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“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 ciência 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 GENÉTICO DE POPULAÇÕES DE 

Phyllosticta citricarpa A FUNGICIDAS INIBIDORES DA QUINONA EXTERNA 

(QoI) 

RESUMO – A mancha preta dos citros (MPC), causada por Phyllosticta 

citricarpa, é uma doença quarentenária, e está presente em diversos países do 

mundo. Os frutos sintomáticos têm seu valor depreciado para o mercado de frutas 

frescas, e em pomares com elevada severidade mais de 85% dos frutos podem cair 

prematuramente. Não há 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 única. 

Nas diversas regiões produtoras do mundo, incluindo o Brasil, são realizadas 

diversas aplicações destes fungicidas há quase duas décadas.  Neste estudo, foi 

caracterizada a sensibilidade de 50 isolados de P. citricarpa oriundos das mais 

importantes regiões citrícolas 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 µg mL-1, sendo empregado o 

método da microtitulação. Isolados com valores de EC50 considerados resistentes a 

uma ou mais estrobilurinas avaliadas foram submetidos à busca de mutações no 

gene cyt b. A pesquisa concentrou-se na investigação da mutação na região F129L, 

a qual é de ocorrência generalizada e confere resistência do fungo aos fungicidas do 

grupo das estrobilurinas, utilizando para isso sequenciamento de parte do gene cyt. 

Fenótipos extremos de sensibilidade e resistência a ambos fungicidas estrobilurinas 

foram detectados nas diferentes populações do patógeno analisadas pela 

microtitulação. Na busca de mutações no gene cyt b, a mutação F129L não foi 

encontrada por pirosequenciamento. A ausência dessa mutação no gene da cyt b 

dos isolados considerados resistentes sugere que outros mecanismos de resistência 

podem estar envolvidos. Os resultados obtidos com esse estudo podem servir de 

suporte para a tomada de decisões de manejo adequado para a citricultura 

brasileira; além disso, são importantes para futuros estudos sobre a evolução do 

patógeno com a pressão de seleção exercida pelos fungicidas. 

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

a fungicidas 
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SENSITIVITY AND GENETIC MONITORING OF Phyllosticta citricarpa 

POPULATIONS TO QUINONE OUTSIDE INHIBITORS (QoI) 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 µg mL-1, using the 

microtiter method. Isolates with EC50 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 
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1. INTRODUÇÃO

Os citros são produzidos em todos os continentes do mundo, com destaque 

para as Américas e Ásia, onde se encontram os maiores produtores como Brasil, 

Estados Unidos da América, e China (Agrianual, 2019). No Brasil, as maiores 

produções estão concentradas no cinturão citrícola dos Estados de São Paulo e no 

Triângulo Mineiro, em Minas Gerais.  

No Brasil, os citros são afetados por diversos problemas de ordem 

fitossanitária, com destaque para Candidatus Liberibacter asiaticus e Ca Li 

americanus, agentes causais de huanglongbing, HLB ou greening, uma doença 

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 Júnior et al., 2016).  

A MPC é uma doença quarentenária, presente em vários continentes, que 

atinge principalmente os frutos, causando depreciação e queda, quando não 

controlada adequadamente (CABI/EPPO, 2016). Esta doença foi descrita no Brasil 

em 1980, e está presente em diversas regiões produtoras (Silva Júnior et al., 2016). 

Todas as espécies de citros de importância econômica são suscetíveis ao patógeno. 

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 (QoI) (Silva Júnior et al., 2016).  

Em citros, o uso de fungicidas QoIs 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 à necessidade do 

controle deste patógeno, assim como de outros fungos fitopatogênicos associados à 

cultura dos citros, são realizadas pelo menos cinco aplicações anuais, na maioria 

das vezes de forma sequencial. Para o caso de áreas cujos frutos são destinados ao 

mercado in natura, o número de aplicações destes fungicidas poderá ser 

significativamente mais elevado (Silva Júnior et al., 2016).   

Os fungicidas QoI resultam em eficiente controle da doença no campo, porém 

o uso desse grupo de fungicidas sistêmicos resulta no risco de seleção de indivíduos
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resistentes devido, principalmente, ao seu modo de ação „uni-sítio‟ (Ma et al., 2003), 

e também pela elevada exposição oriundo do uso recorrente e de forma sequencial. 

Aos fungos sensíveis, seu efeito manifesta-se com a obstrução da respiração 

mitocondrial. Embora eficientes para o controle de numerosos gêneros de fungos, 

este modo de ação único mostra-se vulnerável pelos riscos de resistência dos 

patógenos. Uma alternativa para prolongar o tempo de eficiência dos fungicidas em 

nível de campo, é o uso de formulações comerciais contendo diferentes grupos 

químicos, que é altamente recomendada. Exemplos dessa mistura disponíveis no 

mercado são as marcas comerciais constituídas por fungicidas QoI e os inibidores 

da biossíntese de ergosterol ou inibidores da desmetilação (DMI), como os triazóis, e 

carboxamidas, inibidores da enzima succinato desidrogenase - SDHI (Fundecitrus, 

2019). Entretanto, devido às limitações das combinações dos ingredientes ativos nas 

formulações comerciais, e também pelo custo, torna-se mais indicado o emprego 

das formulações contendo exclusivamente os fungicidas QoI, porém acrescido de 

fungicida protetor. 

A resistência dos fungos aos fungicidas pode ser considerada como uma 

“redução hereditária adquirida, na sensibilidade de um fungo a um agente 

antifúngico específico (ou fungicida)” (Frac, 2014). Diversos fatores devem ser 

levados em consideração quando se avalia o risco de seleção das populações 

resistentes a fungicidas, sendo os principais deles relacionados ao patógeno alvo e 

ao produto a ser utilizado para o controle do patógeno. O modo de ação (uni-sítio ou 

multi-sítio) é a principal característica relacionada ao risco de seleção de fungos 

resistentes ao fungicida. As características relacionadas ao patógeno incluem a 

variabilidade genética, o tempo de geração e adaptabilidade dos isolados resistentes 

em relação à população sensível (Leadbeater, 2012). 

Os relatos de resistência ao grupo químico dos QoI indicam que a resistência 

de fungos ocorre, na maioria das vezes, por meio de mutações pontuais no gene do 

citocromo b (cyt b). Seguida à mutação, o aminoácido trocado pode imprimir 

diferenças na eficiência de ligação entre as moléculas do fungicida, caracterizando 

uma perda diferencial da sensibilidade em maior ou menor grau. As mutações, que 

podem ocorrer no cyt b, podem conferir resistência completa aos ingredientes ativos 
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quando ocorrem na posição G143A, ou parcial, quando nas posições F129L e 

G137R (Brent e Hollomon, 2007b).  

Dessa maneira, um estudo que visa avaliar o comportamento de populações 

de P. citricarpa aos fungicidas QoI, assim como prospectar possíveis alterações 

genéticas decorrentes possivelmente da pressão seletiva faz-se de vital importância. 

Captar e interpretar tais comportamentos e possíveis alterações poderão prover 

informações fundamentais à racionalização do manejo da doença e evitar perdas de 

produção e de produtividade dos pomares, além de contribuir à longevidade e 

eficiência das moléculas químicas. 

Em vista do elevado nível de exposição de P. citricarpa decorrente do uso 

intensivo de fungicidas QoI nos citros, no Brasil, e visando uma atualização das 

estratégias de seu manejo, este trabalho tem como objetivos caracterizar as 

populações 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 presença de mutações no gene cyt b 

em isolados resistentes utilizando para isso o sequenciamento de um fragmento do 

gene cyt b. A pesquisa concentrou-se na investigação da mutação na região F129L, 

a qual é de ocorrência generalizada e confere resistência do fungo aos fungicidas do 

grupo das estrobilurinas. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Esse estudo trata-se da primeira investigação sobre a presença de mutações 

relacionadas à resistência aos fungicidas do tipo QoI em isolados brasileiros de 

Phyllosticta citricarpa de citros. Pelos resultados do teste de microtitulação com os 

fungicidas, há nas populações de P. citricarpa associadas aos citros estirpes que 

exibem baixa sensibilidade aos fungicidas QoI, trifloxistrobina e piraclostrobina. 

Os primers construídos para a amplificação das regiões dos códons 129, 137 

e 143 em P. citricarpa são inéditos e podem servir para o estudo em outros isolados. 

Pelo pirosequenciamento para mutação F129L, em que foi possível observar 

parte do gene cyt b de isolados com baixa sensibilidade, não foi encontrada a 

mutação F129L. 

A detecção de isolados com baixa sensibilidade aos fungicidas QoI é uma 

indicação de que o uso sequencial e contínuo de fungicidas deste grupo químico 

visando ao controle de P. citricarpa está contribuindo à seleção de linhagens do 

fungo resistente ou menos sens‟veis a esta classe de fungicida, e o significado 

prático dos resultados obtidos neste estudo deve ser determinado in locu, sendo 

recomendável, inclusive, acompanhado por revisão e reposicionamento do controle 

de MPC. 

A presença de isolados que não apresentaram a mutação F129L pode indicar 

que a resistência ainda esteja em sua fase de emergência, não significando, no 

entanto, que isso seja razão para o uso contínuo, e às vezes abusivo de fungicidas 

QoI. 

Os resultados aqui apresentados podem servir de base para as estratégias de 

manejo da resistência aos fungicidas, que tem como objetivo retardar a emergência 

e propagação em populações do patógeno inócuos aos respectivos ingredientes 

ativos, e corrobora instruções próprias e fundamentais para a preservação da 

eficiência das moléculas disponíveis por meio, por exemplo, da combinação de 

fungicidas com modo de ação distinto. 
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