos
do ano. De certa forma, todos estes componentes mencionados séo favoraveis para
o crescimento da doenca (Kiely, 1948; Kotzé, 1981; Schutte et al., 1997).
Praticamente todas as condicfes conducentes apontadas ocorrem em praticamente
todas as regides produtoras de citros no Brasil (Silva Junior et. al., 2016).

No Brasil ha registros na literatura sobre a resisténcia de patégenos dos citros
a diversos fungicidas. No Estado de S&o Paulo, ha relato de resisténcia de P.
citricarpa aos benzimidazdis (Rodrigues, et al., 2007), e Alternaria alternata,
causador da Mancha Marrom de Alternaria em Citrus reticulada e seus hibridos,
especialmente em tangor ‘Murcott’, tangerina ‘Dancy’, tangerina ‘Ponkan’, tangelos
‘Lee’, dentre outros as estrobilurinas (Chitolina et al., 2019). Também, Souza-Polo
(2015) relatou a baixa sensibilidade a piraclostrobina e, principalmente, a
trifloxistrobina, de parte da populacdo de P. citricarpa e P. capitalensis oriundas de
pomares citricos do Estado de Sdo Paulo em populacdo obtida e avaliada no
periodo de 2005 e 2012. Possiede et al. (2009) verificaram que o crescimento
micelial de isolados de P. citricarpa oriundos dos Estados do Parana e S&o Paulo
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nao foram inibidos por azoxistrobina, mesmo a 10,0 ug mL™. No mundo, ha também
relatos sobre o comportamento de outras espécies de fungos associadas aos citros
as quais desenvolveram resisténcia aos fungicidas. Dentre tais relatos incluem-se
Botrytis cinerea, causador do mofo cinzento, as estrobilurinas (Ishii et al., 2009),
Elsinoe fawcettii, agente da verrugose’, aos benzimidazois (Eiki, 1994) e Penicillium
digitatum, agente causal do bolor verde a imidazol (Eckert, 1987).

Os resultados obtidos neste estudo apontam para a existéncia de isolados de
P. citricarpa resistentes a piraclostrobina e trifloxistrobina, estando estes presentes
nos pomares amostrados, porém ainda em baixa frequéncia. Em termos praticos,
estes resultados constituem-se em indicagcbes quanto a necessidade do
acompanhamento, em escalas mais representativas, dos resultados de controle
obtidos visando a mitigacdo dos riscos de perdas. As recomendacdes visando ao
manejo da resisténcia, conforme preconizado por 6rgdos competentes (Frac, 2014)
continuam sendo uma ferramenta fundamental para a preservacao das moléculas
existentes e a minimizacdo das perdas potenciais causadas pelo patégeno, ou

oriundo das limitacdes da eficiéncia dos fungicidas.

4.3 Analises moleculares
4.3.1. Pirosequenciamento para mutacdo F129L no gene cyt b

Nenhum dos dez isolados de P. citricarpa testados pela metodologia do
sequenciamento apresentou a mutacado F129L no gene cyt b. A proporcéo de bases
alélicas A e G referente a andlise genética do codon 129 TTC na fita reversa
(reversa: AAG = sensivel ou GAG = resistente), calculada pelo software nos
pirogramas, variou entre 99% e 1%; 98% e 2% e 95% e 5%, respectivamente
(Tabela 6). Dentre os isolados avaliados, a predominancia deu-se para a propor¢cao

alélica de 99% e 1%, com seis isolados (Figura 3).

Tabela 6. Resultado do pirograma. O programa calculou a porcentagem das bases
alélicas A e G.

Trifloxistrobina  Piraclostrobina _
Amostra 1 1 Fenotipo A(%) G(%)
ECso (Mg ML™) ECso (Mg ML™)

RI1_024 < 0,0003 < 0,0003 S 99 1
BB_003 108,22 17,673 R 99 1
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Figura 3. Pirogramas gerados pelo método do pirosequenciamento mostrando a
auséncia da mutacédo F129L no gene do citrocromo b (cyt b) de isolados
de Phyllosticta citricarpa oriundos de pomares citricos do Brasil. O
programa de avaliacdo quantitativa calculou a porcentagem das bases
alélicas A e G. A enzima (E) e o substrato (S) contendo APS e luciferina
foram adicionados antes da primeira adi¢cdo de nucleotideo.

O ensaio de pirosequenciamento desenvolvido mostrou-se como uma
ferramenta eficiente para deteccdo quantitativa da mutacdo F129L em amostras de
campo de P. citricarpa, porém essa mutacao ndo foi encontrada. Este tipo de ensaio
estd sendo usado rotineiramente na industria agroquimica para detectar mutacées

nos genes alvo dos fungicidas e fazer a triagem de resisténcia (Fountaine, 2011).

4.4 Sensibilidade e monitoramento genético

Diversos isolados de P. citricarpa, oriundos dos Estados de Sao Paulo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul, avaliados neste estudo, mostraram-se
insensiveis aos fungicidas Qol trifloxistrobina e piraclostrobina. No entanto, nao
foram encontradas mutacdes pontuais no gene cyt b associadas a resisténcia a
estrobilurinas. Provavelmente, isso ocorre por conta de um numero baixo de estirpes
resistentes, ou em razdo da inexisténcia, no momento, de mutacdes. Também nao
se pode descartar a possibilidade de que a baixa sensibilidade dos isolados seja
governada por outro mecanismo até entdo desconhecido. Em algumas espécies de
fungos existe a presenca de proteinas que formam uma bomba de efluxo na
membrana da célula que garante que o fungicida ndo se acumule dentro da mesma

(Thind, 2012); esse é o caso, por exemplo, do fitopatdgeno Mycosphaerella
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graminicola, que possui uma bomba multitransportadora de substancias que é
importante para a resisténcia aos fungicidas e as toxinas de outros fungos
(Roohparvar et al., 2007).

Os perfis comportamentais dos isolados de P. citricarpa gerados neste estudo
demonstram a existéncia de uma alta diversidade fenotipica dos elementos da
populacado, expressos pela ampla variagédo nos valores de ECso. De modo geral, o
conhecimento dos valores ECsp, ou de qualquer outra medida da sensibilidade do
fungicida, ndo é suficiente para prever a evolucdo da resisténcia com os diferentes
tratamentos (O’Hara et al., 2000). A adaptabilidade bioquimica deve ser combinada
com a adaptabilidade patogénica antes que a resisténcia possa se tornar um
problema, mas a experiéncia sugere que pode ocorrer de forma
surpreendentemente rapida, dependendo da biologia dos organismos envolvidos
(Hollomon, 2020).

O fungo P. citricarpa encontra-se na classe dos fitopatbgenos com risco
médio de desenvolvimento de resisténcia, conforme lista elaborada pelo FRAC
(Comité de Acdo a Resisténcia a Fungicidas) (Frac, 2014). Este risco médio
certamente advém em razao do elevado nivel de in6culo produzido por P. citricarpa,
quando sob condi¢bes favoraveis ao desenvolvimento dos sintomas, como se
verifica na maioria das regiées produtoras de citros no Brasil, e as facilidades para
sobrevivéncia, disseminacdo e infeccdo. Aparentemente, com excecdo do fator
resultante do uso de fungicidas Qol, de forma sucessiva e repetidamente nas safras
agricolas de citros, € de se admitir que a pressao seletiva exercida na populagéo do
patbgeno ainda € baixa e insuficiente para estimular mudancas genéticas
significativas.

Existem varios mecanismos genéticos e bioquimicos que podem levar ao
surgimento de resisténcia dos fungos aos diversos grupos de fungicidas. Do ponto
de vista genético ocorre alteracdo do sitio alvo devido a mutacdo no gene que o
codifica, enquanto no contexto bioquimico pode ocorrer, reducdo da absorcdo ou
aumento do efluxo do ingrediente ativo ou seus metabdlitos secundarios;
detoxificacdo da molécula, falta de converséo para o composto ativo; compensacéo

por meio do aumento da producdo da enzima alvo; desenvolvimento de vias
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metabolicas alternativas que n&o incluem o sitio alvo do fungicida, dentre outros
(Leroux et al., 2002; Yamaguchi e Fujimura, 2005; Brent e Hollomon, 2007a).

Para o caso dos fungicidas Qol, a habilidade seletiva dos fungos é
determinada por uma alteracdo do sitio bioguimico alvo, resultante de mutacdes,
com consequente substituigdo de uma glicina por uma alanina no codon 143 do
gene do cyt b. Este tipo de resisténcia advém de uma mutacdo pontual, sendo a
alteracdo em um Unico aminoacido da proteina alvo. Tal alteracéo pode resultar em
alto nivel de resisténcia, caso da mutacdo G143A (Brent e Hollomon, 2007a). Ha,
entretanto, a possibilidade de muta¢cées no mesmo gene cyt b, porém no codon 129,
denominada como F129L, resultante da substituicdo de fenilalanina por leucina, e
também no cédon 137, designada G137R, quando da substituicdo de glicina por
arginina. Ambas as situacfes de mutacdes implicam em uma resisténcia de baixo
significado pratico, pelo fato do baixo ou inexpressivo efeito na eficiéncia do
fungicida para o controle da doenca (Gisi et al., 2002).

A inducdo da respiragdo alternativa ocorre in vitro e foi relatada para varias
espécies de fungos fitopatogénicos. A enzima oxidase alternativa AOX2 (Wood e
Hollomon, 2003) participa desse mecanismo. Para o caso de P. citricarpa, estudos
indicam que a adicdo de SHAM (&cido salicilhidroxamico), necessério para anular a
via da oxidase alternativa inibindo a enzima AOX, ndo afetou a atividade dos
fungicidas Qol, demonstrando que o fungo ndo utiliza essa via de respiracéo
alternativa (Hincapie et al., 2014).

O método de pirosequenciamento usado neste estudo mostrou-se eficiente
para detectar mutacdo no gene cyt b, podendo se constituir em ferramenta
importante para analises populacionais focadas em possivel presenca de mutacao
no codon 129.

Apesar da exposicao prolongada aos fungicidas Qol, alguns fungos ainda néo
desenvolveram resisténcia conferida pela substituicdo G143A (Grasso et al., 2006;
Miessner et al., 2011). Alguns autores descrevem que a existéncia de um intron logo
apos o codon 143 no gene cyt b pode prevenir a ocorréncia da mutacdo G143A
(Grasso et al., 2006; Stammler et al.,, 2013). Neste estudo n&o foram identificadas

mutacbes no citado codon, com indicacbes de que, conforme Stammler e
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colaboradores (2013), a priori, 0s riscos de resisténcia de P. citricarpa aos fungicidas
Qol parecem inexistentes ou baixos para os isolados avaliados.

Registros na literatura apontando baixo nivel de sensibilidade de populacdes
de P. citricarpa a fungicidas Qol foram feitos por varios investigadores. No Brasil,
Souza Polo (2015) relatou a presenca de isolados de P. citricarpa e P. capitalensis
oriundas de pomares citricos do Estado de Sdo Paulo, coletados em 2005 e 2012,
exibindo baixa sensibilidade a piraclostrobina e, principalmente, a trifloxistrobina.
Segundo a autora, foi verificado que os isolados apresentaram valor de ECsp de 80
ng mL™ a piraclostrobina e ECsy de de 421 pg mL™ a trifloxistrobina. Resultados
semelhantes foram também obtidos por Possiede e colaboradores (2009), os quais
verificaram que azoxistrobina, mesmo a 10,0 ug mL™?, ndo inibiu o crescimento
micelial de isolados de P. citricarpa oriundos dos Estados do Parana e S&ao Paulo.

No Brasil, os fungicidas registrados para o controle de P. citricarpa sdo 0s
correspondentes aos Qol, isoladamente ou em formula¢cdes comerciais associados
aos fungicidas DMI e, carboxamidas, que atuam inibindo a enzima succicinato
desidrogenase (SDHI) (Fundecitrus, 2019; Agrofit, 2020).

O controle de MPC no Brasil, a partir de 2012 tem sido realizado com o0s
fungicidas Qol, isoladamente ou em combinacdo com os cupricos. Normalmente
devido a ocorréncia simultinea de MPC e do cancro citrico, causada por
Xanthomonas axonopodis subsp. citri, a citada combinacdo constitui-se em um
protocolo muito comum e empregado mais recorrentemente.

Além de P. citricarpa, os fungicidas Qol sdo registrados para a cultura dos
citros visando ao controle de outras doencas fungicas de importancia econémica
como a podridao floral dos citros (PFC), causada por pelo menos duas espécies de
Colletotrichum (Carboni, 2018; Fundecitrus, 2019; Agrofit, 2020), de tal forma que
aumenta o nivel de exposicdo entre patégenos e os fungicidas Qol.

O uso frequente e sequencial dos fungicidas Qol visando ao controle das
doencas fungicas associadas a cultura dos citros, ainda que necesséario pela falta de
opcOes, vulnerabiliza e reduz a longevidade da eficiéncia dos respectivos
ingredientes ativos. A demonstracdo da existéncia de estirpes de P. citricarpa pouco
sensiveis aos fungicidas Qol soma-se a outros estudos ja publicados, onde

encontra-se registrada a presenca de fungos resistentes a estes fungicidas, como é
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o0 caso de Alternaria alternata (Fr.) Keissl, agente causal da mancha marrom de
alternaria (Mondal et al., 2005; Vega e Dewdney, 2014; Condé, 2018; Baraldi, 2019;
Chitolina et al., 2019). Desta feita, e dada a fragilidade da eficiéncia deste grupo de
fungicidas pela sua alta exposicdo, um monitoramento continuo da sua viabilidade

pratica € absolutamente recomendavel.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo trata-se da primeira investigacdo sobre a presenca de mutacdes
relacionadas a resisténcia aos fungicidas do tipo Qol em isolados brasileiros de
Phyllosticta citricarpa de citros. Pelos resultados do teste de microtitulacdo com os
fungicidas, ha nas popula¢des de P. citricarpa associadas aos citros estirpes que
exibem baixa sensibilidade aos fungicidas Qol, trifloxistrobina e piraclostrobina.

Os primers construidos para a amplificacdo das regifes dos cédons 129, 137
e 143 em P. citricarpa séo inéditos e podem servir para o estudo em outros isolados.

Pelo pirosequenciamento para mutacdo F129L, em que foi possivel observar
parte do gene cyt b de isolados com baixa sensibilidade, ndo foi encontrada a
mutac&o F129L.

A deteccdo de isolados com baixa sensibilidade aos fungicidas Qol é uma
indicacdo de que o uso sequencial e continuo de fungicidas deste grupo quimico
visando ao controle de P. citricarpa esta contribuindo a selecédo de linhagens do
fungo resistente ou menos sens’veis a esta classe de fungicida, e o significado
pratico dos resultados obtidos neste estudo deve ser determinado in locu, sendo
recomendavel, inclusive, acompanhado por revisao e reposicionamento do controle
de MPC.

A presenca de isolados que ndo apresentaram a mutacao F129L pode indicar
que a resisténcia ainda esteja em sua fase de emergéncia, nao significando, no
entanto, que isso seja razao para 0 Uso continuo, e as vezes abusivo de fungicidas
Qol.

Os resultados aqui apresentados podem servir de base para as estratégias de
manejo da resisténcia aos fungicidas, que tem como objetivo retardar a emergéncia
e propagacdo em populacdes do patdbgeno inGcuos aos respectivos ingredientes
ativos, e corrobora instrucbes préprias e fundamentais para a preservacdo da
eficiéncia das moléculas disponiveis por meio, por exemplo, da combinacéo de

fungicidas com modo de acéo distinto.
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