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RESUMO GERAL

A palma forrageira (Nopalea cochenillifera e Opuntia ficus-indica) € uma cultura de extrema
importancia para producéo animal em muitos paises. No Brasil a predominancia do cultivo é nas
regibes semiaridas do Nordeste, devido a sua adaptabilidade a condicdes climaticas adversas.
Apesar dessa vantagem, a cultura é acometida por muitas doengas, causadas por diversos agentes
fitopatogénicos que podem comprometer seu potencial produtivo. Dentre as doengas, a mancha
marrom, causada por espécies do género Alternaria, é considerada a mais importante para a palma
miuda. Contudo, ainda nao se conhece a real diversidade de espécies pertencentes a esse género
associadas a doenga. Um dos maiores problemas na taxonomia das espécies de Alternaria é sua
elevada variabilidade de caracteristicas fenotipicas, sendo necessaria a utilizacdo de métodos
moleculares para auxiliar na identificacao de espécies deste género. Outra caracteristica importante
desse grupo fungico é sua elevada adaptabilidade as variadas condic¢des climaticas, ambientes e de
hospedeiros. Desta maneira, 0s objetivos deste estudo foram identificar e caracterizar espécies de
Alternaria associadas a mancha marrom da palma miuda e avaliar o efeito da temperatura, umidade
e resisténcia de genotipos do hospedeiro a espécies Alternaria. Cladddios apresentando sintomas
de manchas marrom em sua superficie, foram coletados em seis regides produtoras de palma
forrageira milda, sendo trés no estado de Alagoas e trés no estado de Pernambuco. No laboratorio,
realizou-se isolamento indireto, obtencdo de culturas monosporicas e teste de patogenicidade.
Posteriormente, os isolados identificados previamente como pertencentes ao género Alternaria
foram identificados com base em andlises moleculares de regibes gendmicas especificas (ITS,
EF1-0, RPB2, GAPDH e ALT al) para o género em questdo. A caracterizacdo morfologica foi
realizada baseando-se nas estruturas reprodutivas e coloracdo de colbnias para cada espécie
identificada. Um total de 14 isolados patogénicos foram obtidos. Com base nas analises
filogenéticas e morfologicas o presente estudo identificou trés espécies de Alternaria, A.
gossypina, A. jaacinthicola e A. tomato associadas a mancha marrom da palma miuda. Nos
experimentos de temperatura, umidade e resisténcia de gendtipos, foram utilizadas todas as
espécies identificadas neste estudo. O efeito da temperatura sobre a severidade da doenca, foi
avaliado em cladodios de palma miuda destacados, onde as inoculacdes foram realizadas com a
deposicdo do patégeno em trés pontos equidistantes em cada cladédio. Em seguida, foram
acondicionados em estufas incubadoras BOD, durante 10 dias, nas seguintes temperaturas de
13,17, 21, 25, 29 e 33 °C com fotoperiodo de 12 horas. O teste de periodos de umidade foi realizado
de acordo com a metodologia do teste de temperatura, onde foram utilizados os seguintes periodos
de permanéncia em camara umida: 12, 24, 36, 48 e 60 horas. O experimento foi mantido em BOD,
com fotoperiodo de 12 horas, calibrada para a temperatura que causou a maior severidade no teste
anterior para cada espécie de Alternaria em questdo. O experimento de resisténcia foi realizado
em casa de vegetacdo, utilizando nove genoétipos de palma milda: Palma Alagoas, Miuda,
Melancia, Tamazunchale, Clones 06, 07, 13, 08, 21 e F-21. A faixa de temperatura de 17 °C — 21°
C favoreceu a severidade da doenca no cladodio de palma miuda, apresentando os maiores
tamanhos médios de lesdes independente da espécie de Alternaria considerada. Periodos acima de
24 horas de camara Umida favorecerem o desenvolvimento das lesdes. Na avaliagdo da reacdo dos
gendtipos de palma milda, para as trés espécies avaliadas os gendétipos Clone06 e Clonel3
apresentaram os menores tamanhos médios de lesdes.

Palavras-chave: Nopalea cochenillifera; Doengas da palma; Pleosporaceae; Analise multilocus
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1- INTRODUCAO GERAL

Nopalea cochenillifera (L.) € uma cactaceae, que se tornou o principal alimento para os
animais durante longos periodos de estiagem nas regiGes semiaridas do Brasil, devido ao seu
elevado potencial de produzir forragem (VICTOR et al., 2017). A producao da cultura nos ultimos
anos, gira em torno de 3,5 milhGes de toneladas, sendo a regido nordeste responsavel por grande
parte das areas de plantio no pais, com a predominancia de duas espécies: a gigante (Opuntia ficus-
indica) e a miuda (N. cochenillifera) (IBGE, 2017; VICTOR et al., 2017), que tem grande
preferéncia de cultivo, devido sua produtividade, palatibilidade e digestibilidade pelos animais,
além de sua resisténcia a cochonilha do carmim. (Lopes et al. 2012). E apesar da adaptabilidade a
climas quentes e secos, a palma miuda é acometida por doencas de origem flngicas que podem
comprometer seu potencial produtivo (SOUZA et al., 2010; BARBOSA et al., 2012; FLORES-
FLORES et al., 2013; FEIJO, 2016).

Dentre as doencas, a mancha marrom é considerada uma das principais doencas da palma
forrageira mitda. Foi relatada pela primeira vez em 2001, no estado de Pernambuco, e atualmente
encontra-se distribuida na maioria das dos campos de cultivo. Os sintomas sdo caracterizados
inicialmente por manchas de coloracdo marrom e preta nos cladddios, de forma circular, com
esporulacdo na superficie da lesdo, com 1 a 3cm de diametro, podendo se estender de uma face a
outra do cladddio, resultando em perfuragdes devido a necrose do tecido infectado. As lesbes
podem coalescer, formando grandes areas necrosadas, e por conseguinte, causar queda dos
cladodios da planta. (SWART, 2003; LIMA et al, 2011; SANTOS et al., 20012; BARBOSA et al.,
2012; CONFORTO et al., 2016). A doenca tem sido relata em diferentes paises, possuindo
etiologia controversa, mas no Brasil o género Alternaria tem sido frequentemente associado a
doenca (LIMA et al., 2011).

Espécies de Alternaria sdo conhecidos patdégenos causadores de danos tanto no campo
como em pos-colheita em uma ampla gama de hospedeiros, resultando em grandes perdas
econdmicas (GABRIEL et al., 2017). A identificacdo das espécies pertencentes a este género
fangico ¢ de extrema importancia para uma tomada de deciséo de controle, de forma a minimizar
essas perdas, no entanto, a elevada plasticidade morfolégica do género, que apresentam
consideraveis variagcbes sob diferentes ambientes e condi¢des de cultivo, tornam dificil a
identificacdo das espécies baseada apenas em suas estruturas reprodutivas (ZHENG et al., 2017),

tornando necessario o uso de técnicas moleculares para este fim (LAWRENCE et al., 2013).
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Além da dificuldade na identificacdo das espécies, o género Alternaria ainda pode ter sua
taxa de desenvolvimento e patogenicidade influenciadas por fatores ambientais como temperatura,
precipitacdo e umidade, interferindo diretamente no inicio e no progresso da doenca. A
temperatura influencia diretamente no crescimento micelial e germinacdo dos esporos, interagindo
com outros fatores como a duracdo da umidade superficial, que apresenta relacdo direta com a
infeccdo e crescimento do patdgeno, sendo indispensavel para a penetracdo do tubo germinativo
no hospedeiro, afetando diretamente a incidéncia e severidade da doenga. O conhecimento sobre
a sensibilidade e as condi¢des necessarias para o seu desenvolvimento, sdo fundamentais para
determinacdo do manejo adequado para a cultura afetada.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi identificar espécies de Alternaria associadas
a mancha marrom da palma miuda (Nopalea cochenillifera) no Nordeste brasileiro e avaliar o

efeito da temperatura, umidade e resisténcia de gen6tipos do hospedeiro a espécies de Alternaria.
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2- REVISAO DE LITERATURA
2.1 Cultura da Palma forrageira

A palma forrageira (Nopalea cochenillifera), pertence a Divisdo Embryophyta, Sub-
divisdo Angiospermea, Classe Dicotyledoneae, Sub-classe Archiclamideae, Ordem Opuntiales e
familia Cactaceae, que engloba aproximadamente 178 géneros e cerca de 2000 espécies (SILVA
e SANTOS, 2006), sendo os géneros Opuntia e Nopalea, os mais utilizados como plantas
forrageiras no mundo (PADILHA JUNIOR et al., 2016).

A cultura € originaria do Mexico (SANGLARD, MELO, 2015) e foi introduzida no Brasil
pelos portugueses no século XIX, no estado de Pernambuco, como planta hospedeira da
Cochonilha do Carmim [Dactylopius coccus Costa (Homodptera, Dactylopiidae)], visando a
producdo do corante carmim, que na época apresentava grande valor comercial (ARAUJO et al.,
2005; NUNES, 2011). Porém, o cultivo e producdo ndo apresentaram muito sucesso, levando
assim ao uso da palma como planta ornamental, na decorac¢do de diferentes ambientes (SANTOS
et al., 2006).

Somente no século XX, mais especificamente no ano de 1932, a cultura despertou interesse
como planta forrageira, sendo introduzida e disseminada nas regifes semiaridas do nordeste
brasileiro, através do primeiro programa governamental de difusdo da cultura da palma forrageira,
englobando todos os estados, desde o Piaui & Bahia (Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas e Sergipe) (LIMA et al., 2001).

As regiGes semiaridas representam em torno de 18% do territério mundial e sdo areas
caracterizadas por irregularidades e baixas precipitacBes, unidos a elevados periodos de seca
(SUDENE, 2017). Sdo regides que também englobam pequenos agricultores, no ambito da
agricultura familiar. Devido a essas caracteristicas, a manutencdo da alimentacdo dos rebanhos,
mais especificamente a producdo de forragens e grdos sdo comprometidas. Portanto, o uso de
recursos alimentares alternativos, ndo convencionais, disponiveis e adaptados a essas areas, pode
ser a melhor opc¢éo para garantir a viabilidade dos rebanhos nessas regides suscetiveis a seca e
reduzir os custos na producdo (URBANO et al., 2016 ).

Com isso, a palma forrageira se tornou uma excelente opg¢ao de cultivo nessas regides
devido a sua fisiologia. A cultura apresenta como caracteristica principal, a adaptacéo fisiologica,
conhecida como metabolismo fotossintético CAM (Metabolismo Acido das Crassulaceas), isso
faz com que a planta, fixe melhor CO2 durante a noite, quando as taxas de evapora¢do sdo mais

lentas, a partir da abertura dos estdmatos, reduzindo a perda de agua para o ambiente durante a


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0309174017309233#bb0285
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fotossintese. Aléem do metabolismo CAM, a palma apresenta em seu sistema radicular uma rede
de raizes finas proximas da camada superficial do solo, que absorvem de maneira mais eficiente a
agua de chuvas, mesmo leves e orvalhos, favorecendo seu cultivo nessas regides (CAVALCANTE
et al., 2014). (SANTOS et al., 2010). Para fins forrageiro, existe a predominancia de trés espécies
no Brasil, sendo eles: a palma Gigante, a Redonda e principalmente a palma Miuda (SEAGRI,
2018).

Opuntia ficus-indica, cultivar gigante, também conhecida popularmente como Grauda,
apresenta porte médio, caule ereto, com poucas ramifica¢des. Os cladodios sdo grandes, por isso
0 nome gigante, seu peso varia de 1,0 a 2,0 kg com aproximadamente 40 a 50 cm de comprimento.
As flores sdo hermafroditas de coloracdo amarelada, o fruto € uma baga ovoide com a coloragédo
variando entre o amarelo e o roxo quando maduro. E uma cultivar que tem como caracteristica a
resisténcia a seca e elevada produtividade, por outro lado, o seu valor nutricional € mais baixo em
relacdo as outras cultivares, tornando assim a aceitabilidade aos animais menor comparada as
outras (SANTOS et al., 1997; FARIAS et a., 2005; SILVA; SANTOS,2006).

A cultivar redonda (Opuntia sp.), conhecida como orelha de onca, € originaria da palma
gigante. E uma planta de porte médio, com o caule bastante ramificado lateralmente. Os cladddios
apresentam um formato ovoide e arredondado, pesando em média 1,8 a 2,0 kg e com cerca de 4,0
cm de comprimento. E uma cultivar que apresenta elevada resisténcia a seca, alto rendimento de
produtividade e boa aceitacdo para os animais, em relacdo a cultivar gigante, porém é uma cultivar
que apresenta suscetibilidade a cochonilha-do-carmim, desfavorecendo assim o plantio (SILVA;
SANTOS, 2006; VASCONCELOS et al., 2007; LOPES et al., 2012).

A palma forrageira midda, também chamada de doce (Nopalea cochenilifera), € uma
espécie arbustiva, que apresenta porte reduzido, caule bem ramificado, cladédios com forma
obviada, pesando cerca de 350 g e 25 cm de comprimento. Tem como caracteristicas flores de cor
vermelhas e frutos do tipo baga, com colora¢éo variando do vermelho ao roxo. Quando comparada
com as cultivares gigante e redonda, a palma mitda mostra-se mais nutritiva e palatavel para os
animais, por outro lado, € menos resisténcia a longos periodos seca. (NEVES et al., 2010; GUSHA
et al., 2013). Apresenta uma maior exigéncia quanto a fertilidade do solo, adubacdo, umidade e
temperaturas mis amenas no periodo noturno. Com relacdo a producéo de matéria seca é superior
a palma gigante e redonda. O destaque da palma miuda em relagdo as outras cultivares, é a
resisténcia a cochonilha-do-carmim (SANTOS et al., 1990; ALBUQUERQUE, 2000; SANTOS
etal., 2001; VASCONCELOS et al., 2009).
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Existem atualmente no Brasil, dois bancos de germoplasma de palma. Um banco esta
localizado na Estacdo Experimental de Arcoverde - Pernambuco, na Empresa Pernambucana de
Pesquisa Agropecuéria (IPA), com aproximadamente 1400 acessos, onde, cerca de 200 destes
acessos foram oriundos do México, Africa do Sul, Argélia, EUA e Chile. O segundo é em Alagoas,
no municipio de Santana do Ipanema, administrado pela Secretaria de Agricultura e pecuaria,
possuindo cerca de 40 acessos, divididos entre 0os géneros Opuntia e Nopalea. SANTOS et al.,
2006).

2.2 Importéncia econémica

O Brasil possui uma producdo média de 3.5 bilhdes de toneladas de palma forrageira,
produzidas em aproximadamente 126.000 propriedades, distribuidas nas regides semiaridas dos
estados da Bahia, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Rio Grande do Norte, Ceara e Minas
Gerais (IBGE, 2017).

A palma forrageira apresenta niveis de produtividade de 6,5 a 17,5 toneladas de matéria
seca (MS) / ha a cada dois anos ap6s o plantio, que podem variar para mais ou para menos de
acordo com a variedade, a densidade meédia de plantas e niveis de adubacdo (AMORIM et al. 2015;
SOUZA et al., 2017 ). Atualmente, pode custar cerca de US $ 130,0 / ton MS para o produtor, o
que torna a utilizacdo da cultura, muito mais vantajosa, quando comparada a outros tipos de
culturas forrageiras, como por exemplo silagem de milho pode chegar a custar US $ 270 / ton MS
(SIQUEIERA et al., 2017)

Além de servir como planta forrageira, A Organizacdo das NacGes Unidas (ONU)
reconhece o valor econdmico da Palma Forrageira (CANDIDO FILHO et al., 2014), considerando
a cultura como uma alternativa nutricional economicamente viavel (DANTAS et al., 2017)
podendo contribuir no combate a fome, por meio de sua agéncia dedicada a alimentacdo humana,
a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAQO). A cultura oferece
uma ampla gama de usos, incluindo seus frutos, a polpa, sucos, doces e vitaminas (BARBOSA et
al., 2009). CANDIDO FILHO et al., 2014; SHETTY, 2012; CASTRO et al., 2011;

O cultivo da palma, pode ser alavancada a negocios com elevado valor agregado, como 0s
relacionados a industria farmacéutica de medicamentos destinados ao tratamento de doengas
importantes, que atingem expressivas parcelas da populagdo mundial, como gastrite, hiperglicemia
e diabetes (CANDIDO FILHO et al., 2014DIAZ et al., 2017). Outra area de grande importancia
em nivel mundial, diz respeito a sustentabilidade socioambiental. O uso da palma forrageira tem

sido amplamente estudado no &mbito da recuperagéo e conservacao de solos, elevando o seu valor
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potencial em iniciativas dedicadas a sustentabilidade, envolvendo protecédo e conservacao do meio
ambiente. Que sdo assuntos bastante relevantes na atualidade (ROCHA, 2012).

Apesar de estudos e pesquisas mostrarem que a cultura apresenta rusticidade,
adaptabilidade a diferentes ambientes e elevado aumento na produtividade com o uso de um
manejo adequado para a cultura, verifica-se no campo uma queda na producédo, em funcédo de danos

provocados por pragas e principalmente pela ocorréncia de doencas nos cladédios, como a mancha

marrom (SOUZA et al., 2010; BARBOSA et al., 2012).

2.3 Mancha marrom

A mancha marrom (Cladode Brown Spot - CBS) conhecida anteriormente no Brasil como
mancha de Alternaria, foi relatada pela primeira em 2001, no municipio de Sdo Bento do Una,
Pernambuco, causando sérios problemas para a cultura, e desde entao existem relatos de ocorréncia
desta doenca, com incidéncia de 70 % na maioria das areas de cultivo (LIMA et al., 2011;
BARBOSA et al., 2007). Os sintomas da doenca caracterizam-se por manchas de coloragéo
marrom e preta nos cladodios, de formas circulares ou elipticas, medindo cerca 1,0-3,0cm de
diametro. As lesGes podem se estender de uma face a outra do cladodio, exibindo perfuracdes
devido a queda do tecido infectado. As manchas podem coalescer, formando grandes areas
necrosadas e causando queda dos cladédios (SWART; SWART, 2003; SANTOS et al., 2006).

O principal agente etioldgico da doenca era até entdo Alternaria tenuissima (Nees et T.
Nees). Sendo a maioria dos relatos da doenca associadas a essa espécie, caracterizada com base
apenas na sintomatologia, morfologia ou sequencias parciais da regido ITS (LIMA et al., 2001), o
que pode ndo permitir uma precisa identificacdo das espécies associadas a doenca (HYDE 2014).
Recentemente um estudo realizado por Conforto et al., (2019) relatou as espécies Alternaria
longipes e A. tenuissima, associadas a mancha marrom da palma mitda, o que torna a identificacédo
com base em analises multilocus necessaria para estudos mais completos e com maior

confiabilidade acerca da etiologia da mancha marrom da palma miuda.

2.4 Género Alternaria

O género Alternaria (Familia: Pleosporaceae, Ordem: Pleosporales, Classe:
Dothideomycetes, Filo: Ascomycota), foi inicialmente descrito por Nees ( 1816 ) baseado apenas

em uma Unica espécie, A. tenuis. Von Keissler (1912) em estudos posteriores
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descreveu Alternaria alternata, como sinénimo de A. tenuis devido a ambiguidades na descricédo
inicial. Posteriores descricOes, re-descri¢des e critérios revisados dentro do género resultaram em
um ndmero cada vez mais crescente de novas espécies (SACCARDO 1886; ELLIOT 1917;
WILTSHIRE 1933; JOLY 1964 ).

Alternaria é um género fungico, que representa um dos grupos mais importantes de fungos
hifomicetos, é considerado cosmopolita e onipresente, incluindo espécies saproéfitas , endofiticas
e patogénicas, que estdo associadas a diferentes substratos, como materiais vegetais (plantas e
sementes), alimentos, solo, restos culturais em decomposi¢do e atmosfera, devido a sua elevada
capacidade de adaptacdo e sobrevivéncia em diferentes condi¢fes ambientais (AUST et al.,
1980). Sdo espécies conhecidas como patdgenos vegetais bastante agressivos, causando graves
problemas a uma ampla variedade de culturas de importancia econdmica, tanto em campo como
no periodo de pos colheita. (GABRIEL et al., 2017; SICILIANO et al., 2018).

As espécies tém como caracteristicas a producdo de conidios multicelulares pigmentados,
tipicamente dictidsporos, fragmosporos e catenulados, com formatos variando entre ovoides,
obovoides, cilindrcos e elipsoides, com ou sem bico, de colora¢do marrom claro a marrom escuro.
Micélio aéreo cotonoso, com col6nias efusas, geralmente de coloracgdo cinza, esverdeadas, marrom
claro a marrom escura e pretas. Hifas incolores e de coloracdo amarronzada. Conidiéforos
macronematosos, mononematosos, simples ou ramificados, com uma coloracdo marrom, Unicos
ou fasciculados (INDERBITZIN et al., 2006; SIMMONS 2007; PRYOR et al., 2009;
LAWRENCE et al., 2014).

A taxonomia de Alternaria durante muito tempo foi uma questdo bastante controversa,
feita com base apenas em caracteres morfologicos. As caracteristicas eram utilizadas para
classificar as espécies dentro do género, definindo grupos distintos, como grupos de tdxons que
produzem padrdes de esporulacdo semelhantes e elevado grau de similaridade nas caracteristicas
de conidios, sendo divididos inicialmente em dois grandes grupos: um grupo de espécies que
produziam pequenos conidios, e outro que produzia grandes conidios. (Simmons, 1967,1971,1989,
1992 e 2007). Porém, a utilizagdo apenas esse tipo abordagem, mostrou néo ser altamente eficaz
para identificacdo, devido a plasticidade dessas caracteristicas, com variacfes consideraveis sob
diferentes ambientes e condi¢fes de cultivo, e também devido ao elevado nivel de similaridade
entre algumas espécies, que causou um processo continuo de revisao taxonémica. (MISAGHI et
al. 1978; ANDREW et al., 2009; ZHENG et al., 2017). O que levou a inclusdo de dados
moleculares para elucidacdo da taxonomia de Alternaria (LAUWRENCE et al., 2015)


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/alternaria-alternata
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016606161460004X#bib48
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016606161460004X#bib73
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016606161460004X#bib28
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/saprotroph
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/endophyte
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518307086#bb0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518307086#bb0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518307086#bb0160
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518307086#bb0160
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160518307086#bb0020

18

Métodos moleculares, baseados em analises de sequencias de DNA sdo capazes de
esclarecer a identidade de espécies, a variabilidade intraespecifica de isolados e as relacbes
filogenéticas entre eles. Tais analises sdo consideradas métodos seguros rapidos e eficientes na
investigacdo de identidade de organismos (MERGULHAO et al., 2014). A primeira analise
molecular dentro do género Alternaria e outros géneros de hifomicetes, foi realizada por Pryor e
Gilbertson (2000), com base apenas na analise do espacador interno transcrito (ITS) que forneceu
apoio aos grupos morfoldgicos de espécies descritos anteriormente.

Estudos evolutivos posteriores revelaram que devido a elevada taxa de variabilidade dentro
do género, sdo necessarias a utilizacdo de mais de uma regido gendmica. De acordo com a
literatura, os autores citam as regides ITS-rDNA e os genes CAL, ATPase, GAPDH, ALT a 1,
RPB2 e TEFl-alpha como sendo os marcadores moleculares utilizados para auxiliar na
identificacdo deste género. De acordo com estudos moleculares, as espécies de Alternaria sdo
divididas em grupos chamados de Sessdes. Que sdo definidos como um grupo de espécies que
compartilham um elevado grau de caracteres morfologicos e que se agrupam cOmo grupos
monofiléticos fortemente suportados, baseados em analises filogenéticas, utilizando dados de
sequencias de DNA. Atualmente, 26 secdes de Alternaria séo reconhecidas com base em dados

moleculares e morfologicos.

2.5 Sessdo Alternata

A sessdo Alternata, contém a maioria das espécies de esporos-pequenos, englobando
importantes patdgenos vegetais, e a espécie tipo Alternaria alternata (LAWRENCE et al., 2013;
WOUDENBERG et al., 2013; Woudenberg et al., 2014; GRUM-GRZHIMAYLO et al., 2016).
Lawrence et al. (2013), nomeou a sessdo como Alternaria por incluir a espécie tipo para o género
A. alternata. Em outro estudo Woudenberg et al. ( 2013 ) geraram uma variante ortografica para
a sessao, 'sessdo Alternaria ', que é contraria as regras do ICBN, onde recomendam que 0 nome
da sessdo que contém as espécies-tipo deve ser repetido 0 nome genérico inalterado (LAWRENCE
et al., 2015). A sessdo é composta por cerca de 60 espécies, incluindo importantes patogenos
vegetais e de pos colheita, como as espécies A. alternata, A. gaisen, A. longipes e A. mali (ROTEM
1994; COATES & JOHNSON 1997).

As espécies inicialmente eram descritas com base na morfologia, os conidiéforos primarios
variam entre curtos a muito longos, retos ou curvos, podendo ser simples ou ramificados, 0s
conidios apresentam-se em cadeias moderadamente longas, simples ou ramificadas, com formatos

elipsoides, que variam entre 20 a 35 (60) x 8 a 12 um, com a presenca de septos transversais e
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longitudinais. A maioria dos conidios se estreita gradualmente em um bico apical cdnico
(LAWRENCE et al., 2015).

As espécies que compde essa sessao apresentam variagdes moleculares minima entre elas.
As regibes genéticas padrdo usadas para a delimitacdo de espécies de Alternaria ndo sao capazes
de delinear as espécies da sessdo Alternata (PEEVER et al., 2004 , ANDREW et al., 2009 ), sendo
necessario o0 uso de métodos moleculares para correta taxonomia das espécies, como o
sequenciamento do genoma completo para definicdo de genes que possam distinguir as espécies
que compde a sessdo, como os genes ATPase, calmodulin e Alta 1 (LAWRENCE et al., 2013).

2.6 Efeito da temperatura e umidade sobre a severidade de doencas.

Fatores ambientais desempenham papeis importantes no desenvolvimento epidemioldgico
de doengas de plantas. O conhecimento de condicGes favoraveis aos fitopatdgenos, o estadio
fenoldégico em que o hospedeiro se torna mais suscetivel, a faixa de temperatura e umidade 6tima
para o estabelecimento da doenca € imprescindivel para compreender a interacdo patdgeno-
hospedeiro. As relacdes e variagdes desses fatores ambientais possibilitam tanto a determinacao
da distribuicdo geografica, como a incidéncia e a severidade da doenca (DODD et al., 1992;
BORGES NETO et al., 2000; ANDRADE et al., 2007)

Diversos autores, observaram que o efeito da temperatura, a precipitacdo e umidade, podem
influenciar diretamente a taxa de desenvolvimento e a patogenicidade dos agentes infecciosos,
principalmente os de origem flngicas, interferindo diretamente no inicio e no progresso direto das
doengas (WILSON 1990; SILVA 2001; LEITE et al., 2002; LIMA FILHO 2003; CUTRIM et al.,
2004; KOCMANKOVA et al. 2009; MBOUP et al., 2012; MC CALLUM et al., 2016; MORAIS
etal., 2016).

A temperatura interage com outros fatores, como umidade na superficie das folhas,
umidade no ambiente, luz ou microbiota competidora (ROYLE; BUTLER, 1986), influenciando
no crescimento micelial, na esporulagdo, aumentando ou diminuindo a taxa de germinagdo dos
esporos e coloracdo das colonias. Esses fatores muitas vezes sdo utilizados para identificacdo de
especies, 0 que pode acarretar em erros acerca da taxonomia. (MAIA et al., 2011). Em regides
com temperaturas elevadas, a viabilidade dos esporos e a formacdo de lesdes sdo reduzidas,
culminando com a reducdo no progresso da doenga (TANAKA, 1995).

A duracdo da umidade superficial, no entanto, aparenta ter relagdo mais direta com a

germinacdo, infeccdo e crescimento do patdgeno no hospedeiro. A umidade é indispensavel para
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a germinacdo da maioria dos esporos fungicos e para a penetracdo do tubo germinativo no
hospedeiro, além de aumentar a suscetibilidade a certos patdgenos, afetando a incidéncia e a
severidade, possibilitando a ocorréncia de doencas (ARINZE, 1986).

O efeito do clima no progresso da doenca torna-se aparente quando se considera a
importancia da época do ano, isto €, as condicGes climaticas e o estadio de crescimento das plantas,
quando o hospedeiro e o patdgeno podem coexistir, a duracdo e a frequéncia de temperatura e
pluviosidade favoravel, o tempo de aparecimento dos vetores e a duracdo do ciclo de infecgdo de
uma doenga em particular (KENAGA, 1994). As mudancgas no clima podem produzir impactos
significativos sobre os problemas fitossanitarios, alterando a distribuicdo geografica e temporal
dos patogenos (GHINI et al., 2011). Informacdes que correlacionam a ocorréncia de infeccdo com
a presenca e concentracao do inoculo e variaveis climéaticas como temperatura e molhamento foliar
sdo base para geracdo de ferramentas de manejo que visem alertar sobre a possibilidade de
epidemias e reduzir o nimero de aplicacdo de fungicidas nas culturas (BROOME et al., 1995;
SHTIENBERG et al., 1997; CARISSE et al., 2008).

Outro ponto importante e a relacdo de dependéncia entre temperatura e periodo de umidade
com a percentagem de doenca, estabelecida sob condic¢des controladas, que nem sempre pode ser
observada no campo. Isto ocorre especialmente por causa das variaces de temperatura e umidade
nas lavouras, além disto, também existem vaiaveis no campo que ndo estdo presentes em estudos
com condigdes controladas, como plantas em estagios de maturacdo e em condicdes fisiologicas
diferentes (BIALE, 1950).

O conhecimento sobre o processo de infec¢do e colonizacdo de Alternaria e os fatores
ambientais que influenciam este processo, sdo pré-requisitos para o desenvolvimento de estratégias
de controle eficientes e no desenvolvimento de sistemas de prevencédo de doencas (FRAISSE et
al., 2006; SOARES et al., 2008).
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Abstract

Brown spot is the most important disease for the culture of cactus prickly pear (Nopalea
cochenillifera (L) Salm-Dyck; Cactaceae family), and in many countries, Alternaria spp. are
commonly associated with the disease. In Brazil, only three species of Alternaria are associated
with brown spot: A. alternata, A. tenuissima, and A. longipes. However, other Alternaria spp. may
be involved in the etiology of the disease. This study aimed to identify Alternaria species
associated with prickly pear brown spot in Northeast Brazil. Cladodes presenting symptoms of
brown spot were collected from three counties in the state of Alagoas and three in the state of
Pernambuco. Isolation, obtaining monosporic cultures, and pathogenicity tests were performed.
For correct taxonomic positioning of the isolates, morphological and molecular analyses were
performed using the internal transcribed spacer (ITS) region and the translation elongation factor
1-alpha (tefl), Alternaria major allergen (Alt al), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(gapdh), and second largest subunit of RNA polymerase (rpb2). Fourteen pathogenic isolates were
obtained, and according to the morphological and molecular analyses, three species of Alternaria
were identified: A. gossypina, A. jacinthicola, and A. tomato, all belonging to the Alternata section.
A. gossypina, A. jacinthicola, and A. tomato are described for the first time in Nopalea

cochenillifera worldwide.

Keywords: Cactus, Fungal Diseases, Pleosporaceae, Multilocus Analyses.
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Introduction

Brown spot is the main disease of the cactus prickly pear (Nopalea cochenillifera (L) Salm-
Dyck; Cactaceae family) in Brazil. It is characterized by brown to black spots, circular in shape,
which may coalesce to form large necrotic areas and cause perforations due to the fall of infected
tissue (Conforto et al. 2019).

Currently, brown spot is predominantly reported in the Northeast region, with greater
frequency in the main producing regions in the states of Alagoas and Pernambuco, where cactus
prickly pear culture is of high economic importance (Santos et al. 2001; Souza et al. 2010; Lima
et al. 2011; Barbosa et al. 2012; Silva et al. 2014).

The disease, initially named Alternaria spot, was reported for the first time in the city of
Séo Bento do Una in the state of Pernambuco, Brazil, and was attributed to A. alternata. Since, A.
tenuissima and A. longipes have also been identified as causing brown spot (Lima et al. 2011;
Conforto et al. 2019).

The Alternaria genus is distributed worldwide, with saprophytic, endophytic, and mainly
pathogenic species. It is a group of fungi with great adaptability and survival in different
environmental conditions, causing serious problems to a wide range of host plants (Gabriel et al.
2017; Siciliano et al. 2018).

The identification of its species is a very controversial issue, initially resolved by the
morphology of reproductive structures, colony coloring, and host specificity (Simmons 1967,
1971, 1989, 1992, 2007), however, due to the overlap and high morphological plasticity between
species, the use of multilocus phylogenetic analyses, based on different regions (ITS and mtSSU)
and protein coding genes (gapdh, Alt al, tub, tefl, rpb2, Chitin synthase, Calmodulin, ATPase),
has become standard for taxonomy within the genus, grouping the species into sections, according

to the phylogenetic relationship between them (Lawrence et al. 2013; Lawrence et al. 2015).
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Thus, the objective of this study was to identify Alternaria species associated with brown
spot of cactus prickly pear (N. cochenillifera) based on morphological and phylogenetic analyses

in the Brazilian Northeast region.

Material and Methods

This work was conducted in the Molecular Phytopathology Laboratory of the agrarian
Engineering and Sciences Campus of the Universidade Federal de Alagoas (UFAL), located in the
city of Rio Largo.

Obtaining and preserving isolates

Alternaria isolates were obtained from cladodes with brown spot symptoms, during the
rainy season in 2018 and 2019, in the state of Alagoas, in the cities of Cacimbinhas
(09°40'16"S/36°99'14"W), Estrela de Alagoas (09°23'124"S/36°45'36"W) and Palmeira dos Indios
(09°40'61"S/36°63'31"W), and Pernambuco, in the citiess of Bom Conselho
(09°10'12"S/36°40'48" W), Séo Jodo (08°52'33"S/36°22'01"W) and Lajedo
(08°65'83"S/36°32'97"'W). Per sampled are, 25 cladodes were collected.

In the laboratory, cladodes were washed under running water and dried using sterilized
paper towels. Isolations were completed by removing fragments from symptomatic tissue at the
interface between the necrotic tissue and non-symptomatic tissue, which were disinfested with
70% alcohol solution for 30 seconds, sodium hypochlorite (1%) for 1 minute, washed twice in
sterile distilled water (SDW), and placed to dry on sterile filter paper. After they were dried, the
fragments were transferred to Petri dishes containing potato dextrose agar (PDA), then maintained
in BOD at 25 + 1°C in the dark for 7 days.

After the colonies were formed, 5 mm disks containing pathogen mycelia were transferred
to new Petri dishes containing PDA medium, maintained at a temperature of 25°C until the
emergence of the pathogen’s reproductive structures, for later identification and obtaining

monosporic cultures. After obtaining the monosporic cultures, isolates were preserved using three
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methods: test tubes containing PDA culture medium, Castellani, and on autoclaved filter paper
(Castellani, 1960). The fungal colonies were deposited in the Colecdo de Fitopatogenos da
Universidade Federal de Alagoas (COUFAL).
Pathogenicity test

Pathogenicity of fourteen isolates were tested on healthy cladodes detached from prickly
pears in a plantation located in the county of Rio Largo, Alagoas, Brazil. The cladodes were
washed in running water and disinfested by immersion in 1% NaOCI solution for 3 min, rinsed in
SDW and dried at room temperature. Two inoculation methods were used. For both methods the
cladodes were wounded with the aid of a previously sterilized needle. In first method, the wound
was inoculated with a 5 mm PDA disks containing fungal structures. For the control, PDA-only
disks. The pathogenicity was also tested using a spore suspension. The inoculations were
performed by applying a drop of 30 pL of a suspension with 10°% spores mL™ (quantified in a
hemocytometer), on each inoculation spot, and in the control treatment a drop of 30 uL SDW was
applied. Each cladode was packaged separately in plastic bags containing cotton moistened with
SDW, maintained in a humid environment for 48 hours, and then kept in a BOD incubator
(Biochemical Oxygen Demand) at 25 + 1 °C with a 12-hour photoperiod for up to 10 days. Three
repetitions per isolate were used, where each repetition consisted of a cladode with four wounds,
one being the control (Flores-Flores et al. 2013; Feijo et al. 2019).
Molecular characterization

For molecular characterization, the extraction of DNA was carried out from the mycelial
mass of each isolate grown in L-Asparagine liquid medium for five days in a 50 mL Erlenmeyer
flask, which was incubated at room temperature (25 + 1°C) with a photoperiod of 12 hours. The
protocol used for extraction was the CTAB method adapted from Doyle (1987). Polymerase chain
reactions (PCR) for all genes were prepared in a final volume of 30 pl: 10X buffer (3 uL), MgCI2

50 mM (0.9 pL), 10 mM DNTP’s (2.4 uL), 10 uM of each oligonucleotide (2 pL), 1 U Taq DNA
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polymerase (0.2 pL) and DNA (1 uL, 25 ng / uL). Primer pairs that code for the ITS, Alt al, tefl,
rpb2, and gapdg genomic regions were used (Table 1). The PCR products were then sent for

purification and sequencing directly at the Macrogen company in Seoul, South Korea.

Table 1- Description of the primers used to identify species belonging to the Alternaria genus.

Gene Primer Sequence (5°-3) PCR conditions References
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 40 cycles at 94 °C for 20 s, 55 :
White et al.,
ITS °Cfor30s,72°Cfor90s 1990
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
5F GGGGWGAYCAGAAGAAGGC 40 cycles at 94 °C for 60,57 Reep et al.
rpb2 °Cfor25s,72°C for 120 s 2004
7cR CCCATRGCTTGYTTRCCCAT
526F GTCGTYGTYATYGGHCAYGT 40 cycles at 94 °C for 20 s, 55 Rehner
tefl °C for 30's, 72 °C for 90 s 2001
1567R ACHGTRCCRATACCACCRATCTT
Alt-F ATGCAGTTCACCACCATCGC 35 cyclesat 94 °C 60, 94°C Hong et al
Altal for 30 s, 57 °C for 30s, 72° for g B
Alt-R ACGAGGGTGAYGTAGGCGTC 60s. 72° 10min 2005
Gpdl CAACGGCTTCGGTCGCATTG 40 cycles at 94 °C for 30 s, 57 Berbee et
gapdh °Cfor30s,72°Cfor30s al. 1999
Gpd2 GCCAAGCAGTTGGTTGTG "

Fonte: Autora, 2021

The nucleotide sequences obtained were assembled with the Codon Code Aligner v. 6. 0.
2 software and analyzed visually to obtain a consensus sequence of the amplified region for all
isolates. The arrangement of nucleotides in ambiguous positions was corrected by comparing the
sequences in sense and antisense directions. The initial analyses were performed with the BLASTn
algorithm (Altschul et al. 1990) and the non-redundant GenBank database. Reference sequences
for several species of the genus were retrieved from GenBank (Table 2) and used for reconstruction

of the phylogenetic tree.

Table 2: Isolates subjected to DNA analyses in this study, including details on culture collection and GenBank
accessions.

. Culture Access GenBank Access Number
Species

Number — * s tefl rpb2 gapdh Altal

Alternaria
alternantherae®

A. alternata CBS 916.96 KF465761 KC584634  KC584375  AY278808 -

CBS 124392 KC584179 KC584633  KC584374  KC584096  KP123846



>> PP PP PP PPPP> P PPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPD > DD

. alternata
. alstroemeriae
. alstroemeriae

arborescens

. arborescens
betae kenyensis

burnsii
burnsii
cerealis
dauci
dauci
gaisen
gaisen
geophila
gossypina
gossypina
gossypina
gossypina
gossypina
gossypina
gossypina
gossypina
gossypina
gossypina
gossypina
gossypina

. irridiaustralis
. irridiaustralis
. jacinthicola
. jacinthicola
. jacinthicola
. jacinthicola

. jacinthicola

. limoniasperae
. longipes
. longipes

longipes
longipes
longipes
longipes
longipes

. limoniasperae

macrospora
porri

. solani

solani

CBS 124278
CBS 118808
CBS 118809*
EGS 39.128*
CBS 127263
CBS 118810*
CBS 130264
CBS 110.50
CBS 119544
CBS 117097
CBS 477.83
CBS 632.93
CBS 118488
CBS 101.13
CBS 102601
CBS 102597
CBS 104.32*
COUFALO0258
COUFALO0259
COUFALO0294
COUFALO0295
COUFALO0296
COUFALO0297
COUFALO0298
COUFALO0299
COUFALO0300
CBS 118486*
CBS 118404
COUFALO0257
COUFALO0256
COUFALO0255
CBS 133751*

YZU171616

CBS 102595
CMM 1377
CMM 0245
CMM 1195
CBS 121332
CBS 917.96*
CBS 121333
CBS 539.94
CBS 102595*
CBS 117228
EGS48.147
CBS 116651
CBS 116442

KP124374
KP124296
KP124297
AF347033
KP124416
KP124419
KP124425
KP124421
KP124408
KC584192
KJ718161
KC584197
KP124427
KP124392
KP124433
KP124432
KP124430
MT522398
MT522399
MT522400
MT522401
MT522402
MT522403
MT522404
MT522405
MT522406
KP124435
KP124434
MT522407
MT522408
MT522409
KP124438

MG78101
1

KP124443
KP124442
KP124444
KP124441
KC584204
DQ323700
KC584217
KC584217

KP125152
KP125071
KP125072
JQ672481
KP125194
KP125197
KP125203
KP125199
KP125186
KC584651
KJ718509
KC584658
KP125206
KP125170
KP125212
KP125211
KP125209
MT530400
MT530401
MT530402
MT530403
MT530404
MT530405
MT530406
MT530407
MT530408
KP125214
KP125213
MT530409
MT530410
MT530411
KP125217

MG78101
0

KC584666
KY549587
KY549582
KY549583
KP125222
KP125221
KP125223
KP125220
KC584666
KC584668
KC584688
KC584688

KP124844
KP124764
KP124765
JQ646487
KP124885
JQ905180
KP124894
KP124890
KP124878
KC584392
KJ718334
KC584399
KP124897
KP124862
KP124903
KP124902
KP124900
MT530386
MT530387
MT530388
MT530389
MT530390
MT530391
MT530392
MT530393
MT530394
KP124905
KP124904
MT530395
MT530396
MT530397
KP124908

MG781015

KC584408
KY549618
KY549613
KY549614
KP124913
KP124912
KP124914
KP124911
KC584408
KC584410
JF331598

KC584430
KC584430

KP124226
KP124153
KP124154
AY?278810
KP124267
KP124270
KP124275
KP124271
KC584111
KJ718008
KC584116
KP124278
KP124244
KP124282
KP124281
JQ646312
MT530358
MT530359
MT530360
MT530361
MT530362
MT530363
MT530364
MT530365
MT530366
KP124284
KP124283
MT530367
MT530368
MT530369
KP124287

MG78101
2

AY562411
KY549607
KY549602
KY549603
KP124292
KP124291
KP124293
KP124290
KC584124
JF331481
KC584139
KC584139

35

KP123922
KP123845
MHO084526
KY561836
KP123963
KP123966
KP123972
KP123968
KP123955
KJ718678

KJ718676

KP123974
KP123975
KP123940
KP123979
KP123978
JQ646395

MT530372
MT530373
MT530374
MT530375
MT530376
MT530377
MT530378
MT530379
MT530380
KP123981
KP123980
MT530381
MT530382
MT530383
KP123984

MG781013

KP123989
KP123988
KP123990
KP123987
KJ718702
JF331538
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A. senecionicola CBS 119545 KP124409 KP125187  KP124879  KP124260 KP123956
Alternaria sp. CBS 175.52 KC584227 KC584703  KC584445  KC584151  KP123857
Alternaria sp. CBS 174.52 KC584228 KC584704 DQ677964  KC584152 -

A. tagetica CBS 479.81 KC584221 KC584692  KC584434  KC584143 KJ718761
A. tenuissima CBS 965.95 KP124323 KP125099  KP124791  KP124178 KP123872
A. tenuissima CBS 880.95 KP124322 KP125098  KP124790  KP124177  FN689407
A. tomato CBS 103.30 KP124445 KP125224  KP124915  KP124294  KP123991
A. tomato CBS 114.35* KP124446 KP125225  KP124916  KP124295 KP123992
A. tomato COUFAL0254  MT522410 MT530412 MT530398 MT530370 MT530384
A. tomato COUFAI0301 MT522411 MT530413 MT530399 MT530371 MT530385
2Qutgroup

* Ex-type

- Species identified in this study are highlighted in bold.
Fonte: Autora, 2021

Multiple alignments for nucleotide sequences were obtained using the MUSCLE algorithm
(Edgar 2004) in the MEGA v. 6 program (Tamura et al. 2013). The phylogenies of Bayesian
Inference (BI) for the sequence data of ITS, Alt al, tefl, rpb2, and gapdh, were built individually
in the CIPRES portal (Miller et al. 2010) using MrBayes v. 3.2.3 (Ronquist et al. 2012). The best
evolutionary model for the partitioning analyses was performed on the concatenated sequences by
PartitionFinder 2.1.1 according to Akaike Information Criterion (AIC) (Lanfear et al. 2016).
Analyses were running for 10 million generations using four chains and sampled every 1,000
generations, for a total of 10,000 trees. The first 2,500 trees were discarded as a burn-in phase.
Later probabilities (Rannala and Yang 1996) were determined from a majority-rule consensus tree
generated with the remaining 7,500 trees. The trees were visualized and edited using the FigTree

program v.1.4 (ztree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) and Inkscape (https://inkscape.org/pt/).

Morphological and cultural characterization

For cultural characterization, disks of culture medium containing mycelium of the pathogen
were removed from the edges of the colonies (grown for seven days) and transferred to Petri plates
containing synthetic PDA. The treatments were kept in a BOD incubator at 25 £ 1°C and a 12-

hour photoperiod. The experimental design was completely randomized with five replications per


https://inkscape.org/pt/
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species, each repetition being a petri plate. The coloring of the colonies and aspect of the aerial
mycelium were observed.

For morphological characterization, the size and shape of the spores (n = 50), break length,
conidiophores, and branching pattern from the isolates were obtained in potato carrot agar (PCA)
maintained at a temperature of 25 + 1°C for 10 days and photoperiod of 8 hours of light and 16
hours of darkness (Simmons 2007). The pictures were captured by a digital camera (Olympus 1X2-
SLP) attached to the optical microscope with 400 x magnification using the Cellsenses Standard

software (SAMSUNG SDC-415®) and later used to determine the length and width of the conidia.

Results
Obtaining the isolates

Fourteen fungal isolates were obtained showing morphological characteristics that were
compatible with the Alternaria genus, six of which were obtained in the state of Alagoas
(COUFALO0300, COUFAL0255, COUFAL0256, COUFALO0257, COUFALO0301, and
COUFALO0254), and eight were from Pernambuco (COUFALO0294, COUFALO0295,
COUFAL0296, COUFAL0258, COUFAL0297, COUFAL0299, COUFAL0259, and
COUFAL0298).
Pathogenicity test

All isolates caused symptoms on the cladode cactus prickly pear, regardless of inoculation
method. Symptoms were first observed seven days post-inoculation (dpi) and evaluated at 10 dpi.
In inoculations with disks containing pathogen myecelial, the lesions were circular and necrotic,
which subsequently advanced to other face of the cladode, and presented an average lesion size of
11.21, 9.97, and 9.35 mm for the species Alternaria gossypina, Alternaria jacinthicola, and
Alternaria tomato, respectively. Inoculations with the suspension presented a smaller average
lesion size, 7.21 (A. gossypina), 7.08 (A. jacinthicola), and 7.02 mm (A. tomato) for all species

compared to the tests performed with disks (Fig. 1). The lesions were also circular and necrotic;
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however, they were not observed on the other face of the cladode. After the pathogenicity test, re-

isolations were performed, thus, confirming Koch’s postulates.

Fig. 1: Symptoms of brown spot caused by pathogenic isolates of Alternaria after ten days of incubation. A, B and C
- inoculation with disks containing pathogen structures; D, E and F - inoculation with spore suspension. D - A.
jacinthicola; E - A. gossypina and F - A. tomato.

Fonte: Autora, 2021

Molecular characterization
Approximately 606 bases were determined for ITS, 347 bases for tefl, 957 bases for rpb2,

472 bases for Alt al, and 579 bases for gapdh. Congruence analyses did not reveal conflict between
the data sets of the ITS, Alt al, tefl, rpb2, and gapdh sequences, therefore, they were combined.
The generated ML and IB trees showed the same topology, therefore, only the BI tree was
presented in this study. The combined data set of the five loci, included 57 taxa with A.

alternantherae (CBS 124392) as an outgroup taxon. The alignment presented 2961 characters, of
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which 345 were parsimony informative sites, 2059 were conserved sites, and 868 were variable
sites. The locus limits in the alignments were: 1-597 for rpb2, 958-1304 for tefl, 135-1883 for
gapdh, 1884-2489 for ITS, and 2490-2961 for Alt al. For phylogenetic analyses of the BlI,
according to AIC the TIM+G model was selected for ITS, TRNEF+G for rpb2 and tefl, HKY+G
for Alt al, and TRN+G for gapdh, and for the combined data, the model GTR + G was used (Study
26406 deposited in TreeBASE).

The results showed that the isolates of this study were grouped into three distinct clades,
where: COUFAL0294, COUFAL0295, COUFAL0296, COUFAL0258, and COUFAL0297 were
from Bom Conselho/PE, COUFAL0259 and COUFAL0298 were from Lajedo/PE, COUFAL099
was from Estrela de Alagoas/AL, grouped with other sequences of A. gossypina, with the posterior
probability of 1 in the phylogenetic tree; isolates COUFALO0255 and COUFAL0256 were from
Estrela de Alagoas/AL and isolate COUFAL0257 was from Palmeira dos indios/AL, grouped with
A. jacinthicola with Bayesian support of 0.98 in the phylogenetic tree; and isolate COUFAL0254
was from Cacimbinhas/AL and COUFALO0301 was from Estrela de Alagoas/AL, grouped with the
species A. tomato with a level of Bayesian support 1 in the phylogenetic tree (Fig. 2), all belonging
to the same section, Alternata. The species A. gossypina was the most frequently isolated in this
study, with most isolates (88.8%) in the state of Pernambuco and only 11.2% obtained in the state
of Alagoas. Alternaria jacinthicola, as well as A. tomato, were obtained only in the state of

Alagoas, with 100% isolation prevalence.
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Fig. 2: Phylogenetic tree of Bayesian Inference based on the concatenated sequences of the ITS, tefl, rpb2, Alt al and
gapdh regions. The A. alternantherae species was used as an outgroup. Isolates featured in this study are highlighted

in bold.

0,78
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Morphological and cultural characterization
Alternaria jacinthicola presented colonies with regular edges, whitish gray aerial

mycelium, and on the reverse side, a dark brown color with white edges. The species A. gossypina
presented colonies with regular edges, cottony aerial mycelium, with whitish to gray color on the
surface, a light brown color on the reverse side, and presence of concentric rings with white
borders. The A. tomato species presented colonies with regular edges on the back, cottony aerial
mycelium of a whitish gray color, and the reverse side of the colonies showed a dark brown color
in the center and a lighter color toward the edges (Fig. 3).

In the morphological analyses, all species had unique conidiophores, in a chain with 2 to 6
conidia, lateral to the hyphae or terminals, with a dark brown color. Alternaria jacinthicola
presented brown conidia, generally in chains of 2 to 6, rarely solitary, ellipsoid or obclavate, with
smooth walls. The conidia measured (15.22) 19.65 (28.00) x (4.33) 6.30 (8.76) um in size with 3
to 4 transverse septa and 1 longitudinal septum with a beak from 5 to 15.79 x 2 to 4 pm in size.
Alternaria gossypina presented brown conidia, generally in chains of 2 to 3 conidia, rarely solitary,
ellipsoid or obclavate, with smooth walls. The conidia measured (14.27) 21.39 (28.53) x (5.04)
7.51 (10.69) um in size with 5-7 transverse septa and 1-2 longitudinal septa with a beak from 3.5
to 14.32 x 2 to 3.9 um in size. Alternaria tomato presented brown conidia, septate, obclavate,
simple or grouped in chains of 2 to 4 conidia measuring (13.5) 19.03 (24.45) x (4.62) 6.85 (9.56)
um in size, with four transverse septa, one longitudinal septum, and the beak measuring 4 to 8.65

X 1 to 2 um in size (Fig. 3).
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Fig. 3: Al, Bl e CI- Characteristics of the colonies; All, Bll e Cll — Characteristics of the conidiophores; Alll, Bl
e CIlI — Characteristics of the conidia; AlV, BIV e CIV — Characteristics of the chain. A - A. jacinthicola, B - A.
gossypina, C - A. tomato.

Fonte: Autora, 2021

Discussion
Through the combined analyses of the ITS region and gapdh, Alt a1, tefl, and rpb2 genes

associated with morphology, A. gossypina, A. jacinthicola, and A. tomato were identified and
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characterized in this study, grouping them into three distinct clades, within the Alternata section,
as pathogens causing brown spot in the prickly pear (Nopalea cochenillifera).

The identification of Alternaria spp. within the Alternata section, which includes “small
conidia” species, has been somewhat challenging, due to the plasticity of morphological
characteristics initially used in the taxonomy. Today, the use of molecular techniques for this
purpose is recommended (Lawrence et al. 2013). Initially the ITS genomic region was often used
in the characterization of fungal species, providing strong support to the described morphological
groups, however, its use was debated due to the informativeness level of the region (Hyde 2014).
Thus, phylogenetic analyses have become indispensable to elucidate the phylogenetic “knots”
within the genus Alternaria, and combinations that include the ITS region and protein codes, such
as gapdh, Alt al, tefl, rpb2, Calmodolin, Chitin synthase, ATPase, and tub, can be used (Pryor
and Gilbertson 2000; Hong et al. 2005; Rokas and Carroll 2005; Andrew et al. 2009; Pryor et al.
2009; Lawrence et al. 2012; Lawrence et al. 2013, 2014; Woudenberg et al. 2013; Grum-
Grzhimaylo et al. 2016).

Regarding the phylogenetic analyses, it was observed in this study that the ITS region and
the tefl gene were incapable of distinguishing the three identified species, probably due to the
conservation and slow rate of molecular evolution of these genomic regions, as described by other
authors (Stiller and Hall 1997; Baldauf and Palmer 1993; Cheney et al. 2001; Lawrence et al.
2013). In studies performed by Ding et al. (2019), it was observed that the use of protein coder
genes together (gapdh, rpb2, Alt al, Calmodulin, and ATPase) revealed a more strongly supported
Bayesian Inference topology within the Alternata section, and the Alt al gene was the most
informative. It was also observed that the data of the Alt al gene showed better topological
resolution among all the genes used here. However, the combination of these genomic regions
proved to be superior to the other alternatives derived from a single isolated region in the

identification of Alternaria spp. belonging to the Alternata section in this study.
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Thus, it is possible to affirm that the need to use combined genes in the precise
identification of species that make up the Alternata section, is due to the minimal molecular
variation, reported by other authors (Woudenberg et al. 2015) and visualized in this study, that is,
few fixed nucleotides can separate one species from another, when the genes are analyzed
individually. Alternaria gossypina shows only three fixed nucleotides in its genome, however, it
can easily be distinguished from A. alternata using combined molecular data (Woudenberg et al.
2015). This species has a close phylogenetic relationship with A. longipes, recently associated with
brown spot in N. cochenillifera in the state of Pernambuco (Conforto et al. 2019). Alternaria
tomato and A. jacinthicola, also show a low number of fixed nucleotides, due to their close
relationship with A. burnsii, which grouped in a clade called “clade brothers” (Luo et al. 2018).

Among the identified species in this study, A. gossypina was the most prevalent, and the
only one of the three species present in both collection states (Alagoas and Pernambuco). This
species was first recognized in 1931 in the cotton culture in Zimbabwe, and today, it is responsible
for diseases in different hosts in different parts of the world (Farr and Rossman 2019). To date,
there are no reports of this species associated to prickly pear in the world, nor reports in other
cultures in Brazil.

Alternaria jacinthicola was described as a new species in 2011 in West Africa, and it has
been reported in peanuts (Republic of Mauritius), clove (China), and wheat (Oman) (Farr and
Rossman 2019). To date, there are no reports of this species in Brazil associated with any culture,
therefore, this is the first report of A. jacinthicola in Brazil and in the world, causing prickly pear
disease.

Alternaria tomato was originally described in 1939 infecting Solanum lycopersicum.
Currently, it has a restricted host range, being reported, in addition to tomatoes, in potatoes
(Solanum tuberosum), beans (Phaseolus vulgaris), passion fruit (Passiflora edulis), and more

recently, causing leaf spot in sunflower (Helianthus annuus) cultivations in Mexico (Farr and
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Rossman 2019). Furthermore, this species is known to produce mycotoxins in foods, causing
problems in humans (Shinha and Bhatnagar 1998). Thus, this is the first report of this species
infecting N. cochenillifera in the world, and the first occurrence of this species in Brazil.

Although there are no reports on the presence of the species A. jacinthicola, A. tomato, and
A. gossypina in Brazil in any other culture, it is possible that they occur in the country, not only in
N. cochenillifera, and this is probably due to the scarcity of studies focused on multilocus
phylogenetic analyses of the Alternaria genus, since morphological analyses alone or in
conjunction with analyses of the ITS region are unable to separate Alternaria species, especially
within the Alternata section, where the species are considered indistinguishable morphologically.

In prickly pear, Alternaria species have already been reported as causing spots in Opuntia
ficus-indica cladodes in Mexico (A. alternata), Egypt (A. alternata), South Africa (A. tenuissima),
and Brazil (A. tenuis). In N. cochenillifera, A. tenuissima and, more recently, A. alternata and A.
longipes have been reported to be associated with brown spot in Brazil (Farr and Rossman 2019).

In the morphological analyses, the identified species presented characteristics similar to
those of previous studies for the species A. gossypina, A. jacinthicola, and A. tomato (Hopkins
1931; Luo et al. 2018; Poudel et al. 2019). Colony colorations varied compared to other studies,
and according to Simmons 1992, these variations occur due to the cultivation conditions and
culture medium used; therefore, they are not reliable for species delimitation (Lawrence et al.
2016).

Regarding pathogenicity, suspension tests were carried out in the present study for the
identified species, however, despite causing symptoms in the cladode cactus prickly pear, they
presented smaller average lesion size in comparison to tests with disks containing pathogen
structures. According to the literature, tests with spore suspension are scarce for cactus prickly
pear culture, regardless of the pathogens in question, probably because they produce small lesions,

as observed in this study, confirming that the pathogenicity tests performed with disks containing
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structures pathogen are more recommended for the culture cactus prickly pear (Flores-Flores et al.
2013; Oliveira et al. 2018; Feijo et al. 2019; Conforto et al. 2019).

Finally, our findings revealed a greater diversity of Alternaria spp. associated with brown
spot in prickly pear, where we can include the species identified here A. gossypina, A. jacinthicola,
and A. tomato as new etiological agents of the disease. It also provides data that can be useful to
identify the best control measures for an adequate management of the disease in prickly pear

plantation areas.
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RESUMO

Nopalea cochenillifera (L.), ¢ um alimento indispensavel para os animais nas regides semiaridas
do nordeste brasileiro. Apesar da adversidade de clima dessas regides, a cultura é afetada por
muitas doencas, como a mancha marrom. O género Alternaria é um dos mais importantes grupos
fangicos associados a essa doenca no Brasil e suas espécies se destacam pela capacidade de
adaptacdo a diferentes ambientes, o que lhe permite crescer nas mais variadas condi¢des climéticas
e em diferentes hospedeiros. Diante disso, objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito da
temperatura, umidade e resisténcia de gendtipos de palma mitda a mancha marrom causada por
especies Alternaria. O efeito da temperatura sobre a severidade da doenca, foi avaliado em
cladddios de palma miuda destacados. Um isolado representativo de A. gossypina, A. jacinthicola
e A. tomato foi selecionado para proceder as inoculacgdes, a partir de um teste de agressividade. As
temperaturas utilizadas no experimento foram 13, 17, 21, 25, 29 e 33 °C com fotoperiodo de 12
horas, foi avaliado também o efeito da temperatura no crescimento micelial dos isolados. No
experimento de umidade foram utilizados as mesmas espécies e 0s seguintes periodos de
permanéncia em camara umida: 12, 24, 36, 48 e 60 horas. O experimento foi mantido em BOD,
com fotoperiodo de 12 horas, utilizando a temperatura que causou a maior severidade no teste
anterior para cada espécie de Alternaria em questdo. O experimento de resisténcia (in vivo) foi
realizado em casa de vegetacdo, utilizando nove genotipos de palma midda: Palma Alagoas,
Milda, Melancia, Tamazunchale, Clones 06, 07, 13, 08, 21 e F-21. As inoculacdes foram
realizadas com as mesmas espécies de Alternaria utilizadas nos experimentos anteriores. Para as
trés espécies utilizadas no estudo, A. gossypina A. jacinthicola e A. tomato a faixa de temperatura
entre 17 e 21°C favoreceu os maiores tamanhos de lesdes, ja para o crescimento micelial a
temperatura 6tima de crescimento (mm) foi de 25 a 29° C. O periodo de permanéncia quefavoreceu
o desenvolvimento das lesbes foram os periodos acima de 24horas para as trés espécies. Os
gendtipos que apresentaram os menores tamanhos de lesdes foram os Clones 06 e 13.

Palavras-chave: Nopalea cochenillifera; Resisténcia genética; Agressividade; Alternaria
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4.1 INTRODUCAO

A palma forrageira (Nopalea cochenillifera e Opuntia ficus-indica), pertencem a familia
Cactaceae, que engloba aproximadamente 178 géneros e cerca de 2000 espécies, sendo 0s géneros
Opuntia e Nopalea os mais cultivados como planta forrageira nas regides semiaridas do Nordeste
do brasileiro (IBGE, 2017; VICTOR et al.,, 2017). Essas regides sdo caracterizadas por
irregularidades, baixas precipitacfes, unidos a elevados periodos de seca (SUDENE, 2017), e
devido a essas caracteristicas, a producdo de forragens e graos sdo afetadas, comprometendo a
viabilidade das culturas e tornando a palma forrageira uma excelente opcao para a alimentacao
animal (LOPES et al., 2007).

As temperaturas nessas regides podem variar de 15 - 40°C a depender da época do ano,
com umidade relativa podendo ultrapassar os 80%, e essas variacGes de temperatura e umidade
sdo imprescindiveis para que ocorra doencas (TEIXEIRA 2015; SUDENE 2017; IBGE 2018)
como a mancha marrom da palma forrageira mitda. A temperatura influencia o crescimento do
patégeno, podendo influenciar a taxa de germinacdo dos esporos. Em regiGes com temperaturas
elevadas, a viabilidade dos esporos e a formacdo de lesGes sdo reduzidas, culminando com a
reducdo no progresso da doenca (TANAKA, 1995). J& a umidade tem relacdo com a infeccdo,
sendo indispensavel para a penetracdo do tubo germinativo no hospedeiro, além de aumentar a
suscetibilidade a certos patdgenos, afetando a incidéncia e a severidade de doengas (ARINZE,
1986).

Espécies de Alternaria, sdo encontradas em uma ampla variedade de ambientes, podendo
se desenvolver em temperaturas que variam de 16 — 31 °C e em locais com umidade variando entre
40 — 90%. Esta diversidade de ambientes permite que as espécies de Alternaria criem estratégias
especificas para colonizar e se desenvolver nos hospedeiros, ocasionando problemas em diferentes
culturas de importancia econdmica (TOFOLI et al., 2015). No entanto, no Brasil, ndo existem
trabalhos que avaliem o desenvolvimento de Alternaria e sua interacdo com as condicoes
edafoclimaticas do semiarido, resultando na ocorréncia de doengas em palma forrageira.

Além disso, inexistem estudo voltados ao controle da mancha marrom, como trabalhos que
avaliem a reacdo de gendtipos de palma milda a doencas, apensar do Brasil possuir dois bancos
ativos de germoplasma de palma forrageira, sendo um localizado na Estacdo Experimental de
Arcoverde - Pernambuco, na Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA), com
aproximadamente 1400 acessos, onde, cerca de 200 destes acessos foram oriundos do México,
Africa do Sul, Argélia, EUA e Chile. O segundo esté localizado no municipio de Santana do

Ipanema, Alagoas, administrado pela Secretaria de Agricultura e pecudria, possuindo cerca de 40
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acessos, divididos entre os géneros Opuntia e Nopalea (SANTOS et al., 2006; VASCONCELQOS
etal., 2009; LOPES et al. 2010; CAVALCANTE et al., 2014).
Com isso, objetivou-se com esse estudo avaliar o efeito da temperatura, umidade e

resisténcia de genotipos de palma midda a mancha marrom causada por espécies Alternaria.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Avaliacéo da agressividade

Na avaliacdo da agressividade de cada isolado, foram utilizados cladddios destacados de
palma miuda oriundos de plantio comercial em Rio Largo-AL. As inoculagdes foram realizadas
de acordo a metodologia implementada por Oliveira, 2016. Em seguida os cladddios foram
mantidos em camara umida por 48 h a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas. A severidade da doenca
foi avaliada 10 dias ap0s a inoculacdo. Para isso, o diametro das lesdes foi determinado com a
medic&o cada lesdo em dois sentidos perpendiculares com o auxilio de um paquimetro digital. Os
valores médios obtidos foram submetidos a anélise de variancia pelo teste de Scott - Knott a 5%
de probabilidade, utilizando o software ASSISTAT 7.7 beta

4.2.2 Efeito da temperatura na severidade da mancha marrom causadas por espécies de
Alternaria.
Para avaliagdo do efeito da temperatura na severidade da doenca, foram realizadas

inoculagdes nos cladddios destacados de palma forrageira da variedade miuda. Para isso foram
realizados ferimentos com agulhas previamente esterilizadas, onde foram depositados discos de
batata dextrose, agar (BDA) contendo estruturas do patégeno, com 5mm de didmetro. Na
testemunha foram utilizados apenas discos de BDA sem estruturas do patégeno (OLIVEIRA,
2016). Posteriormente, cada cladddio foi acondicionado separadamente em sacos plasticos
contendo um chumaco de algoddao umedecido com agua destilada esterilizadas (ADE). Ap6s 48h
os cladddios foram retirados dos sacos plasticos e incubados por mais 10 dias. O experimento foi
mantido BOD (Biochemistry Oxigen Demand) e as temperaturas testadas foram 13, 17, 21, 25, 29
e 33°C, com fotoperiodo de 12 horas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em arranjo fatorial
6x3x4, sendo seis temperaturas, trés espécie de Alternaria (A. gossypina, A. jacinthicola e A.
tomato) e quatro repeticdes. A unidade experimental foi constituida por um cladodio com quatro
pontos de inoculagdo, um deles a testemunha. Dez dias apos as inoculagdes determinou-se 0
diametro médio das lesGes com o auxilio de um paquimetro digital, medindo-se cada lesdo em dois

sentidos perpendiculares, obtendo-se a severidade das lesdes.
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Foi também realizado a avaliacdo do efeito de dois regimes de temperatura (diurna/noturna)
na severidade da doenca. Para tanto foi seguida a mesma metodologia citada acima para as
inoculagOes. As temperaturas avaliadas foram 33°C (diurna) e 17° (noturna) (Hebba F.D. Al-lami
et al. 2020). O delineamento experimental foi realizado em DIC com cinco repeti¢des, sendo cada
repeticdo constituida de um cladédio com quatro ferimentos sendo um a testemunha. Dez dias ap0s
a inoculacdo o didmetro das lesbes foi determinado medindo-se cada lesdo em dois sentidos
perpendiculares com o auxilio de um paquimetro digital, obtendo-se assim a severidade das lesGes.
Os valores médios obtidos foram submetidos a analise de variancia pelo teste de Scott - Knott a
5% de probabilidade, utilizando o software ASSISTAT 7.7 beta. O experimento foi repetido duas

VEZES.

4.2.3 Efeito da temperatura no crescimento micelial
Para o experimento utilizou-se foram utilizados trés isolados representativos das espécies

A. gossypina, A. jacinthicola e A. tomato. Inicialmente os isolados foram colocados para crescer
em BDA a 25°C por sete dias, em seguida, discos de BDA contendo estruturas do patdgeno com
5mm de didmetro foram transferidos para placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo BDA
sintético. Foram utilizadas 5 placas de Petri por isolado.

As placas foram acondicionadas em BOD, ajustadas para as temperaturas de: 13, 17, 21,
25, 29 e 33°C, com fotoperiodo de 12 horas. O diametro de cada coldnia foi medido em duas
direcOes perpendiculares com o auxilio de um paquimetro digital ap6s 10 dias de encubagdo para
cada temperatura. Os valores obtidos foram submetidos a analise de varincia pelo teste de Scott
- Knott a 5% de probabilidade, e posteriormente a analises de regressao linear utilizando o software
ASSISTAT 7.7 beta.

4.2.4 Efeito de Periodos de permanéncia em cadmara Umida na severidade de mancha
marrom causadas por espécies de Alternaria.
Para 0 experimento que determinou o efeito dos periodos de permanéncia em cdmara Umida

(umidade) sobre a severidade da doenca foi conduzido in vitro utilizando a temperatura de 25 °C
para as espécies de Alternaria testada. Os periodos de camara Umida, foram montados de acordo
com a metodologia do teste de temperatura, onde, cada cladodio foi acondicionado separadamente
em sacos pléasticos contendo um chumaco de algoddo umedecido com ADE, retirados a cada 12
horas constituindo assim cinco periodos de permanéncia em camara Uumida 12, 24, 36, 48 e 60

horas, posteriormente mantidos incubados na BOD por mais 10 dias.
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O delineamento experimental foi realizado em DIC, em um esquema fatorial de 5x3x3,
sendo cinco periodos de cAmara umidade, trés espécies de Alternaria (A. gossypina, A. jacinthicola
e A. tomato) e trés repeticdes, onde cada repeti¢do sera constituida por um cladédio com quatro
ferimentos sendo um a testemunha. Ao final do experimento foi determinado o didmetro médio
das lesGes, para tanto utilizou-se um paquimetro digital para medir as lesbes em dois sentidos
perpendiculares.

Os valores obtidos nos experimentos de temperatura e umidade foram submetidos & anélise
de variancia pelo teste de Scott - Knott a 5% de probabilidade, e posteriormente a andlises de
regressdo linear utilizando o software ASSISTAT 7.7 beta. Ambos o0s experimentos foram

repetidos duas vezes.

4.2.5 Reacdo de gendtipos de palma mitda a mancha marrom causada por Alternaria spp.

Para avaliacdo da resisténcia, cladodios de nove genotipos de palma miuda (Palma
Alagoas, Sertania, Clone 06, Tamazunchale, Melancia, Clone 07, Clone 08, Clone F-21, Clone 21
e Miuda) foram obtidos da Colecdo de Genoétipos de Palma da Secretaria de Agricultura do Estado
de Alagoas, situada no municipio de Santana do Ipanema, AL. Em seguida foram plantados em
vasos contendo solo estéril e mantidos em casa de vegetacdo do Campus CECA/UFAL.

As inoculacdes foram realizadas aos 150 dias apds o plantio, pelo método de deposicéo de
estruturas do patégeno (discos de BDA com 5mm de diamentro), na superficie dos cladodios
sadios. A testemunha serd inoculada com disco de BDA sem estruturas do patogeno.
Posteriormente, as plantas foram acondicionadas em sacos plasticos transparentes, para a obtencédo
da camara umida por 60h. As plantas foram mantidas na casa de vegetacdo por 60 dias para
avaliagdo dos sintomas.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial
(9x3x3), representado por nove genotipos, trés isolados de Alternaria e trés repeticdes, sendo a
unidade experimental constituida por uma planta com dois cladodio secundarios. Foram realizados
quatro ferimentos com o auxilio de uma agulha esterilizada por cladodios, sendo trés ferimentos
inoculados com o patdgeno e um a testemunha. 60 dias apds as inoculagfes, os diametros das
lesbes foram determinados com o auxilio de um paquimetro digital em dois sentidos
perpendiculares, obtendo-se assim a severidade das leses. As médias de severidade das lesdes
foram submetidas a anélise de variancia e os valores obtidos comparados pelo teste de Scott -
Knott ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o software ASSISTAT 7.7 beta.
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4.3 RESULTADOS
4.3.1 Avaliacéo da agressividade

Foi observado agressividade diferenciada para todos os isolados obtidos no presente estudo
e suas respectivas espécies. Para A. gossypina os isolados BC01, EA05, L19, BC10, BC02 e BC20
apresentaram as menores lesdes respectivamente, ndo diferindo estatisticamente entre si. O isolado
L09 diferiu dos demais isolados e dos isolados SJ15.1 e BC03 que apresentaram as maiores lesdes.
Apesar do isolado BC03 nao diferir estatisticamente do SJ15.1, apresentou as maiores lesbes em
relacdo a todos os isolados de A. gossypina obtidos neste estudo. Os isolados EA12, EAl4 e PI10
de A. jacinthicola ndo diferiram estatisticamente entre si, no entanto o isolado P110 apresentou o
maior tamanho médio de lesbes. Ja os isolados CAC30 e EA43 de A. tomato diferiram
estatisticamente entre si e 0 isolado EA43 apresentou maior tamanho médio de lesdes. Assim 0s
isolados BCO3 (A. gossypina), P110 (A. jacinthicola) e EA43 (A. tomato) que apresentaram oS
maiores tamanhos de lesdes no teste de agressividade foram selecionados para condugéo dos

demais experimento (Tabela 3).

Tabela 3. Teste de agressividade dos isolados de A. gossypina, A. jacinthicola e A. tomato obtidos
no presente estudo causando mancha marrom em N. cochenillifera.
Tamanho Medio das Lesdes

Espécies Isolados
(mm)
Alternaria gossypia BCOL 8.483333 al
EA05 8.700000 a1
L19 9.016667 al
BCO03 14.333333 a3*
BCO02 9.200000 a1l
BC20 10.250000 al
L09 11.566667 a2
SJ15.1 12.816667 a3
BC10 9.050000 a1
A. jacinthicola EA12 8.966667 al
EA14 8.983333 al
P110 9.500000 a1l
A. tomato EA43 11.150000 a2
CAC30 7.966667 a2

* Diferenca estatistica entre os isolados de Alternaria obtidos no presente estudo
Fonte: Autora, 2021

4.3.2 Efeito da temperatura na severidade de manchas de cladodios.
Passado o periodo de 10 dias de incubacdo, pode ser observado que as temperaturas
testadas influenciaram no tamanho das lesGes causadas pelas espécies A. jacinthicola, A. tomato e

A. gossypina em palma midda (Figura 4).
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Figura 4 - Manchas em cladddios causadas por A. jacinthicola, A. tomato e A. gossypina, apés 10
dias de incubacdo a 13, 17, 21, 25, 29 e 33 °C, em palma Miuda.
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Fonte: Autora, 2021

Os resultados demonstraram que as temperaturas 17 e 21 °C apresentaram as maiores leses
para a espécie A. tomato, ndo diferindo estatisticamente entre si, mas diferiram das temperaturas
de 25 e 13 °C, respectivamente. As temperaturas de 29 e 33 °C ndo causaram lesdes em palma
milda para esta espéecie. Ja a espécie A. jacinthicola a temperatura que causou maior tamanho
médio de lesdes foi de 17 °C diferindo das demais temperaturas testadas. Para esta espécie as
demais temperaturas (13, 21, 25, 29 e 33 °C) ndo diferiram estatisticamente entre si, contudo a
temperatura de 29 °C causou as menores lesdes em palma milada. Para A. gossypina 0 maior
tamanho de lesdes ocorreu na temperatura de 21°C, diferindo estatisticamente das demais
temperaturas testadas. As menores lesdes foram observadas nas temperaturas de 29 e 33°C que
ndo diferindo estatisticamente entre si, mas diferindo das temperaturas de 13, 17 e 25°C que
apresentaram tamanho intermediari de lesdes.

Alternaria tomato ndo apresentou lesdes nos cladddios nas temperaturas acima de 25°C.
Ja A. gossypina e A. jacinthicola apresentaram lesdes em todas as temperaturas testadas, sendo A.
gossypina a espécie que apresentou 0s maiores tamanhos de lesdes em uma maior faixa de

temperatura (13-33°C), e também a espécie que apresentou os maiores tamanhos médios de lesdes,
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indicando uma maior severidade quando comparada as outras duas espécies utilizadas, A. tomato
e A. jacinthicola (Figura 5).

O modelo matemético que se adaptou as andlises de regressdo da interagdo entre
temperaturas de incubagdo e as espécies de Alternaria utilizadas no presente estudo para os dados
obtidos foi a quadratica. Nos dados de temperatura para A. gossypina obtivemos a seguinte
equacao, y = -0,0118x? + 0,4875x + 4,7379 com coeficiente de determinagio R?= 0,90. Para 0s
dados temperatura para A. jacinthicola, y = -0,001x? + 0,0105x + 8,5098 com coeficiente de
determinacdo R2 = 0,94 e para A. tomato a equacéo foi obtida a seguinte equagéo, y = -0,047x? +
1,6936x - 6,1847 com coeficiente de determinacdo R2 = 0,90.

Figura 5 - Didametro das lesdes em palma miuda causadas por A. gossypina (A), A. jacinthicola
(B) e A. tomato (C) em diferentes temperaturas.
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Fonte: Autora, 2021

No experimento que avaliou dois regimes de temperatura 17-33° (noturna/diurna) as
espécies de Alternaria apresentaram tamanho médio de lesdes diferenciados, contudo ndo houve
diferenca estatistica, onde A. jacinthicola apresentou a menor média de lesdes 8,41 mm, seguida
de A. tomato com 8,78 mm e A. gossypina que apresentou a maior média de lesdes, 9,05 mm
(Figuras 6 e 7).
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Figura 6 - Efeito de duas temperaturas simultaneas (17-33°C) no diametro das les6es causadas por
A. tomato (A), A. gossypina (B) e A. jacinthicola (C) em camara incubados do tipo BOD.
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Fonte: Autora, 2021

Figura 7 - Diametro das lesdes em palma miluda causadas por A. jacinthicola (A), A. tomato (B)
e A. gossypina (C) em duas temperaturas 17° e 33°C.
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4.3.3 Efeito da temperatura no crescimento micelial
As temperaturas testadas causaram efeito sobre o crescimento micelial das espécies de

Alternaria testadas, tendo crescimento em todas as faixas de temperatura (entre 13 e 33 °C) (Fig.
6). Para as trés especies a temperatura 6tima de crescimento micelial (mm) foi de 25 a 29° C e os
menores valores pode ser observado na temperatura de 13°C. A espécie A. gossypina apresentou
maior crescimento micelial na temperatura de 29°C (53,67 mm) ndo apresentando diferenca

estatisticamente da temperatura de 25°C (48,64 mm). Alternaria tomato tambem apresentou
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crescimento 6timo a 29° C (86,77), contudo, diferiu das demais temperaturas testadas. Ja para A.
jacinthicola, diferentemente das demais espécies, apresentou crescimento micelial 6timo na faixa
de temperatura de 25°C (60,83 mm), no entanto, ndo diferiu estatisticamente da temperatura de 29
°C (57,97 mm). A menor taxa de crescimento micelial foi observada na temperatura de 13 °C para
as trés espécies avaliadas, 18,15 mm, 27,94 mm, 29,47 mm para A. gossypina, A. tomato e A.

jacinthicola, respectivamente (Figura 8).

Nos dados de temperatura para o crescimento micelial de A. gossypina obtivemos a
seguinte equagao, y = -0,2519x? + 12,259x - 101,28 e R2 = 0,86. Para os dados temperatura para o
crescimento micelial de A. jacinthicola, y = -3,3623x* + 26,972x + 4,3597 com coeficiente de
determinacdo R? = 0,94 e para A. tomato a equacao foi obtida para os dados de temperatura para o
crescimento micelial foi seguinte, y = -0,2848x?> + 14,667x - 116,64 com coeficiente de
determinacdo R2 = 0,87, modelo matematico que se adaptou as andlises regressao obtidos foi a
quadratica(Figura 9).

Figura 8 - Crescimento micelial de A. gossypina, A. jacinthicola e A. tomato, apds 10 dias de
incubacdo a 13, 17, 21, 25, 29 e 33 °C, em palma Miuda.

13°C 17°C 21°C

A. gossypina  A. jacinthicola A. tomato A. gossypina  A. jacinthicola A. tomato A. gossypina  A. jacinthicola A. tomato

25°C 29°C 33°C

A. gossypina  A. jacinthicola A. tomato A. gossypina  A. jacinthicola A. tomato A. gossypina  A. jacinthicola A. tomato

Fonte: Autora, 2021
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Figura 9 - Efeito de diferentes temperaturas no crescimento micelial das espécies A. gossypina
(A), A. jacinthicola (B) e A. tomato (C).
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4.3.4 Efeito de Periodos de permanéncia em camara Umida na severidade de mancha
marrom causadas por espécies de Alternaria.
Os cladddios de palma Midda incubados a 25°C durante 10 dias apresentaram lesbes

caracteristicas da mancha marrom com didmetros das les6es variados de acordo com o periodo de
permanéncia em camara Umida em relacdo as espécies de Alternaria utilizadas no presente estudo
(Figura 10).

Figura 10 — Diametro das lesbes causadas por A. gossypina, A. jacinthicola e A. tomato em
diferentes periodos de permanéncia em camara Umida (12, 24, 36, 48 e 60) em palma miuda.

A. tomato A. jacinthicola

A. gossypina

Fonte: Autora, 2021
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No experimento, observou-se que para as trés espécies testadas, periodos acima de 24, 36,
48 e 60 horas favorecem o desenvolvimento das leses. Sendo as menores lesdes observadas em
12hrs de cdmara Umida. Para A. gossypina e A. jacinthicola o periodo de 36 horas de camara
Umida, favoreceu os maiores tamanhos médios de lesdo ndo diferindo estaticamente dos periodos
de 48 e 60 horas. Ja para A. tomato, o periodo de 60 horas de camara Umida foi o periodo que

favoreceu os maiores tamanhos de lesdes diferindo dos demais periodos avaliados (Figura 11).

Figura 11 - Diametro das lesdes em palma milda causadas por A. gossypina (A), A. jacinthicola
(B) e A. tomato (C) em diferentes periodos de cdmara imida.
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Fonte: Autora, 2021

O modelo matematico que se adaptou as analises de regressdo da interacdo entre 0s
periodos de permanéncia em camara Umida variou de acordo com os dados obtidos e as espécies
de Alternaria utilizadas no presente estudo. Sendo o modelo quadrética, nos dados de umidade
para A. gossypina e A. jacinthicola obtivemos a seguintes equacdes, y = -0,0019x? + 0,1684x +
5,9789 e y = -0,0019x% + 0,1906x + 5,5611, respectivamente, com coeficiente de determinacio R?
= 0,91 para A. gossypina e R? de 0,94 para A. jacinthicola. Para os dados de umidade para A.
tomato se adaptou a uma regressao linear com a equacdo y = 0,028x + 7,2633 com coeficiente de
determinacdo R? = 0,91.

4.3.5 Reacdo de genotipos de palma miuda a mancha marrom causada por Alternaria spp.
Passado o periodo de incubagdo observou-se o desenvolvimento de lesdes tipicas de

mancha marrom nos nove genotipos utilizados no experimento (Figura 12).
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Figura 12 - Genotipos de N. cochenillifera mantidos em casa de vegetacdo para realizacao do teste

de resisténcia in vivo.
CLONE 21

CLONE 07 TAMAZUNCHALE

Fonte: Autora, 2021

Os resultados obtidos foram classificados de acordo com a diferenca estatistica apresentada
entre 0s gendtipos e as respectivas espécie de Alternaria testadas, grupo 1 os genotipos que
apresentaram as menores lesées, grupo 2 com lesbes intermediarias e grupo 3 0s que apresentaram
as maiores lesdes (Figura 13). Para a espécie A. tomato, os gendtipos Clone 06, Clone 13 e Clone
FO8 no grupo 1 com as menores lesdes, os gendtipos Clone 21, Tamazunchale, Miuda e Clone
F21, grupo 2 com lesBes intermediarias e os gendtipos Melancia e Clone 07 no grupo 3,
apresentando respectivamente as maiores lesdes. Para A. jacinthicola os genotipos Clone 06 e
Clone 13, apresentaram as menores lesdes ficando no grupo 1, no grupo 2, com lesdes
intermediarias, 0s gendtipos Tamazunchale, Clone 21 e Clone F21, e os gen6tipos Clone FO08,
Milda, Melancia e Clone 07 com as maiores lesdes. Ja para A. gossypina, no grupo 1 com as
menores lesdes ficaram os genotipos Clone 06, Clone 21, Clone 13 e Miuda, os gendtipos Clone
F08 e Clone 07 no grupo 2 e no grupo 3, os genodtipos Clone F21, Tamazunchale e Melancia,

apresentando, respectivamente as maiores lesdes (Tabela 5; Figura 14).
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Figura 13 - Diametro das lesdes causadas por A. gossypina, A. jacinthicola e A. tomato em
diferentes genotipos de palma miuda.

Clone 06 Clone 07 Clone 13

A. jacinthicola A. gossypina

A. tomato

Fonte: Autora, 2021

Clone 21

Clone F8 Clone F21

Melancia

Tamazunchale

Tabela 4 - Didmetro médios das lesbes causadas por A. tomato (A), A. gossypina (B) e A.
jacinthicola (C) em gendtipos de N. cochenillifera.

. Espécies
Genotipos . -
A. tomato A. jacinthicola  A. gossypina
Clone F8 7.67 cC 8.51 aB 9.42 bA
Miuda 7.94 bB 8.53 aA 8.97 cA
Clone 07 8.38 aB 8.74 aB 9.48 bA
Clone 21 7.86 bB 8.21 bB 8.88 cA
Clone F21 8.07 bB 8.24 bB 9.94 aA
Melancia 8.35aB 8.59 aB 10.19 aA
Clone 06 7.53cB 7.48 cB 8.60 cA
Clone 13 7.32 cB 7.54 cB 8.91 cA
Tamazunchale 7.92 bB 8.09 bB 9.99 aA

A- Diferenca estatistica em relagdo aos genotipos a — diferenca estatistica entre as espécies

Fonte: Autora, 2021
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Figura 14 - Reacdo de genotipos de N. cochenillifera as espécies A. tomato (A), A. gossypina (B)
e A. Jacinthicola (C) invivo em casa de vegetagéo.
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4.4 DISCUSSAO

O presente estudo revelou a interagdo significativa da temperatura, periodo de permanéncia
em camara Umida e de genotipos influenciando diretamente no desenvolvimento e a severidade da
mancha marrom em palma miuda, ocasionada por trés especies de Alternaria: A. gossypina, A.
jacinthicola e A. tomato, sendo A. gossypina a mais agressiva.

A temperatura é o fator fisico ambiental mais importante para definir o crescimento e a
reproducdo dos fungos (HUBBALLI et al., 2010). O género Alternaria é conhecido por apresentar
grande adaptabilidade a diferentes ambientes, desenvolvendo-se em temperaturas que variam de
15 a 32°C, sendo a de 25° considerada 6tima para maioria das especies (CANIHOS et al., 1999;
ROTEM, 1994; TOFOLI et al., 2015). Neste estudo, a faixa de temperatura 6tima para o maior
desenvolvimento das lesdes, para as trés espécies avaliadas, foi de 17 a 21°C. No entanto, ainda
sdo escassos trabalhos que avaliem o efeito desse parametro para as espécies identificadas no
presente estudo, tanto em palma forrageira como em outros patossistemas.

Estudos realizados por Pleysier et al., (2006) com A. alternata, relataram uma faixa étima
de temperatura entre 25 °C e 30 °C para o desenvolvimento da ferrugem de alternaria em arvores
de Paulownia (Paulownia fortunei). Leite et al. (2002) demonstraram que os regimes de 25 e 30°C
favoreceram o incremento da mancha de alternaria em girassol, causada por A. helianthi, diferindo
dos resultados obtidos aqui, provavelmente pelas diferentes espécies avaliadas, onde faixas de
temperaturas mais amenas (17 - 21°) favoreceram o desenvolvimento das lesfes. Adicionalmente,
é possivel observar que independentemente do hospedeiro, a faixa de temperatura minima para o
desenvolvimento da doenca ocorreu abaixo dos 15 °C; no presente estudo a menor temperatura
para desenvolvimento das lesdes foi de 13 °C. A mesma faixa de temperatura minima também foi
observada por Al-Lami et al., (2020) para A. brassicae e A. japdnica na cultura da colza, com as
duas espécies expressando doencas em temperaturas mais baixa de 10 e 14 °C.

Diferentemente dos resultados obtidos nos testes de temperaturas individuais, as espécies
identificadas no presente estudo apresentaram resultados similares nos tamanhos médios das
lesGes em palma miuda quando testadas em duas temperaturas simultaneas (17 — 33°C), simulando
as caracteristicas diurna e noturna da regido do agreste do estado de Alagoas e Pernambuco. Nesse
caso, é possivel demonstrar que independentemente da espécie prevalente no campo de cultivo a
severidade da mancha marrom tera 0 mesmo comportamento. Al-Lami et al., (2020) avaliaram o
efeito de diferentes temperaturas (dia e noite) no desenvolvimento da mancha foliar em Canola

(Brassica napus), causada por alternaria brassicae e A. japbnica, e observaram que as



70

temperaturas 22 — 17 °C favoreceram a severidade da doenca, diferindo dos resultados obtidos para
A. gossypina, A. jacinthicola e A. tomato.

Em geral, as temperaturas que favorecem o crescimento, germinacéo e esporulagcdo variam
de acordo com microrganismo e também pelas interagcdes patdgeno x hospedeiro x ambiente, sendo
0s mesmos fatores limitantes para o crescimento micelial dos patogenos. (SHARM e AHIR, 2018).
A temperatura no agreste nordestino é caracterizada por ser mais quente durante o dia e reduzida
a noite, com elevada umidade, e médias aproximadas em torno de 17° e 36°, que variam, tambem,
com a época do ano (SEMARH, 2021).

Quando avaliado o efeito da temperatura no crescimento micelial, constatou-se que a faixa
de temperatura de 25 a 29 °C favoreceu um maior crescimento micelial das trés espécies.
Resultados semelhantes foram obtidos por Sharm e Ahir, 2018, Sarkar et al., 2017, Jadhav e
Wadikar, 2018, Choudhary et al., 2017, Hubballi et al., 2010, observando que a faixa de
temperatura que mais favoreceu o crescimento micelial de isolados de Alternaria alternada,
pertencente a mesma sessao das espécies do presente estudo, ficaram entre 25 - 30 °C. No entanto,
ndo ha relagdo entre a taxa de crescimento micelial com o tamanho das lesdes ocasionadas pelas
espécies de Alternaria identificadas neste estudo, testadas com 0s mesmos regimes de temperatura.

A duracdo étima do periodo de cdmara umida foi acima de 36hrs, para A. gossypina, A.
jacinthicola e A. tomato, sendo duracdes abaixo de 24hrs ndo satisfatorias para incremento das
lesbes para as respectivas espécies. Bassimba et al., (2017) trabalhando com avaliacGes
combinadas de temperatura e molhamento foliar, em tangerina, observaram resultados
semelhantes ao obtidos neste estudo, ndo observando sintomas em temperaturas reduzidas e
periodos de molhamento abaixo de 24 horas. Os autores observaram, também, que a incidéncia da
doenga foi maior na faixa de temperatura entre 17 — 27°, com periodos 38 h atingindo o valor
maximo da doenga. Canihos et al. (1999) observaram que a infeccdo da mancha marrom em
tangerina causada por A. alternata foi maior com pelo menos 36 horas de umidade e enfatizou que
provavelmente periodos de molhamento mais longos favorecam a doenca.

O experimento de avaliacdo de reacdo de genotipos sugeriu que os Clones 13, 06 e 21 sdo
gendtipos promissores na resisténcia as espécies A. gossypina, A. jacinthicola e A. tomato, por
apresentarem 0s menores tamanhos de lesdes nos cladodios de palma milda. Resultados
semelhantes foram obtidos por Oliveira (2016), avaliando a resisténcia de genotipos de palma
mitda a mancha marrom, causada por Colletotrichum spp., e observou que os genotipos Clone 13
e Clone 21 apresentam boas caracteristicas de resisténcia. assim como no presente estudo para

Alternaria spp., e como a mancha marrom em palma forrageira esta associada a muitos géneros
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fangicos, Conforto et al. (2019), é possivel que estes genétipos apresentem bons resultados se
testados com os demais géneros fungicos identificados causando mancha marrom em N.
cochenillifera.

Outros trabalhos de resisténcia genética em palma forrageira existentes sdo focados na
selecdo de genotipos que apresentem resisténcia a insetos e melhores respostas produtivas em
diferentes condi¢des de manejo (CAVALCANTE et al., 2014; SILVA et al., 2014). Até entdo, o
manejo da mancha marrom € feito apenas pela retirada e destruicdo dos cladddios infectados
(BARBOSA et al. 2012), contudo, ndo € uma pratica eficiente para controlar a doenca (SANTANA
etal., 2019). Os resultados obtidos neste trabalho sugerem a necessidade de novos estudos voltados
ndo s6 ao melhor conhecimento da epidemiologia, mas, também, a busca por genotipos
promissores que alinhem caracteristicas agronémicas interessantes e resisténcia a patdgenos
causadores da mancha marrom, considerada a doenga mais importante para N. cochenillifera no

Nordeste brasileiro.
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4.5 CONCLUSAO

- A faixa de temperatura de 17 — 21°C favoreceu o desenvolvimento das lesGes nos cladddios,
independente da espécie de Alternaraia considerada (Alternaria gossypina, A. jacinthicola e A.
tomato);

- O periodo de permanéncia em camara Umida superior a 24 horas favoreceu o desenvolvimento
das lesBes nos cladddios quando inoculados com espécies de Alternaria: A. gossypina, A.
jacinthicola e A. tomato

- Os gendtipos de palma forrageira: Clone 06, Clone 13 e Clone 21 apresentaram menores

diametros de lesdes quando inoculados com as espécies A. gossypina, A. jacinthicola e A. tomato.
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