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“Você nunca sabe que resultados virão da sua ação. Mas se você não 

fizer nada, não existirão resultados”. 
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SELEÇÃO DE ALFAFA (Medicago sativa L.) PARA PRODUÇÃO  
DE FORRAGEM E RESISTÊNCIA À Curvularia geniculata E PRIMEIRO 

RELATO DE Alternaria alternata EM ALFAFA NO SUL DO BRASIL.1 
 

Autora: Mariana Rockenbach de Ávila 
Orientador: Miguel Dall’Agnol 
 

RESUMO 
Estudos de melhoramento genético de alfafa vêm sendo desenvolvidos 

no DPFA (Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia) da 
UFRGS desde a década de 90, sendo que os principais objetivos destes 
trabalhos têm sido aumentar a produtividade e persistência da alfafa focando, 
principalmente, na aptidão ao pastejo. No entanto, outros fatores como a 
suscetibilidade às doenças, podem afetar a persistência e a qualidade dessa 
espécie. Este trabalho, teve como objetivo inicial identificar as principais 
doenças fúngicas foliares ocorrentes no Rio Grande do Sul e verificar a 
variabilidade genética existente para resistência a doenças nos genótipos em 
condições de campo e em câmara de crescimento. Duas doenças fúngicas 
foliares foram identificadas como patogênicas, sendo causadas por Alternaria 
alternata e Curvularia geniculata. A. alternata foi estudada morfologicamente e 
identificada molecularmente a fim de caracterizar melhor esse patógeno, sendo 
a sua ocorrência o primeiro relato em alfafa no sul do Brasil. C. geniculata, 
patógeno que demonstrou maior frequência e agressividade em alfafa, foi 
utilizado na inoculação das populações ‘Crioula’ (utilizada como controle), 
‘E1C4’ e ‘CPPSul’ (ambos com aptidão ao pastejo) e mais duas cultivares norte 
americanas, ‘ABT-805’ (aptidão ao pastejo) e ‘CUF-101’ (aptidão para a 
fenação) a fim de verificar a variabilidade genética. Além disso, a produção de 
matéria seca (MS) e competição com plantas invasoras foram avaliadas. Os 
dados foram analisados estatisticamente utilizando modelos mistos. Os 
melhores resultados para produção de forragem foram demonstrados pelos 
genótipos 'CPPSul' (MS= 16.600 kg ha-1) e 'Crioula' (MS = 15.750 kg ha-1).  O 
genótipo E1C4, selecionado para aptidão ao pastejo pelo DPFA em trabalhos 
anteriores, apresentou variabilidade genética para resistência à C. geniculata e 
resultados intermediários de MS, sendo também promissor. Estes três 
genótipos serão utilizados para investigações subsequentes e novos ciclos de 
seleção. Cruzamentos e outras avaliações devem ser realizadas com o objetivo 
de obter cultivares mais adaptadas às condições do Rio Grande do Sul, 
levando-se em conta a resistência a doenças.   
 
Palavras-chave: plantas invasoras, patógeno foliar, leguminosas forrageiras, 
resistente e suscetível.  

                                            
1
 Tese de Doutorado em Zootecnia - Plantas Forrageiras, Faculdade de Agronomia, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (94 p.) Janeiro, 2017. 
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SELECTION OF ALFALFA (Medicago sativa L.)  GENOTYPES FOR 
FORAGE PRODUCTION AND RESISTANCE TO THE FOLIAR PATHOGEN 

Curvularia geniculata AND FIRST REPORT IN SOUTHERN BRAZIL OF 
Alternaria alternata  IN ALFALFA.2 

 

Author: Mariana Rockenbach de Ávila 
Advisor: Miguel Dall’Agnol 

 

ABSTRACT 
Studies of genetic improvement in alfalfa have been development at 

“Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia” (DPFA), UFRGS 
since the 90s. The main objective of that work has been to increase the 
productivity and persistance of alfalfa focusing mainly on grazing tolerant. It is 
know, however, that other factors such as foliar diseases may affect the 
persistance and quality this species. This work had as an objective to initiate the 
identification of the foliar diseases affecting selected alfalfa genotypes in Rio 
Grande do Sul and verify the variability present in alfalfa to disease resistant 
under field conditions and growth chamber. Two foliar diseases were identified 
with pathogenic, caused by Curvularia geniculata and Alternaria alternata. A. 
alternata was studied morphologically and molecularly in order to better 
characterize this pathogen, being its first report in alfalfa in Southern Brazil. 
Curvularia geniculata, was more frequent and more aggressive to alfalfa 
growing in Rio Grande do Sul was spray-inoculated in Brazilian largest 
commercial cultivar ‘Crioula’ (used as control), ‘E1C4’ and ‘CPPSul’ (both 
grazing tolerant genotypes) plus the US cultivars ‘ABT-805’ (grazing tolerant) 
and ‘CUF-101’ (a US west coast non-dormant) to verify the variability present in 
alfalfa genotypes. Furthermore, the competition and dry mass forage production 
(DM) were analysed. Data were analysed using mixed statistical models.  The 
best results for persistence and forage DM were shown by the ‘CPPSul’ 
genotypes (DM = 16,600 kg ha-1) and ‘Crioula’ (DM = 15,750 kg ha-1). In 
addition, the E1C4 genotype, select for grazing tolerant by DPFA in previous 
studies, presented genetic variability for resistance to C. geniculata and 
intermediate results of DM, being also promising. These three genotypes will be 
used for subsequent investigations and selection cycles. Crosses and other 
evaluations should be also made with the objective of obtaining cultivars more 
adapted to the conditions of Rio Grande do Sul, taking into account the 
resistance to diseases. 

 
 

Keywords: invasive plants, foliar pathogen, forage legumes, resistant and 
susceptible. 

 
 

 

                                            
2
 Doctoral thesis in Forage Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (94 p.) January, 2017. 
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1. INTRODUÇÃO  

 
O Brasil é o segundo maior produtor mundial de carne bovina 

(USDA, 2016), sendo que esta produção é feita, em sua maioria, em pastagens 
que representam cerca de 197 milhões de hectares (FAO, 2010). As projeções 
de que a população mundial até 2050 consumirá dois terços mais proteína 
animal do que hoje significa que a intensificação da produção pecuária é 
inevitável (FAO, 2011).  Os produtores rurais têm procurado obter um aumento 
da produtividade por animal e por área, de forma a manter a atividade 
economicamente viável. Por isso, tem se dado ênfase à intensificação da 
produção e a nutrição contribui para melhoria da rentabilidade dos rebanhos. A 
competitividade da atividade pecuária brasileira origina-se, em grande parte, da 
produção de forragem obtida em pastagens cultivadas.   

A participação das leguminosas forrageiras na dieta animal, contribui 
para incrementar o ganho em peso bem como aportam maior quantidade de 
nutrientes à dieta, tendo reflexos diretos sobre a produção de leite, por 
exemplo. Dentre as leguminosas, a alfafa (Medicago sativa L.) possui inúmeras 
características relevantes, como alto potencial produtivo, elevada qualidade 
nutricional – proteínas, energia, vitaminas e minerais, alta produção de 
biomassa e flexibilidade de utilização, proporcionando aumento na 
produtividade dos rebanhos, quando bem manejada.  Embora seja considerada 
como "rainha das forrageiras', e uma das leguminosas mais cultivadas a nível 
mundial (Michaud et al., 1988), apresenta alguns requisitos específicos para 
alcançar alta produtividade e persistência. 

 A alfafa é suscetível a mais de 70 tipos diferentes de fungos, dos 
quais 30 são considerados limitantes para o crescimento e produtividade (Thal 
& Campbell, 1987a). Dentre os diferentes objetivos definidos para o 
desenvolvimento de programas de melhoramento genético de alfafa, podem 
ser destacados: a obtenção de cultivares que produzam maior quantidade de 
forragem, materiais adaptados a diferentes condições edafoclimáticas, maior 
persistência, resistência à doenças e baixo grau de repouso hibernal 
(Basigalup, 2007). De modo geral, estresses bióticos e abióticos limitam a 
distribuição geográfica das culturas e acarretam reduções significativas no 
crescimento e na produtividade de espécies economicamente importantes.   

A baixa persistência da alfafa quando utilizada sob pastejo é outro 
entrave para sua expansão, sendo esta uma característica importante, visto 
que é a forma de alimentação mais barata quando comparada com silagem ou  
feno. Uma alternativa para esse problema é a utilização de genótipos com 
aptidão ao pastejo.   Nesse caso, a introdução de resistência às principais 
doenças foliares em genótipos com aptidão ao pastejo e persistência seria um 
grande progresso para o melhoramento genético de alfafa no Estado. Diante da 
contínua demanda de genótipos adaptados ao Rio Grande do Sul, procura-se 
começar a investigar e agregar características de resistência a doenças em 
diferentes genótipos, como a cultivar Crioula que é a mais adaptada ao Sul do 
país. Em experimento realizado pela Embrapa Pecuária Sudeste, esta cultivar 
apresentou menor infestação de doenças (Rassini et. al., 2006).  Esta demanda 
de informações vem sendo intensificada não apenas no estado do Rio Grande 



15 
 

do Sul, mas também em toda a América do Sul, onde a alimentação dos 
rebanhos depende amplamente das pastagens.   

No Brasil, pouco se sabe sobre a interação entre doenças foliares e 
genótipos de alfafa e como esses fatores se relacionam com a produção de 
forragem. Por se tratar de organismo autotetraploide, a herança dos caracteres 
da alfafa é complexa, o que afeta seu comportamento genético. Em relação à 
demanda de cultivares adaptadas a tais características, esforços devem ser 
concentrados no desenvolvimento de programas de melhoramento. 

No presente estudo, investigaram-se esses fatores no Rio Grande 
do Sul, como um modelo para fazendeiros de outras partes do país ou até 
mesmo do mundo com condições geográficas e climáticas semelhantes. 
Portanto, o presente trabalho objetivou 1. Identificar as doenças foliares que 
ocorrem em alfafa no Rio Grande do Sul; 2. Avaliar a resistência genética de 
genótipos de alfafa ao principal patógeno foliar, Curvularia geniculata; 3. 
Estimar a produção de forragem de alfafa e competição com plantas invasoras 
em condições de campo; 4. Caracterizar morfologicamente e identificar 
molecularmente um dos patógenos mais frequentes em alfafa no estado, 
Alternaria alternata. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 
2.1 Medicago sativa L.: taxonomia, origem e importância 

 
A alfafa é uma leguminosa herbácea perene, pertencente ao gênero 

Medicago, na qual compreende várias espécies que apresentam diferentes 
níveis de ploidia, embora a espécie sativa seja tetraplóide 2n=4x=32 (Queiroz & 
Bauchan, 1988). O seu número básico de cromossomos é igual a oito. Por se 
tratar de uma espécie autotetraplóide, a herança dos caracteres em alfafa é 
complexa (Viands et al., 1988).  Seu modo de reprodução se caracteriza, 
predominantemente, pela alogamia, com polinização do tipo entomófila, 
apresentando uma acentuada depressão endogâmica (Rumbaugh et al., 1988), 
o que inviabiliza a formação de linhas endogâmicas para a formação de 
híbridos no melhoramento (Perez, 2003). 

Consagrada como a primeira planta forrageira a ser domesticada 
(Giaveno, 1996), a alfafa (Medicago sativa L.) é originária da Ásia Menor e do 
Sul do Cáucaso, devido à grande variedade de ecótipos existentes na região 
(Del Pozo, 1983). Os registros mais antigos da utilização da alfafa datam de 
aproximadamente 1300 a.C. na atual Turquia (Langer, 1995). Essas regiões 
são denotadas por manifestar invernos frios e verões quentes e secos, cujos 
solos são, comumente, bem drenados e próximos à neutralidade, em termos de 
pH (Michaud et al., 1988). No Brasil, os primeiros informes da cultura da alfafa 
foram realizados em 1850, quando esta foi adentrada ao estado do Rio Grande 
do Sul através dos países contíguos: Uruguai e Argentina por meio de 
imigrantes europeus. Relatos primordiais da incidência dessa cultura no estado 
se deram nos vales dos rios Caí, Taquarí, Jacuí, Uruguai e nas encostas da 
Serra do Nordeste (Saibro, 1984; Nuernberg, 1990).  

A extensão da área cultivada de alfafa no mundo é difícil de ser 
estimada, em função da ausência de informações recentes dos países 
produtores. Contudo, Frame et al. (1998) estimaram-na em mais de 30 milhões 
de hectares, sendo que cerca de 70% desse território encontra-se nos Estados 
Unidos e na Argentina. O segundo maior país produtor mundial de alfafa é a 
Argentina (Dall’ Agnol & Scheffer-Basso, 2000), com mais de cinco milhões de 
hectares, seguido pelo Canadá com 3,3 milhões de hectares. A alfafa 
produzida nos Estados Unidos está voltada para a fenação e é utilizada na 
alimentação de gado leiteiro ou corte em confinamento. Por outro lado, na 
Argentina, é utilizada em pastagens consorciadas com gramíneas – 
principalmente festuca (Festuca arundinacea), para a produção de carne e leite 
(Dall’ Agnol & Scheffer-Basso, 2000).  

Na década de oitenta, a área de alfafa no Brasil era de 26 mil 
hectares com 80% dessa área estabelecida no estado do Rio Grande do Sul 
(Saibro, 1984). Dados mais atualizados sobre a área de cultura de alfafa no 
Brasil são imprecisos e muitas vezes conflitantes.  Os principais estados 
brasileiros produtores de alfafa são Paraná e Rio Grande do Sul tendo em vista 
que, neste último estado, a área cultivada abrange menos de quatro mil 
hectares, embora esteja presente em 19% dos municípios (Freitas et al., 2009; 
Mittelman et al., 2008).   

http://www.sinonimos.com.br/comumente/
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Apontada como uma das principais plantas forrageiras cultivadas no 
mundo, a alfafa possui inúmeras características relevantes, como efetividade 
na fixação de nitrogênio atmosférico – cuja fixação de N2 varia de 50 a 463 
kg/ha/ano (Vance et al., 1988) –, elevada qualidade nutricional (proteínas, 
energia, vitaminas e minerais) e alta produção de biomassa (Conrad & 
Klopfenstein, 1988; Botrel et al., 2001; Ferreira 2005; Rassini et al., 2006). 
Além disso, a alfafa é uma espécie bastante versátil quanto às possibilidades 
de utilização, apresentando, também, potencial para ser disponibilizada para 
alimentação animal na forma de feno, silagem, “pellets” desidratados, forragem 
verde e pastejo (Barnes & Sheaffer, 1995). A versatilidade de sua utilização 
possibilita ao produtor ajustar a produção de acordo com o tipo de animal e as 
condições climáticas dominantes (Nuernberg et al., 1990). As condições de 
solo, principalmente quanto à parte química, estão entre os mais importantes 
elementos que afetam o cultivo de alfafa no país, em função da baixa à média 
fertilidade da maioria dos solos no Brasil (Rassini et al., 2006). A planta se 
adapta melhor a solos profundos, bem drenados, ligeiramente alcalinos e de 
alta fertilidade (Melton et al., 1988). 

A implantação do sistema intensivo de criação de gado para 
produção de leite em diversas regiões do Brasil elevou a demanda de 
alimentos volumosos de alto valor nutritivo para melhor proveito do padrão 
genético dos animais (Vilela, 1992). Logo, a alfafa é uma opção para esses 
sistemas, pois é considerada a recordista em termos de valores nutritivos 
dentre as forrageiras (Peres Netto et al., 2011; Loučka & Tyrolová, 2001). A 
forma fenada dessa forrageira é uma das mais recomendadas devido à 
combinação de características de alta produção de matéria seca com máxima 
conservação de seu valor nutritivo e maior aproveitamento da forrageira, na 
época em que seu desenvolvimento é menos intenso (Campos et al., 2004).  

Em vacas leiteiras alimentadas com alfafa, o fornecimento de 
alimento energético melhora a relação energia:proteína da dieta (Rodrigues et 
al., 2008), o que proporciona melhoria no desempenho animal. Apesar de 
historicamente a alfafa ter sido utilizada para produção de feno, atualmente o 
melhoramento genético está focado na busca de novos genótipos com aptidão 
ao pastejo (Perez & Dall’agnol, 2009). Tais genótipos podem contribuir para a 
criação de ruminantes de elevado potencial genético na produção de carne e 
leite, cuja alimentação, baseada na utilização de pastagem, é considerada mais 
econômica. Além de ser utilizada como forrageira, a alfafa é considerada uma 
cultura promissora para uso como matéria-prima bioenergética (Bouton, 2007) 
e pode também servir como fonte atrativa de néctar para abelhas (Stuteville e 
Erwin, 1990).  

No Brasil, a alfafa Crioula é apontada como a cultivar mais adaptada 
e mais utilizada dentre os materiais disponíveis.  A RENACAL (Rede Nacional 
de Avaliação de Cultivares de Alfafa), coordenada pela Embrapa Gado de 
Leite, realizou testes com diversas cultivares de alfafa disponíveis, 
majoritariamente importadas, e evidenciou que, ainda que existam materiais 
que possuam bons índices relacionados à produtividade, os impasses em 
relação à persistência prosseguem (Botrel et al., 1996; Botrel et al., 2001; 
Ferreira et al., 2004). A alfafa Crioula se caracteriza por não apresentar queda 
de folhas durante o seu desenvolvimento, resultando em maior acúmulo de 
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reservas nas raízes e coroa da planta. Além disso, por ser uma planta sem 
dormência hibernal, com crescimento nesse período, apresenta crescimento 
ereto, característico de um tipo morfológico para fenação, aptidão para a qual 
tem sido mais cultivada no Brasil (Perez, 2002), bem como persistência das 
plantas sob pastejo (Favero, 2006). Ademais, resultados de experimentos 
conduzidos em múltiplos locais revelaram que a alfafa Crioula, ou materiais 
derivados dela, estão constantemente entre os materiais de superior 
desempenho para a produção de forragem (Botrel et al., 2001; Ferreira et al., 
1999).  

 
2.2 Produtividade e utilização da alfafa 

 
A alfafa (Medicago sativa L.), chamada de “rainha das forrageiras” 

(Del Pozo, 1983; Hijano & Navarro, 1995), é classificada como uma das mais 
importantes forrageiras de clima temperado, por reunir alta qualidade e elevada 
capacidade de produção de matéria seca (Pereira et al., 1998). Segundo 
Basigalup (2007), pastagens com alfafa são a base da produção de carne e 
leite na Argentina, sendo importantes para a sustentabilidade dos sistemas 
agrícolas e pecuários da Região Pampeana. Para obter-se altos índices de 
rendimentos na cadeia produtiva da carne e do leite, torna-se fundamental a 
utilização de sistemas sustentáveis e competitivos frente ao avanço do 
monocultivo da soja (INTA, 2003).   

A alfafa é rica em energia, em proteína e em alguns minerais 
requeridos pelo gado leiteiro, por exemplo, tais como cálcio, potássio, 
magnésio e fósforo. Com estas características, sua oferta faz com que os 
animais aumentem o consumo e consequentemente a produção de carne e 
leite, comparativamente à utilização de gramíneas tropicais (Vinholis, 2006). 
Além da qualidade nutritiva, esta forrageira apresenta elevado potencial de 
produtividade. A produção de alfafa obtida por Drummond (1972) na Austrália, 
em um período de 10 meses, foi entre 7,3 e 13,0 t MS/ha. Nos Estados Unidos, 
embora a área cultivada com alfafa tenha diminuído nos últimos anos, o 
rendimento de cada corte por hectare aumentou (Bouton, 2001). Este aumento 
da produção é atribuído ao uso de cultivares melhoradas, simultaneamente 
com a utilização de manejo adequado nos sistemas de produção (Bouton, 
2007). 

O potencial de produção da alfafa no Brasil é acima de 25 t 
MS/ha/ano (Oliveira, 1986; Fontes et al., 1993; Ferragine et al., 2004). No 
entanto, no Rio Grande do Sul a produtividade média é de 10 t MS de 
feno/ha/ano (Mittelnann et al., 2008). Foram relatados valores de 12,3 t/ha de 
MS no Rio Grande do Sul (Saibro, 1972), e 15,0 t/ha de MS no Paraná (Keplin 
e Santos, 1991), ambos com a cultivar Crioula. Em Santa Catarina, há relatos 
de produtividade de 7 t a 10 t MS/ha (Nuernberg et al., 1990).  

Diversos trabalhos com alfafa na região Sudeste do Brasil 
evidenciaram que essa forrageira pode produzir até 20 t/ha/ano de matéria 
seca, com média de teor de proteína de 25% (Fontes et al., 1993; Vilela et al., 
1994; Botrel et al., 1996; Rassini, 1998; Evangelista et al., 2001; Ferreira et al., 
2004).  Na Embrapa São Carlos, São Paulo, em clima tropical de altitude, 
Oliveira (2006) verificou, média de produção anual de 21 toneladas de matéria 
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seca por hectare, com três cultivares Crioula, sob pastejo. Produção anual de 
mais de 40 t de matéria seca por hectare, na Argentina, em condições 
irrigadas, foi obtida por Spada (2005), quando forneceu 1500 mm de água, 
durante o ciclo de crescimento (Basigalup et al., 2007). Isso demonstra que 
essa planta apresenta elevada produtividade quando adequadamente irrigada.  

Em relação ao desempenho animal, segundo Bates et al. (1996), 
pode-se obter ganhos de peso médio de 880 g/cabeça/dia com bovinos de 
corte. No que tange a leite, a produtividade está ao redor de 20 a 25 kg de 
leite/vaca/dia, sem a utilização de concentrados (Vilela, 1994; Guaita & 
Gallardo, 1996).  

O National Agricultural Statistics Service formalizou no ano de 2000 
uma análise do desempenho da alfafa em relação à produtividade e foi 
constatado que as cultivares lançadas atualmente estão superando as 
cultivares mais antigas. Outra exemplo da produtividade da alfafa pode ser 
verificada nas estatísticas de produção nacional.  No Brasil, a alfafa, quando 
bem manejada, possibilita a produção de um material de excelente qualidade 
com até onze cortes por ano, o que resulta no mínimo quatro cortes a mais que 
nos países de clima temperado (Moreira, 2007).   

Ao comparar-se as forrageiras tropicais (C4) com as temperadas 
(C3), observa-se que as forrageiras temperadas, como a alfafa, azevém (Lolium 
multiflorum Lam.) e os trevos (Trifolium spp) apresentam melhor qualidade 
nutricional em termos de digestibilidade, teor de proteína bruta, menos teor de 
fibras e maior palatabilidade (Vilela, 1994). Com a intensificação da produção 
de leite, visando obter maior produtividade e menores custos, é essencial a 
suplementação de qualidade, portanto, o uso da alfafa como alternativa 
alimentar para o rebanho leiteiro vem crescendo consideravelmente no 
Sudeste do país (Ferreira et al., 2015). 

Devido às excelentes condições de clima e à possibilidade de 
produção superior à dos países que possuem as maiores produções, a 
perspectiva para o cultivo da alfafa no Brasil é muito grande, apesar das 
tímidas iniciativas ocorridas até o presente momento e praticamente restritas à 
fenação. A produção animal pode ser aumentada quando o pastejo é limitado à 
parte superior do dossel. Entretanto, o desempenho cai quando os animais são 
forçados a consumir a camada inferior, que apresenta menor qualidade 
(Dougherty & Lauriault , 1999). A alfafa, utilizada sob forma de pastejo, tem seu 
custo reduzido em 50% quando comparada à fenação e ambas formas podem 
ser uma alternativa para reduzir os custos da alimentação dos bovinos, em 
razão da economia com fertilizantes nitrogenados, da diminuição do uso de 
alimentos concentrados e da contribuição para o aumento da produção de 
forragem na época seca do ano, dada sua baixa estacionalidade (Passos, 
1994; Ferreira et al., 2015).  

Frame et al. (1998) destacaram que o declínio progressivo da 
produção da alfafa ao longo dos anos pode ser atribuído à competição com 
invasoras, ataque de pragas e doenças, pastejo intenso e cortes muito 
frequentes. A falta de conhecimento sobre tais fatores contribui 
significativamente para a baixa utilização dessa forrageira no Brasil (Vilela et 
al., 2008). 

http://www.sinonimos.com.br/no-que-concerne/
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Segundo Counce et. al (1984), técnicas de manejo para a utilização 
da alfafa sob pastejo foram desenvolvidas de modo a adaptá-la às 
características da planta, historicamente selecionada para a utilização sob 
cortes. Apesar disso, perdas expressivas ainda ocorrem (Counce et al., 1984), 
por isso a preferência por fenação.  Os estudos de melhoramento de alfafa no 
Brasil ainda são escassos quando comparados com outras espécies, e a 
introdução de materiais do exterior vem sendo a principal estratégia para a 
disponibilização desse germoplasma aos programas de melhoramento 
(Ferreira & Pereira, 2005). 

 Dentre as importantes características agronômicas para o 
melhoramento de forrageiras, a produtividade de matéria seca se destaca e 
tem sido avaliada na maioria dos ensaios comparativos de desempenho de 
cultivares de alfafa (Julier et al., 2000; Botrel et al., 2001; Guines et al., 2002). 
Contudo, essas características apresentam, na maioria das situações, grande 
influência ambiental, como é o caso do potencial de produção de alfafa, que 
pode atingir em torno de 25 t MS ha-1 ano-1, porém, muitas vezes, essa 
produção não é obtida devido a limitações edafoclimáticas (Fontes et al., 1993).  

Para identificação de cultivares de alfafa mais adaptadas a um 
determinado ambiente, são necessárias avaliações periódicas por meio da 
avaliação em cortes sucessivos de modo a mensurar o comportamento das 
principais características fenotípicas (Pereira, 1998). Assim, pode-se estimar a 
variabilidade genotípica entre o material disponível e a repetibilidade do 
desempenho de cada cultivar ou progênie (Ferreira et al., 1999). A 
produtividade é o resultado final de diversas outras características, como 
resistência a pragas e doenças e tolerância aos diversos tipos de estresses 
abióticos, podendo ser utilizada como característica representativa da 
adaptação dos diferentes materiais genéticos. Essa conjuntura torna-se 
importante por facilitar a avaliação dos ensaios pelo menor número de 
características avaliadas e por reduzir o custo final dos trabalhos de 
melhoramento (Ferreira et al., 2010). 

 
2.2.1 Problemáticas do desenvolvimento da alfafa no Brasil 

 
A alfafa é uma das mais importantes leguminosas forrageiras, sendo 

amplamente cultivada em diversos continentes do mundo em virtude do seu 
valor econômico significativo e notáveis características agronômicas (Chao et 
al., 2009). As pesquisas com alfafa no Brasil são relativamente recentes 
(Fontes et al., 1993; Botrel et al., 1996; Pereira et al., 1998; Ferreira et al., 
1999; Botrel et al., 2001; Perez et al., 2002; Perez & Dall’Agnol, 2009) e 
sempre indicam essa leguminosa como volumoso de alta produtividade e valor 
nutritivo.  

A maioria das tecnologias utilizadas para produção da alfafa foi 
adaptada de informações obtidas para países de clima temperado. Desse 
modo, a falta de conhecimento sobre cultivares, controle de plantas invasoras, 
pragas e doenças que ocorrem mais comumente nos trópicos têm constituído 
obstáculos ao aumento do cultivo dessa forrageira (Pereira, 2008). Os maiores 
entraves para a expansão do uso da alfafa no Brasil estão associados à falta 
de conhecimento sobre seu manejo nas variadas formas de utilização (Paim, 
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1994), à baixa fertilidade do solo bem como à escassez de cultivares 
adaptadas às diferentes regiões do país (Lédo et al., 2002). 

Outra dificuldade no aumento do número de alfafais no Rio Grande 
do Sul, e também em outros estados brasileiros, é a baixa persistência da 
cultura da alfafa, sendo essa sua maior limitação quando utilizada sob pastejo. 
A exiguidade de persistência da alfafa sob pastejo levou a seleção de plantas 
sob lotação contínua a ser um método para melhor detectar materiais 
persistentes por disponibilizar as situações de estresses comuns no campo, ou 
seja, pisoteio, tração, excreções e desfolhações quase diárias (Smith et al., 
1989).  

Na alfafa, e em outras espécies de forrageiras perenes, busca-se, 
usualmente melhorar características morfológicas, fisiológicas e agronômicas 
que promovam superior rendimento, melhor qualidade da forragem e maior 
persistência das plantas no sistema de produção. Todavia, selecionar 
progênies superiores não é incumbência simples, uma vez que os caracteres 
de interesse em sua pluralidade de herança quantitativa apresentam 
comportamento complexo por serem influenciados pelo ambiente, bem como 
estarem inter-relacionados de forma que a seleção de um provoca uma série 
de mudanças em outros (Cruz, 2006). Adicionalmente, a persistência da alfafa 
é fortemente afetada por interações entre o hábito de crescimento e as práticas 
de manejo uma vez que a baixa persistência poderia estar, também, ligada em 
parte às doenças foliares da raiz ou da coroa (Beuselinck et al., 1994).  

Dentre os fatores que contribuem para a baixa persistência de alfafa 
e cornichão, ambas leguminosas forrageiras, destaca-se a pouca atenção dos 
programas de melhoramento genético à resposta das plantas ao pastejo (Perez 
& Dall’Agnol, 2009). Entretanto, o melhoramento genético de alfafa para 
aptidão ao pastejo é uma alternativa importante para o desenvolvimento e 
estabelecimento dessa cultura (Perez, 2003). No Brasil, os estudos com o 
objetivo de selecionar alfafa tipo pastejo são recentes, no entanto trabalhos têm 
mostrado que as características morfológicas de plantas de alfafa influenciam 
na aptidão ao pastejo (Perez & Dall’Agnol, 2009; Brandoli, 2009).  

O principal fator limitante na seleção para a tolerância de pastejo na 
alfafa é a dificuldade de desenvolver técnicas precisas para selecionar as 
muitas características morfológicas e fisiológicas associadas a esse caráter 
(Scheffer-Basso & Muniz, 2010). Segundo Briske (1996), a aptidão ao pastejo 
depende de mecanismos que possibilitem às plantas sobreviverem e 
crescerem sob pastejo. Esses mecanismos são o escape (mecanismos que 
reduzem a probabilidade da planta ser desfolhada) e a tolerância (mecanismos 
que aumentam o crescimento da planta após o pastejo). O primeiro depende 
de características morfológicas e componentes bioquímicos, enquanto que o 
segundo depende da disponibilidade meristemática e dos processos 
fisiológicos da planta que permitam a rebrota (Briske, 1996).  

Na cultura da alfafa, as cultivares que possuem aptidão ao pastejo 
possuem características morfológicas particulares, como: hábito de 
crescimento mais prostrado e entrenós mais curtos em relação às cultivares 
tipo-feno (Bouton et al., 1991; Hijano & Basigalup, 1995). Smith Jr. et al., (1989) 
relataram que a resistência a pragas e doenças poderia estar relacionada à 
aptidão ao pastejo.  
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Pesquisas no Sul do Brasil estão desenvolvendo genótipos com 
esse tipo de aptidão, como é o caso da Universidade Federal do Rio Grande do 
Sul (UFRGS) em parceria com a Embrapa Pecuária Sul – Bagé, RS.  Perez 
(2003), trabalhando com diferentes genótipos de alfafa na UFRGS, evidenciou 
que a aptidão ao pastejo pode ser relacionada com entrenós de dimensão 
reduzida e demonstrou que existe variabilidade fenotípica na fase inicial de 
desenvolvimento em alfafa, permitindo separar genótipos quanto à aptidão ao 
pastejo através do comprimento do primeiro entrenó – região situada entre o nó 
cotiledonar  e  o nó da primeira folha unifoliolada, possibilitando a detecção 
precoce de tal aptidão. Tal estudo revelou que plântulas da cv. Crioula exibem 
variabilidade quanto ao comprimento de nós e entrenós. Essa variabilidade 
indica a possibilidade de seu uso como indicador de aptidão ao pastejo de 
alfafa, podendo acelerar e tornar o processo de melhoramento mais eficiente 
(Perez, 2003; Favero, 2006). 

 Favero et al. (2008) selecionaram populações de alfafa em Passo 
Fundo, RS, com variabilidade no rendimento da matéria seca e sobrevivência 
com base nessa característica. Um dos genótipos encontrados nestes estudos 
foi utilizado no presente trabalho (E1C4) a fim de avaliar seu desempenho e, se 
os resultados forem promissores, serão inseridas outras características de 
interesse agronômico no genótipo com aptidão a pastejo.  

Para obtenção de genótipos superiores é necessária a reunião de 
uma série de atributos favoráveis em determinados genótipos que confiram 
rendimento comparativamente maior e satisfaçam as exigências do mercado. 
Com isso, a seleção baseada em uma ou poucas características mostra-se 
inadequada, levando a um produto final superior apenas em relação aos 
poucos caracteres selecionados (Cruz & Regazzi, 1997). Outras informações 
de Saibro (1984), no Rio Grande do Sul, e de Pedroso et al. (1987), no Paraná, 
apontam os seguintes fatores de baixa produtividade e perenidade dos alfafais 
nesses estados: ataques de insetos e doenças, manejo incorreto da adubação 
e intensa competição por invasoras. 

Sob pastejo, Hoveland (1992) relatou que as principais causas 
responsáveis por falhas na utilização de alfafa estão relacionadas à 
mortalidade das plantas quando em condições de pastejo contínuo intenso, o 
que promove a eliminação do estande de plantas e favorece o aumento das 
invasoras.  

As plantas invasoras podem reduzir consideravelmente a 
produtividade da cultura da alfafa, competindo por água, luz, nutrientes, além 
de reduzirem a qualidade da forragem e das sementes (Peters & Peters, 1992). 
Com a expansão da alfafa para novas áreas, diferentes do seu centro de 
origem, novos problemas surgiram e também não foi diferente no aspecto 
fitossanitário. Na literatura brasileira consultada foram encontradas algumas 
citações sobre a ocorrência de doenças em alfafa em determinadas regiões do 
Brasil e, embora sejam trabalhos com abrangência limitada, se constituem em 
excelente indicativo de que tais problemas podem estar ocorrendo também em 
outras regiões do país (Porto, 2008). 

Em relação a doenças e problemas com invasoras, observa-se que 
ainda são escassas as informações no Brasil, principalmente no Rio Grande 
Sul.  Diante desse fato, ambas as informações serão elucidadas com o 
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presente trabalho, assim como o estudo da utilização de cultivares resistentes 
às doenças e mais eficientes em relação à habilidade competitiva, o que resulta 
em aumento de produtividade de biomassa da alfafa. As futuras cultivares de 
alfafa deveriam apresentar incremento em rendimento e resistência aos 
diversos fatores bióticos. Ainda, é desejável que fossem desenvolvidas 
cultivares portadoras de características especiais que possibilitem sua 
utilização sob condições específicas de ambiente e formas de utilização (corte 
e pastejo) (Pereira, 2008). 

 
2.3 Doenças na alfafa 

 
Com a expansão das pastagens e intensificação da atividade 

pecuária nos últimos anos, várias doenças de forrageiras começaram a ter 
importância significativa, causando perdas em produtividade e qualidade de 
pastagens (Mallmann et al., 2013). No Brasil, as doenças que atingem a alfafa 
ainda são praticamente desconhecidas, bem como os danos causados por 
elas. Atualmente, apesar de existirem recomendações para o uso de fungicidas 
para tratamento de sementes de alfafa, pouco se conhece sobre os patógenos 
foliares que causam danos a essa cultura no Brasil (Oliveira & Corsi, 1998). Os 
primeiros trabalhos de melhoramento genético de alfafa foram realizados nos 
Estados Unidos entre 1903 e 1915, buscando a tolerância ao frio e, 
posteriormente, a resistência a doenças (Jacques, 1975). Os países que se 
dedicam intensivamente ao cultivo dessa forrageira, como Estados Unidos e 
Argentina, por exemplo, estudam exaustivamente estes organismos, sendo 
esse, inclusive, um dos aspectos mais enfatizados na seleção e no 
desenvolvimento de cultivares (Pozza & Souza, 1994). 

O próprio manejo da cultura da alfafa proporciona o 
desenvolvimento de doenças, principalmente durante as operações de cortes, 
enleiramentos, recolhimento e controle de plantas daninhas (Juliatti et. al. 
2011). Todas essas práticas culturais podem causar injúrias às raízes, folhas e 
à coroa, o que facilita a penetração dos patógenos, além da sua disseminação. 
Assim, em alfafais mecanizados, há uma tendência do aparecimento de 
diversos tipos de fungos que podem retirar os nutrientes de seus tecidos 
vegetais (Grayer & Kukubun, 2001). As doenças provocam perdas econômicas 
de dois tipos: perdas diretas e perdas indiretas. As perdas diretas envolvem 
decréscimo da produtividade, causado pela mortandade de plantas ou pela 
diminuição do vigor, e redução da qualidade da forragem, provocada pelas 
manchas foliares e ou pela desfolha. As perdas indiretas compreendem 
diminuição do valor nutricional da forragem causada pela perda e pela 
degradação dos compostos químicos de alto valor nutricional (proteínas, 
açúcares, lipídios e vitaminas), presença de micotoxinas, diminuição na 
nodulação, aumento da susceptibilidade ao ataque de insetos e proliferação de 
plantas daninhas agressivas (Gieco & Basigalup, 2011). Em períodos chuvosos 
e quentes, de uma maneira geral, as doenças sempre são mais abundantes e 
as lesões se desenvolvem mais rapidamente em número e tamanho, levando à 
desfolha da planta (Stuteville & Erwin, 1990).  

A maior parte das espécies de fungos retira os nutrientes de tecidos 
vegetais mortos, reciclando-os para serem utilizados por outros organismos 
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(Grayer & Kukubun, 2001). Segundo Stuteville e Erwin (1990), as doenças são 
o resultado da interação dos hospedeiros suscetíveis, dos patógenos virulentos 
e das condições ambientais que predispõem à doença. Os patógenos podem 
sobreviver em folhas de plantas hospedeiras e se multiplicarem sob condições 
de baixa umidade ou ambiente desfavorável sem causar sintomas aparentes 
da doença, já as epidemias ocorrem quando as condições do ambiente se 
tornam favoráveis (Thall & Campbell, 1987a). De acordo com Marchi et al. 
(2011), o conhecimento sobre os agentes etiológicos, sobretudo com respeito à 
influência dos mesmos na capacidade de suporte e na produtividade das 
pastagens, ainda é limitado no Brasil resultando em dificuldades no 
estabelecimento de medidas específicas para o manejo de doenças em plantas 
forrageiras.  

A alfafa, assim como outras leguminosas forrageiras, apresenta 
problemas em relação à falta de cultivares adaptadas às condições locais. Em 
decorrência disso, a maior parte da semente comercializada no Brasil resulta 
da importação de materiais pouco adaptados, acarretando baixa persistência e, 
consequentemente, menor aceitação da espécie por parte dos produtores 
(Viecelli, 2000). Entre as cultivares disponíveis no mercado mundial, a 
Alfagraze foi a primeira a ser desenvolvida para alta persistência sob pastejo 
(Bouton et al., 1991), possuindo boa produtividade de forragem e de sementes 
(Smith & Bouton, 1993). Além dessa cultivar, várias outras foram 
posteriormente desenvolvidas, como por exemplo,  a cultivar norte-americana 
ABT 805, que também apresenta aptidão ao pastejo e não apresenta período 
de dormência (Bouton et al., 1991). No entanto, deve-se enfatizar que a cultivar 
Crioula continua sendo a mais utilizada no País, apresentando boa estabilidade 
(Ferreira et al., 2004). Além do mais, é considerada como o material nacional 
melhor adaptado, embora existam outros materiais que vêm sendo testados 
pela RENACAL (Rede Nacional de Avaliação de Cultivares de Alfafa), com 
produtividades similares ou superiores, apesar de problemas de persistência 
(Dall’Agnol & Scheffer-Basso, 2000). 

A alfafa é susceptível ao ataque de mais de 70 tipos diferentes de 
patógenos, tendo em vista que aproximadamente 30 são considerados 
limitantes ao crescimento e produção dessa cultura (Thal & Campbell, 1987b; 
Kimati, 1999).  Segundo Iamauti & Salgado (1997), as principais cultivares de 
alfafa utilizadas no Brasil − Crioula, CUF-101, Flórida 77 e Pioneer − não têm 
resistência satisfatória às principais doenças. 

O emprego de agroquímicos tem sido a forma mais comum utilizada 
no controle de doenças, porém verifica-se algumas desvantagens, 
principalmente por contaminar o meio ambiente com resíduos tóxicos não 
biodegradáveis, pela resistência desenvolvida pelos microrganismos a esses 
compostos (Reis et al., 1995), custo alto e número de dias de espera após a 
aplicação, afim de evitar resíduos nas plantas que serão consumidas por 
animais. A presença de doenças também é um problema que afeta a 
persistência, podendo reduzir drasticamente o estande da pastagem. As 
limitações no crescimento de alfafa são provavelmente resultado de uma 
interação complexa de uma ou mais doenças com outras restrições, tais como 
estresse hídrico, fertilidade do solo, pressão de pastejo e competição (Latch & 
Skipp 1987).  
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Plantas resistentes, rotação de culturas, fertilidade do solo e épocas 
de cortes adequadas podem auxiliar no controle dessas pragas.  Problemas de 
pragas e doenças dependem do clima da região onde a pastagem está sendo 
cultivada e da estação (Colhoun, 1973;  Jahufer 1994), portanto, os meses 
mais quentes (25 a 30ºC) e com alta umidade são um grave problema para 
algumas culturas (Maffia et al.1980).  

O melhoramento genético, visando à resistência às moléstias, 
requer um entendimento sobre a interação patógeno-hospedeiro e também 
como os efeitos ambientais afetam o desenvolvimento da doença. A seleção 
recorrente fenotípica, por exemplo, tem sido utilizada com sucesso no 
desenvolvimento de populações de alfafas resistentes (Frosheiser & Barnes, 
1973). A alfafa possui potencial para ampliar a sua utilização no país, porém 
são necessários maiores investimentos na área de melhoramento genético 
visando a obtenção de cultivares com maior resistência a doenças, aptidão ao 
pastejo e diminuição de problemas com plantas invasoras.  

A criação de novas cultivares no Brasil, com tais características, 
possibilitaria o seu cultivo em diferentes regiões brasileiras, com consequente 
incremento da produção de forragem de alto valor nutricional. Atualmente, a 
Crioula é a única variedade cultivada no Brasil, com boa adaptabilidade e boa 
estabilidade na região centro-sul (Pereira & Ferreira, 2008).  

Nos Estados Unidos e na Argentina, o progresso do melhoramento 
de alfafa para resistência a doenças contribuiu muito com a expansão de sua 
utilização e produtividade (Hill et al., 1969; Vance et al., 1988; Erwin, 1990; 
Rhodes, 1990; Hijano & Navarro, 1995; Hijano & Perez Fernandez, 1995). A 
resistência aos fatores bióticos representa muitas vezes a diferença entre o 
fracasso e o estabelecimento de um alfafal produtivo e persistente (Frosheiser 
& Barnes, 1973). Dessa forma, os ‘entraves’ fitopatológicos devem ser 
encarados com seriedade, para que a alfafa possa ser inserida e ampliada em 
sistemas sustentáveis e competitivos de produção de forragem no País (Kimati, 
1999). 

Os fungos constituem o grupo de microrganismos que mais ataca a 
alfafa (Honda e Honda, 1990). Os gêneros Phytophthora, Pythium, 
Aphanomyces, Fusarium, Rhizoctonia e Rhizopus ocorrem com alta frequência 
em plântulas de alfafa (Grau, 1990; Erwin, 1990; Honda e Honda, 1990). 
Segundo Graham et al. (1979) e Thal & Campbell (1987b), os principais 
patógenos causadores de desfolha em alfafa, encontrados com frequência na 
América do Norte, são Leptosphaerulina briosiana, Phoma medicaginis, 
Pseudopeziza medicaginis, Stemphylium botryosum e Cercospora medicaginis. 
Ainda os autores Leath et al. (1988), Colletotrichum trifolii relatam que o 
principal fungo causador de doença em alfafa nos Estados Unidos e em outras 
regiões do mundo. Nos Estados Unidos da América, foram identificados 
aproximadamente 50 agentes patogênicos que danificam a alfafa, destacando-
se fungos, bactérias, nematóides e vírus (Graham et al. 1979), e foi grande o 
avanço em relação à resistência de alfafa a doenças. O Oídio, causado por 
Peronospora trifoliorum e a ferrugem, causada por Uromyces striatus Schroet. 
var. medicaginis (Pass.) Arth. podem causar desfoliação em cultivos 
estabelecidos.  No entanto, cultivares resistentes a ambos os patógenos são 
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disponíveis e devem ser cultivadas em áreas onde estas doenças são 
problemas (Leath et al., 1988, Elgin et al., 1988).  

As doenças causadas por fungos podem ser a maior causa da 
redução da produtividade e valor nutritivo em alfafa (Frate & Davis, 2007).  Por 
isso, melhoristas de plantas do país responsável pela maior produção mundial 
de alfafa – Estados Unidos, estão sempre à frente em relação ao lançamento 
de cultivares resistentes a diversos tipos de doenças. Na Argentina, detectaram 
ao redor de 25 doenças que podem afetar a cultura, mas com diferente grau de 
importância no País (Hijano e Perez Fernandez, 1995). No Brasil, Oliveira 
(1986) constatou a presença das doenças cercosporiose (Cercospora 
medicaginis), ferrugem (Uromyces striatus), antracnose (Colletotrichum trifolii) e 
mosaico [AMV- vírus do mosaico da alfafa]. Pozza & Souza (1994), em trabalho 
conduzido em Lavras-MG para a avaliação da ocorrência de doenças na 
cultura da alfafa, identificaram os seguintes patógenos: Colletotrichum trifolii, 
Cercospora medicaginis, Uromyces striatus, Leptosphaerulina briosiana, 
Peronospora trifoliorum e Fusarium oxysporum, sendo os quatro primeiros 
responsáveis por queda de folhas na cultura. Para Porto (2008), as doenças 
mais importantes são a antracnose, a mancha-das-folhas, a ferrugem e o 
mosaico-da-alfafa.  A severidade, que é uma proporção de área foliar doente 
resultante do tamanho e número de lesões, é uma condição para 
desfolhamento das partes infectadas e disseminação da doença através da 
planta. Esses componentes podem atuar independentemente durante o 
progresso da doença (Boff et al. 1991), logo, a porcentagem de folhas 
infectadas da planta seria consequência de maior ou menor suscetibilidade 
demonstrada pelas folhas de uma mesma planta, relacionada com o estádio 
fenológico e o efeito de diferentes quantidades de inóculo produzido pelo 
patógeno (Mello 1995). As doenças que afetam as folhas e as hastes são 
comuns na alfafa, causando frequentemente reduções significativas de 
rendimento (Rizvi e Nutter, 1993).  Conforme Campbell & Madden (1990), as 
duas forças competitivas − desfolha causada pela doença e rebrote do 
hospedeiro − são mecanismos que resultam na manutenção de níveis de 
severidade de doenças relativamente baixos durante a incidência de epidemias 
de doenças foliares.  

 No Brasil, as informações sobre as doenças que ocorrem na alfafa 
são restritas, mas, em função do interesse crescente por esta cultura é 
fundamental o desenvolvimento de pesquisas a fim de definir as principais 
moléstias que ocorrem nas diferentes regiões brasileiras bem como estimar os 
danos causados por elas e selecionar cultivares produtivas e resistentes a 
patógenos. 

 
2.3.1 Alternaria alternata (Fr.) Keissl. 

 
O gênero Alternaria engloba espécies que merecem atenção no 

meio agrícola pois são agentes causais de doenças importantes que afetam 
algumas culturas. Cada organismo patogênico apresenta sua forma particular 
de colonizar seus hospedeiros. As espécies de Alternaria são 
preferencialmente patógenos foliares e com isso provocam perdas na planta 
pela redução de seu potencial fotossintético. Além disso, fungos do gênero 
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Alternaria incluídos taxonomicamente na Subdivisão Deuteromycotina − Classe 
Hyphomycetes, Ordem Hyphales, Família Dematiaceae − infectam sementes e 
podem destruí-las completamente causando perdas na germinação, bem como 
podem ser transmitidos às plântulas causando doenças (Rotem, 1994). Após 
realizar-se a identificação dos patógenos encontrados em folhas de alfafa (cv. 
Crioula), foi possível quantificar a incidência e severidade das doenças 
encontradas à  campo e posteriormente a realização dos Postulados de Koch 
no Laboratório de Fitossanidade da Universidade Federal do Rio Grande do 
Sul. Ambos os patógenos, C. geniculata e A. alternata demonstraram maior 
ocorrência e severidade de lesões nas plantas de alfafa. 

As alternarioses caracterizam-se por infectar plântulas, folhas, 
caules, hastes, flores e frutos de várias culturas, além disso, de maneira geral, 
são doenças típicas de primavera e verão apresentando alto poder destrutivo 
nas condições de temperaturas e umidade elevadas. Os sintomas aparecem 
primeiramente nas folhas mais velhas e evoluem para as partes mais novas da 
planta onde se expressam através de lesões foliares necróticas com 
característicos anéis concêntricos e bordos bem definidos. A ocorrência de 
epidemias severas está sempre associada às temperaturas diárias de 25 a 
32ºC. As temperaturas mínimas, ótimas e máximas necessárias para a 
germinação dos conídios são as entre 5 - 7, 25 - 27 e 30 - 32ºC, 
respectivamente. O crescimento micelial de Alternaria alternata f. sp. citri nas 
temperaturas de 25ºC, 28ºC e temperatura ambiente não apresentou 
diferenças significativas, sendo a temperatura de 25ºC a que mostrou 
crescimento mais acentuado da colônia. Na temperatura de 30ºC, observa-se 
uma redução no crescimento enquanto que na temperatura de 37ºC não 
ocorreu crescimento algum (Canihos et al. 1999; Timmer, 2000; Prates, 2004).  

Os resultados obtidos no experimento realizado por Rotem (1994)  
demonstram que na temperatura de 28ºC os conídios apresentaram os 
melhores índices, tanto em comprimento e largura quanto em número de 
conídios/mL, caracterizando-a como a melhor temperatura para obtenção de 
esporos. Além disso, a umidade, que pode ser conferida pela chuva, água de 
irrigação ou orvalho, é um fator fundamental para a germinação, infecção e 
esporulação do fungo (Töfoli et. al, 2013). Havendo umidade e calor 
suficientes, os conídios germinam e infectam as plantas rapidamente podendo 
o fungo penetrar diretamente pela cutícula, por ferimentos ou através dos 
estômatos. A colonização é intercelular, invadindo tecidos do hospedeiro, 
provocando alterações em diversos processos fisiológicos que se exteriorizam 
na forma de sintomas. Para a exibição dos sintomas, um ou dois dias são 
necessários após a germinação dos esporos (Timmer et al., 2000).  

A alta severidade da doença, em geral, é caracterizada por intensa 
redução da área foliar, queda do vigor das plantas, quebra de hastes, 
depreciação de frutos e tubérculos, morte de plantas e consequente redução 
da produção e qualidade (Furtado et al., 2008). Em folhas jovens, os sintomas 
iniciais caracterizam-se por pequenas manchas de cor marrom ou preta, 
circundadas ou não por halos amarelados que, posteriormente, estendem-se, 
podendo abranger grande área da folha (Akimitsu et al. 2003). 

Nos pomares de tangerinas e híbridos, a mancha-marrom de 
alternaria, causada por A. alternata, foi considerada a principal doença fúngica 
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ocorrente (Peres et al., 2003). A alta severidade da doença em regiões de 
clima úmido, onde o controle é muito difícil, tem ocasionado o abandono de 
plantios comerciais de variedades; o que se mostra altamente suscetível nos 
Estados Unidos, por exemplo (Timmer et al., 2000). A mancha-marrom de 
alternaria também tem sido relatada na África do Sul (Swart et al., 1996), 
Espanha (Vicent et al., 2000), Itália (Bella et al., 2001), Argentina (Peres et al., 
2003), entre outros (Bastianel et al., 2005).   

Além disso, Sales (1992) constatou que a Alternaria 
alternata reduziu a germinação e o desenvolvimento das plântulas de ipê-
amarelo e  Mallmann et al. (2013) constataram que a Alternaria sp. está entre 
os fungos com maior incidência nas sementes da safra 2009/2010 de 
Brachiaria sp. e Panicum maximum em diferentes regiões do Brasil. 

Finalmente, também detectou-se a presença de A.alternata em 
sementes assintomáticas de forrageiras coletadas em áreas de campo no leste 
de Washington e oeste de Idaho, EUA (Dugan & Lupien, 2003). No Brasil, para 
alfafa, o primeiro relato de A. alternata no Sul do Brasil foi constatado durante o 
estudo desta Tese. 

 
2.3.2 Curvularia geniculata 

 
O gênero Curvularia atualmente é composto por mais de 40 táxones 

que se distinguem por diferenças relativamente evidentes na morfologia dos 
conídios, número de septos e aspectos culturais (Sivanesan 1987, Hosokawa 
et al. 2003, Zhang-Meng & Zhang 2003, Zhang-Meng et al. 2004, Chung, 
2005). A variabilidade morfológica observada nos fungos enquadrados em 
Curvularia levou à divisão das espécies em três grupos durante a criação do 
gênero sendo eles: a) ‘geniculata’, com a espécie-tipo C. geniculata (Tracy & 
Earle) Boedijn; b) ‘lunata’, com a espécie-tipo C. lunata (Tracy & Earle) Boedijn; 
e c) ‘maculans’, com a espécie-tipo C. maculans (Bancroft) Boedijn (=C. 
eragrostidis (Henn.) Mey.), que se diferenciaram pela forma dos conídios e 
número de septos (Corbetta 1964). 

Com relação à mancha causada por Curvularia geniculata, os 
relatos de danos são escassos ou de difícil acesso no meio científico. Os 
primeiros sintomas da mancha de Curvularia causada por C. geniculata 
manifestam-se em formas de pequenas necroses nas folhas e partem do 
centro das extreminades em direção das mesmas.  Incidência de Curvularia sp. 
em  Aveia-preta tem sido observada em diferentes municípios do Rio grande do 
Sul (Bevilaqua et al., 1995; Farias et al., 2002), sendo encontradas 
principalmente após períodos de chuvas seguidos por altas temperaturas. Foi 
relatada a ocorrência de Curvularia sp. em sementes e folhas de alfafa  na 
Arábia Saudita (Al-Askar, 2012), Estados Unidos (Kommedahl & Ohman, 1960; 
Uddin & Knous, 1991), Índia (Rao et al., 1992 Nitharwal et al., 1991) , Suécia 
(Muller, 2012) e em fenos de alfafa no sudeste do Brasil (Freitas, 2002). Na 
Nova Zelêndia registrou-se a presença de Curvularia sp.  em sementes e folhas 
de cereais (Sheridan, 1977), na China em Lolium perenne (Tian & 
Spangenberg, 2008) e na India em sorgo (Rizvi, 2006). 

De um modo geral, as doenças das plantas reduzem a 
sobrevivência e a produtividade das culturas forrageiras (Pratt, 1999). Iida & 
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Takahashi (1967) descreveram os principais aspectos do fungo Curvularia sp. 
quanto aos fatores ambientais favoráveis para o desenvolvimento. Segundo os 
autores, a germinação do esporo ocorre entre 15°C e 37,5°C, sendo 30°C a 
temperatura ótima; a temperatura ideal para crescimento do micélio em meio 
de cultura é de 27,5°C; a doença ocorre em uma ampla escala de temperatura 
(15°C a 38°C) e se torna mais severa entre 25°C e 30°C; a infecção é 
acelerada em uma condição escura; a severidade da doença foi aumentada 
mantendo as plantas em alta umidade dois dias antes da inoculação, sendo 
mais severa em folhas jovens. Em resumo, pode-se dizer que o maior 
desenvolvimento dessa doença ocorre com as altas temperaturas após 
períodos de chuva, ou seja, em clima quente e úmido. Como uma possível 
solução, o pastejo ou cortes na pastagem, geralmente, tendem a diminuir a 
severidade dela (Leath, 1988).   

Embora as informações a respeito de cultivares com resistência à 
Curvularia sp. sejam ainda incipientes, sabe-se que a resistência genética é a 
maneira mais eficiente e, também econômica, para se combater ou evitar as 
doenças e pragas (Lima, 1996). Portanto, nos programas de melhoramento 
genético, a seleção de genótipos resistentes às principais doenças é de 
fundamental importância (Leath et al. 1988). 
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3. HIPÓTESES  

 

- Existe variabilidade genética nas populações de alfafa para 
resistência a doenças fúngicas foliares. 

- É possível realizar seleção de plantas de alfafa resistentes à 
Curvularia geniculata em experimentos de campo e casa de vegetação através 
de inoculação e posteriores avaliações. 

- A cultivar ‘Crioula’, por ser mais adaptada à Região Sul do Brasil, 
tem maior probabilidade de possuir genes de resistência e adequados índices 
de produções de forragem. 
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4. OBJETIVOS  

 
4.1 Objetivos gerais 
 

Realizar coletas de alfafa  cultivadas a campo a fim de identificar as 
principais doenças fúngicas foliares ocorrentes no estado e verificar a sua 
patogenicidade para dar início ao trabalho de melhoramento genético para 
resistência às principais doenças diagnosticadas. 

Verificar a variabilidade genética existente para resistência às 
principais doenças fúngicas foliares em diferentes genótipos no Rio Grande do 
Sul para dar início ao processo de seleção de plantas visando resistência a tais 
doenças. 
 
4.2 Objetivos específicos 

 
- Identificar as principais doenças fúngicas foliares ocorrentes em 

alfafa no Rio grande do Sul. 
- Analisar morfologicamente e identificar molecularmente o patógeno 

mais agressivo em alfafa no Sul do Brasil. 
- Verificar a existência de variabilidade genética em populações da 

alfafa e selecionar plantas com resistência à Culvularia geniculata. 
- Avaliar a produção de forragem e competição com plantas 

invasoras de diferentes genótipos de alfafa.  
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3
 Artigo elaborado de acordo com as normas da Revista African Journal of Agricultural 

Research (Apêndice 1) já publicado e apresentado no Apêndice 3.  
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ABSTRACT 
 

Alfafa plants with symptoms of Alternaria leaf spot from the Atlantic forest biome 
and Pampa biome, Brazil, were collected to identify the pathogen associated in 
this disease. The pathogen was isolated, analyzed morphologically according to 
literature and later molecularly identified. After that, pathogenicity tests were 
conducted in a greenhouse to confirm the Koch’s postulates. The first 
symptoms occurred after five days of inoculation. Initially the symptoms were 
dark formations becoming rounded blotches about 1 mm to 3 mm in diameter 
that appeared on both edges and in the center of the leaflets. From this data, 
we concluded that this is the first report of Alternaria alternata in Brazil.  
  
Keywords: Forage legumes, fungal disease, inoculation, pathogenicity. 
 
INTRODUCTION  

 
Alfalfa stands out from other forage legumes species in terms of its nutritive 
value, but it is susceptible to attack from more than 70 different pathogens (Thal 
and Campbell, 1987). In Brazil, there are few studies and only thirteen fungal 
diseases have been detected (Iamauti and Massola, 2005). When alfalfa plants 
are attacked by foliar pathogens, losses in quality of hay, reduction in green 
forage production and limitations on the development of plants occur. 
Information about diseases occurring in alfalfa in Brazil is restricted and 
because of the growing interest in this species, it is essential to do more 
research to better understand these diseases. To our knowledge, this is the first 
report in Southern Brazil of Alternaria alternata causing Alternaria leaf spot 
(ALF) in alfalfa. These contributions are very important for breeding and 
selection of productive cultivars that are resistant to pathogens.  
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Sampling  
 
Symptoms of ALF were observed in Medicago sativa cv. Crioula plants in the 
highland (Atlantic forest biome) and lowland (Pampa biome) regions of Rio 
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Grande do Sul State, Southern Brazil. The symptomatic leaves were collected 
from six farms located in the highland region and from Embrapa Pecuária Sul, a 
research institution using conventional tillage in the lowland region. Samples 
were collected in winter (July and August) and spring (October) of 2013 which 
are periods of high relative humidity.  
 
Morphological characterization and molecular identification  
 
Based on morphological analysis using literature with a descriptive key (Barnett 
and Hunter, 1987), all isolates were identified as being A. alternata. The 
identification of the isolates from both regions was confirmed by the Biological 
Institute of São Paulo. The isolated DNA was extracted according to the method 
described by Doyle and Doyle (1987) from the mycelium produced in Potato 
Dextrose Agar (PDA). The extracted genomic DNA samples were subjected to 
Polymerase Chain Reaction (PCR) for amplification of the ITS (Internal 
transcribed spacer) rDNA region and part of the RPB2 gene (encoding the 
second largest subunit of RNA polymerase II). The primers for the ITS region 
were ITS1 (5’ – TCCGTAGGTGAACCTGCGG – 3’) and ITS4 (5’ – 
TCCTCCGCTTATTGATATGC – 3’) (White et al., 1990) and for gene segment 
rpb2 were RPB2-5F2 (5’ – GGGGWGAYCAGAAGAAGGC – 3’) (Sung et al., 
2007) and fRPB2-7cR (5’ – CCCATRGCTTGYTTRCCCAT – 3’) (Liu et al., 
1999). Samples of the two isolates were deposited in the fungal collection of the 
Biological Institute of São Paulo in June 2014 (register number: MMBF 12/14).  
 
Fungus isolation and Koch’s postulates  
 
The fungus was isolated from necrotic leaf tissue, grown in PDA and incubated 
at 25 °C for ten days. Pathogenicity was confirmed based on Koch’s postulates 
using twelve plants from five different cultivars and genotypes (CUF 101, 
Crioula, ABT 805, E1C4 and Chile). Eight weeks after emergence alfalfa plants 
were grown in pots containing autoclaved soil. The plants were inoculated with 
spore suspension (106 conidia/ml). The spore suspension of Alternaria 
alternata was prepared by brushing plates containing PDA medium colonized 
by the pathogen for ten days into distilled water. The concentration of the 
suspension was determined using a Neubauer chamber. Inoculation was 
conducted in the greenhouse and plant growth chamber with two repetitions 
using two types of isolates (highland and lowland). Measurements of length and 
width of spores (800 for each isolate: highland and lowland) of Alternaria 
alternata were conducted on the stereoscopic microscope Leica MZ-12, with a 
graduated ocular lens under 80 times magnification.  
 
RESULTS AND DISCUSSION 
 
In 80% of the plants collected, the symptoms occurred in the lower leaves, 
probably due to higher humidity. Plants with symptomatic leaves died faster 
than healthy plants and there was senescence only in injured plants. Symptoms 
began five days after inoculation and developed in all inoculated plants with a 
subsequent increase in the frequency and size of lesions. Leaf symptoms were 
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initially dark formations. After some time, they became rounded blotches about 
1 mm to 3 mm in diameter that appeared on both edges and in the center of the 
leaflets (Figure 1). Symptomatic plants showed reduced vigor, premature 
senescence and foliar chlorosis. The initial lesions were small, circular to oval, 
sunken and medium brown, but later became necrotic and dark brown as the 
disease progressed, showing concentric zones encircled with a chlorotic halo. 
Intense dark sporulation was observed on the lesions. 
 
 

 
 
 
Figure 1. Evolution of the symptoms of foliar injury in random leaves of alfalfa 
(cv. Crioula). A) 7 days after inoculation; B) 14 days after inoculation. 
 
 

 
 
Figure 2. Alternaria alternata spores. A) Spores from the highland area; B) 
Spore from the lowland area. Mean size for both isolates was 12.6 x 21.2 µm. 
 
 

Long chains of pale to light brown clavate conidia were observed with 
up to three longitudinal septa, and one to seven transverse septa which variety 
in size according to the source of the isolates; with the highland isolates being 5 
x 28 µm (mean 13.7 µm) by 5 x 37.5µm (mean 23.6 µm) and the lowland 
isolates 5 x 22.5 µm (mean 11.5 µm) by 7,5x 32 µm (mean 11.5 µm). 
Conidiophores were elongated, straight, septate, and light to olive golden brown 
with a conidial scar (Figure 2). In molecular identification, the sequenced region 
showed 99% similarity with a reference sequence for Alternaria alternata. The 
RPB2 sequences isolated are 100% identical Alternaria alternata (GenBank 
JQ811952 and JQ911953). These sequences of A. alternata were submitted to 
mycologist Dr. Barry Pryor, University of Arizona, (Pryor and Gilbertson, 2000).  
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ABSTRACT 

 
Foliar diseases impose severe restrictions on the persistence and productivity 
of Medicago sativa, both of which may be increased by developing disease 
resistant and more competitive genotypes that can improve pasture quality. We 
found Curvularia geniculata as the principal alfalfa foliar pathogen in the 
Brazilian state of Rio Grande do Sul (RS). Growth chamber experiments 
evaluated the resistance of alfalfa genotypes ‘E1C4’, ‘CPPSul’, ‘ABT 805’ and 
‘CUF-101’ to C. geniculata as compared the control ‘Crioula’ genotype. These 
genotypes were also evaluated in field trials at a sea level site in Eldorado do 
Sul in central RS and at two sites above sea level, one in Bagé 
municipality in south west RS and the other at a farm near the town of Alto Feliz 
in north east RS. Plants were spray-inoculated with 1.6 x 106 ml-1 of C. 
geniculata spores and visually evaluated for leaf damage 14 days later. The C. 
geniculata infection rates varied from zero to 100%. Alfalfa persistence and 
forage mean dry mass (DM) production at the Eldorado site were measured 
during different seasons from November 2013 to January 2015 by calculating 
the incidence of invasive plants and morphologically separating leaves from 
stems and calculating both leaf and stem DM. Data were analysed using mixed 
statistical models. The best results for persistence and forage DM were shown 
by the ‘CPPSul’ genotypes (DM = 16,600 kg ha-1) and ‘Crioula’ (DM = 15,750 kg 
ha-1). These two genotypes will be used for subsequent investigations and 
selection cycles. 
 
Keywords: lucerne, invasive plants, foliar pathogen, forage legumes 
 
 
INTRODUCTION 

 

Alfalfa (Medicago sativa L. ssp. sativa), also known as lucerne, is a 

high quality persistent legume  cultivated as a monoculture or intercropped with 

grasses for use as green forage, silage or hay (Jung et al., 1997). Although 
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alfalfa is considered the ‘queen of forages’ and one of the most globally 

cultivated forage legumes (Michaud et al., 1988), it has some specific 

requirements before it can reach high productivity and persistence. Since alfalfa 

is susceptible to more than 70 different types of fungi, 30 of which are 

considered limiting for its growth and productivity (Thal and Campbell, 1987), 

the low persistence of alfalfa could partly be linked to foliar diseases 

(Beuselinck et al., 1994, Barnes, 1991 and Sheaffer et al., 1992). However, 

alfalfa growth can also be limited by complex interactions between one or more 

diseases and other constraints (Gossen, 1994) such as fertility and soil 

drainage (Smith, 1989) or competition (Buhler, 1998).  

Plant diseases have been estimated to be responsible for a ten 

percent loss in global animal production, mainly due to limiting the total energy 

available to plants rather than killing them (Chakraborty et al., 1996). Losses in 

forage yield could be reduced by controlling foliar diseases (Gray and 

Fernandez, 1987), the investigation of which is one of the more important 

aspects in the selection and development of plant genotypes (Pozza, 1994). 

Genetic resistance is the most practical and widely used disease control 

strategy (Skipp and Hampton 1996) because it is not only the most economical 

and efficient mechanism for such control but is also environmentally friendly. 

Alfalfa fungal foliar pathogens cause damage by reducing the 

general performance of the plant as forage by affecting factors such as the life 

cycle and population density of the plant and hence forage quality (Elgin et al., 

1988). Pathogens also increase production costs by using some of the inputs 
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destined for the plants and sometimes necessitating the frequent replanting of 

alfalfa problem areas. (Elgin et al., 1988).  

The hyphomycete fungus Curvularia is a facultative foliar pathogen 

for many plant species, including alfalfa, in Brazil and other countries. In Florida, 

for example, Curvularia species have been found colonizing the majority of 

grass samples, including those from apparently healthy plants, and Curvularia 

geniculata has been shown to compete aggressively for plant tissue and 

sporulate most rapidly at 30°C, a temperature commonly attained in southern 

Brazil (Brecht, 2005). Germination and optimal growth of C. geniculata occurs 

above 15 °C (Hodges, 1972) and when high temperatures are associated with 

heavy rains (Nelson, 1964). Chlorosis caused by this pathogen begins at the 

tips of leaves and proceeds downwards to the leaf sheath, with chlorotic 

infected leaves becoming progressively necrotic so that when conditions are 

optimal the fungus can colonize the leaf sheath (Brecht, 2005).  

Brazil is the world's largest producer of beef cattle (USDA, 2016), 

having risen from second place in 2012 (USDA 2012), cattle mainly being 

pasture reared on about 197 million hectares (FAO, 2010). However, Brazilian 

producers have been compelled to improve their productivity (Costa, 2010) due 

to increased land prices (Anualpec, 2010) and the increased global demand for 

food (FAO, 2011; Foresight, 2011).  Even at current levels of productivity there 

is still a need to incorporate more productive forage genotypes into pasture 

production systems, but it is important that intensification of such systems 

should be guided by the efficient use of genetic resources to minimize the risk 

of economic losses (Barcellos et al., 2008).  
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Rio Grande do Sul (RS), the southernmost Brazilian state, is a major 

agricultural producer with the sixth largest cattle herd in Brazil of about 14.5 

million head with an annual aggregate value of beef production in the region of 

US$ 900 million, about US$ 100 million of which is for export (SDPI, 2013). The 

cattle are mainly reared on 8 million hectares of natural pastures within the 

Pampa biome (FEE, 2015). This biome consists mainly of grasslands with some 

shrubs and trees and occupies about 17.6 million hectares situated between 

latitudes 28º 00' S and 34º 00' S and longitudes 49º 30' W and 58º 00' W in the 

South Temperate Zone, which has subtropical and temperate climates with four 

distinct seasons (Roesch et al. 2009). The climate in the Brazilian Pampa is 

unique (Overbeck et al., 2007) in that it allows grazing throughout the year 

(Williams et al., 1968). However, the quality of pastures can limit productivity 

and this may be improved by adding alfalfa may be increased by developing 

more competitive, disease-resistant and persistent alfalfa genotypes (Bouton, 

2012).   

Many pests and diseases affect alfalfa in Brazil, but the damage 

caused by such attacks has been largely undocumented (Porto, 1990) and few 

attempts have been made to investigate variation within or between alfalfa 

genotypes in their response to pathogen attack. However, such studies are 

crucial for understanding the role of fungi in plant community dynamics (Burdon, 

1980).  

Globally, little is known regarding the interaction between foliar 

diseases and individual alfalfa genotypes and how these factors relate to forage 

production. We investigated these factors in Rio Grande do Sul as a model 
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ranchers in other parts of the world with similar geographical and climatic 

conditions. Our objectives were: 1. to identify  the foliar diseases affecting 

selected alfalfa genotypes in Rio Grande do Sul, 2.  evaluate the genetic 

resistance of alfalfa genotypes to the main foliar pathogen, Curvularia 

geniculata, and 3. estimate alfalfa persistence and forage production under field 

conditions.  

  

MATERIAL AND METHODS 

 

Isolation and pathogenicity of C. geniculata 

 

Isolation and pathogenicity testing of Curvularia geniculata was 

undertaken during mid-June to mid-September (winter) and mid-September to 

mid-December (spring) of 2013. Alfalfa (Medicago sativa L. cv Crioula) leaves 

exhibiting lesions were collected from four farms in two different geographic 

regions of the Brazilian state of Rio Grande do Sul (RS): the Campanha, a 

pampa region in the south west of the state, (farms at 31° 19′ 43″S, 54° 6′ 26″W 

and 30°52′23″S, 54°40′36″W) and the mountainous Serra region in the north of 

the state (farms at 29°27′5″S, 51°18′24″W and 29°23′56″S,  51°15′ 15″W).).  

 The leaves were transported to our laboratory in Porto Alegre 

within 24 h, being maintained at 20-22 °C during the journey before being 

examined for fungal pathogens. We identified the principal alfalfa pathogens 

associated with leaf lesions using microscopy to determine fungal morphology 

and conidial dimensions (Barnett and Hunter, 1999) along with standard 
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mycological methods (Thirumalachar and Narasimhan, 1953), the lesions 

mostly being caused by the fungi Curvularia geniculata and Alternaria alternata. 

To obtain pure cultures of C. geniculata and A. alternata from the lesioned 

leaves, they were disinfestated for 30 seconds in 70 % v/v alcohol followed by 1 

minute in 1 % w/v sodium hypochlorite, washed in sterile distilled water and 

placed in a moist chamber at > 95% rh for 48 h., after which a small portion of 

cotton mycelium was transferred to plates containing Potato Dextrose Agar 

(PDA) (Difco, Michigan, USA) which were incubated at 25 °C for 5 days. The 

directly isolated cultures were transferred to PDA slopes, which were incubated 

appropriately and then stored at 25 °C until needed.  

 

Growth chamber pathogenicity testing 

 

To investigate C. geniculata and A. alternata isolates for 

pathogenicity towards alfalfa genotype ‘Crioula’, we used PDA slope, incubated 

at 25 °C for 7 days, to prepare a suspension of conidia (1.6 x 106 ml-1) for each 

fungal isolate, the suspensions being used to inoculate 30 plants 30 days old 

with C. geniculata and 30 with A. alternata, with 10 uninoculated plants serving 

as controls for each fungus. After inoculation, the plants were kept in a growth 

chamber at  >95% rh  at 22 °C to  25 °C for 24 hours and then at  > 95% rh  at a 

mean temperature of  25 °C until the appearance of symptoms, the presence of 

which was taken as confirmation of Koch’s postulates for the isolate under 

investigation. Both isolates were pathogenic, but we decided to use only C. 
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geniculata for the studies described in this paper because this fungus was more 

frequent and more aggressive to alfalfa growing in Rio Grande do Sul.  

In June 2014 we deposited reference samples of both C. geniculata 

and A. alternata isolated from all the regions in a plant pathology reference 

culture collection (Micoteca Mario Barreto Figueiredo (MMBF),  Instituto 

Biológico, Laboratório de Patologia de Sementes, Av. Cons. Rodrigues Alves 

1252, São Paulo,  Brasil 04014-002), where their identities were confirmed as 

C. geniculate Tracy and Earle and Alternaria alternata (Fr.) Keissler using a 

rapid DNA isolation procedure  (Doyle and Doyle, 1987) and standard 

mycological methods (Sung et al., 2007; Liu et al., 1999; White et al., 1990). 

The MMBF accession numbers for the C. geniculata isolate from the Serra 

region was MMBF 12/14 whilst that from the Campanha was MMBF 13/14.  

   

Growth chamber resistance selection  

 

Laboratory selection for plant resistance to C. geniculata isolates was 

carried out from January 2014 to April 2015 in a growth chamber at the 

Department of Plant Pathology and Department of Forage Plants and 

Agrometeorology, Agronomy Faculty, Federal University of Rio Grande do Sul 

(UFRGS), Porto Alegre, Rio Grande do Sul State, Brazil. 

Single isolate inocula were prepared from virulent isolates of C. 

geniculata from the Serra and the Campanha by transferring colonies of 

individual isolates to PDA plates and incubated them at 25 ºC for 10 days to 

achieve maximum growth and sporulation (Hodges, 1972), after which they 
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were washed twice in 5 ml of sterile distilled water containing 0.01 ml ml-1 of 

Tween-20 (Synth, São Paulo, Brazil) to produce conidial suspensions which 

were counted in a Neubauer chamber and appropriately diluted to produce a 

final total conidial count of 1.6 x 106 ml-1.  

We evaluated five alfalfa genotypes for resistance to the fungal 

isolates, the genotypes being: the Brazilian largest commercial cultivar ‘Crioula’ 

(used as control), ‘E1C4’ and ‘CPPSul’ (both grazing tolerant genotypes) plus 

the US cultivars ‘ABT-805’ (grazing tolerant) and ‘CUF-101’ (a US west coast 

non-dormant). Seeds of each genotype were obtained from South Brazil for 

‘Crioula’, ‘E1C4’ and CPPSul and from United States of America for ‘ABT-805’ 

and ‘CUF-101’. All seeds were disinfested for 30 seconds in 70% v/v alcohol 

followed by 1 minute in 1% w/v sodium hypochlorite, washed in sterile distilled 

water, mechanically scarified with sand paper to break dormancy and then 

placed on water-agar plates in a growth chamber at 25 °C until the radicles of 

the seedlings were about 10 mm long, after which they were planted into 

styrofoam trays filled with autoclaved commercial substrate (composition: 

sphagnum peat, expanded vermiculite, dolomitic limestone, agricultural 

gypsum, and NPK fertilizer. Density 101 kg m-³).   

On the 12 of March 2014, when the plants were 30 days old and at 

stage vegetative with the 2nd – 3rd trifoliate, the leaves of 300 replicate plants 

were inoculated with a hand sprayer containing one of the conidial suspensions, 

this being repeated for each fungal isolate. After inoculation, the plants were 

kept in a growth chamber at > 95 % rh and 25 °C for 24 hours and then at a 

mean daily 85 % rh and temperature of 25 ºC until the appearance of 
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symptoms. The presence or absence of C. geniculata was periodically 

assessed microscopically and the plants evaluated for disease severity 14 days 

after inoculation.  

The experiment was arranged in a completely randomised design 

with 300 replicates, with each seedling being considered one replicate of each 

population. The percentage of leaf area damaged was visually estimated for the 

6 to 9 leaflets on each seedling, 25 plants showing more than 30 % damage 

comprising the susceptible genotype group, 25 plants showing between 0.1 to 

1% the resistant genotype group and 25 plants showing no symptoms the highly 

resistant or immune genotype group. Seed from the three groups will be used 

for future crosses and their F1 seeds tested.  

 

Field evaluation of forage yield and competition 

 

The evaluation of forage yield and competition in the field was carried 

out in the Central Depression Region of Rio Grande do Sul at the Agricultural 

Experimental Station (Estação Experimental Agronômica, EEA), UFRGS, 

Eldorado do Sul (30º05' S, 51º39' W), this region having a humid subtropical 

climate characterised by hot and usually humid summers with mild to cool 

winters (Köppen climate classification Cfa) (Bergamaschi et al., 2003). The soil 

of the experimental area belongs to the São Gerônimo Mapping Unit and is 

classified as Rhodic Paleudult (Red Distrofic Argisoil) by the Brazilian Soil 

Classification System (Embrapa, 2006). The monthly temperature average and 

precipitation are shown in Figure 1. Meteorological data during experimental 
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period was acquired from the Brazilian National Institute of Meteorology 

(INMET).  

On the 29 of June 2013 we disinfested and CaCO3 pelletised seeds 

of the five alfalfa genotypes cited above and inoculated them with the nitrogen-

fixing bacteria Rhizobium meliloti strain ‘SEMIA 116’ before manually sowing 

them at an equivalent density of 20 kg ha-1. The soil had been analysed 60 days 

before application of fertilizer and, based on this analysis, dolomite liming was 

performed in April 2013 to raise base saturation to 85 %. A cover fertilization 

was carried out with superphosphate (100 kg ha-1) and potassium chloride (100 

kg ha-1), with subsequent yearly application of superphosphate (100 kg ha-1) 

and three-monthly application of KCl (50 kg ha-1) (120 kg ha/year of K2O). 

Irrigation was provided twice in August and September.  

We used a completely randomized bloc statistical design with three 

replicates. The normal width between alfalfa lines is 20 cm but we used 50 cm 

to facilitate the evaluations and harvesting, being each line one alfalfa 

genotype. In our experiments, where cuts were made each block consisted of 1 

m long lines, 50 cm between lines and 50 cm borders with 1 m between blocks. 

The forage production values were converted to kg ha-1 based on a standard 

width between lines of 20 cm.  

Cuts and evaluations were made from spring 2013 (November) to 

summer 2015 (January), as follows: two cuts in spring 2013 (22nd  November 

and 10th  December), two in summer 2014 (20th January and 10th February), 

one in autumn 2014 (25 April), two in winter 2014 (14th June and 04th 
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September) two in spring 2014 (14th November and 08th December) and one in 

summer 2015 (14th January). 

Ten cuts were made, with an average sward height of 45 cm and 

leaving 10 cm of residue to accelerate regrowth and increase the number of 

new shoots. Along with the mass evaluations and sward height, the occurrence 

of invasive plants on all lines was measured using a visual scale of 0-10. The 

rate of invasive plants was obtained by visual estimation before making the cuts 

to obtain the average output over the years. 

Material from each cut was separated into leaves and stems and 

dried in a forced-air oven at 60 ºC for 72 hours before weighing and determining 

stem dry mass (kg ha-1) and leaf dry mass (kg ha-1) and total dry mass (kg ha-1), 

the latter being the sum of stem dry mass plus leaf dry mass. The leaf to stem 

ratio was determined from the stem dry mass and leaf dry mass values.  

 

Field evaluation of alfalfa resistance to C. geniculata 

 

Evaluation of resistance to C. geniculata in the field was undertaken 

in the following three physiographic regions of Rio Grande do Sul:  

1. The Southern Brazilian Center for Livestock Research (Embrapa 

Pecuária Sul, CPPSUL) (31°20′S, 54°06′W), in Bagé Municipality, where the 

soil belongs to the Plano series and the climate is cold subtropical (hot 

summers and frequent frosts in winter) with a  mean annual temperature of 18 

ºC and a mean total annual rainfall of 1465 mm;  
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2. EEA Eldorado do Sul (30º05'S, 51º39'W), where the soil belongs 

to the Typic Dystrophic and the climate is subtropical (hot summers and 

eventual frosts in winter) with a  mean annual temperature of  19.5 °C ºC and a 

mean total annual rainfall of 1.335 mm;  

3. A farm near the town of Alto Feliz (29º23'56′′S and 51º15'15′W), 

where the soil belongs to the Association between Neosol and latosol and the 

climate is subtropical humid (hot summers and humid winter) with a  mean 

annual temperature of 17 °C ºC and a mean total annual rainfall of 1603 mm. 

The alfalfa genotypes Crioula, E1C4, CPPSul, ABT-805 and CUF-

101, the C. geniculata isolate and experimental design at CPPSUL and EEA 

were the same as those used for the forage yield and competition experiments 

described above. In the second week of October 2014 (spring), seven days 

after a standardization cut was made, when the alfalfa plants were 25 cm tall, 

we inoculated the each plot of genotypes with a C. geniculata conidial 

suspension (1.6 x 106 ml-1). We covered each inoculated plot with plastic film to 

produce a moist environment and facilitate conidia germination. Evaluation was 

made 15 days after inoculating the four central plants of each plot. The 

percentage of lesioned leaf area of each inoculated leaflet was visually 

estimated on a  0 % to 100 % scale. In Alto Feliz, the main region using alfalfa, 

the experimental area consisted of a 3x3 meter plot of the ‘Crioula’ cultivar 

because it was the one already cultivated in the farm.  
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Statistical analysis 

 

Statistical analysis was done using mixed models (SAS Inst. Inc., 

Cary, NC) with fixed effects for genotypes, seasons (years) and interaction 

between genotypes and seasons (year), and random effects for block and 

genotypes, characterizing the observation with a temporal correlation. The 

evaluation periods were considered to be repeated measures, where each 

period represented the measurement of the same experimental unit under a 

different condition. Compound symmetry (CS) was the covariance matrix that 

best fit the data. The covariance matrices were compared by the Akaike’s 

information criterion (AIC). The variable resistance model included the fixed 

effects of region, genotype and interaction between regions and genotypes. The 

plant (line) was considered a random effect. When statistical differences were 

detected in the analysis of variance at P<0.05, means were compared by the 

Tukey honestly significant difference (HSD) test at 5% of significant level. The 

variables were tested for a normal distribution using the Shapiro-Wilk test at P > 

0.05 and the variable invasive plants did not fit the normal distribution. Thus, a 

generalized linear mixed model was used to study the invasive plants, 

considering the same effects included in the mixed models. Correlation analysis 

between TDM and invasive plants were also conducted. 

 

RESULTS 

The results of the alfalfa leaf damage field trials are shown in figure 

2. The alfalfa leaf, stem and total dry matter yield in kg ha-1 for spring 2013, 
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summer, autumn, winter and spring 2014 and summer 2015 are given in Table 

1. Correlation between invasive plants and total dry matter of alfalfa genotypes 

in the field are shown in Figure 3. 

 

DISCUSSION 

 

Isolation and pathogenicity of C. geniculata 

 

During the selection and evaluation of genotypes for resistance, the 

first symptoms seen on the leaves of the genotypes were yellowish spots that 

quickly turned brown, indicating dead tissue, and became characteristic v-

shaped lesions radiating from the leaf vein. These symptoms appeared about 

four days after inoculation in the growth chamber and six days in the field, with 

many leaves being already partially dead two weeks after inoculation. Damage 

was more extensive in younger leaves than in older ones. Once the petiole was 

infected, necrosis soon lead to the death of the whole leaf, and when severe 

infection occurred the whole plant appeared to be burned and the yield was 

affected.  

We found that the North American cultivars ‘ABT-805 ’ and ‘Cuf-101’ 

had, as expected, a higher incidence of leaf lesions in the field (p <0.001) and 

were more susceptible to Curvularia spot (p <0.001), because they were not 

adapted to the local conditions, whereas the Brazilian genotypes were adapted 

and hence more resistant. There is little published information about the 

occurrence of C. geniculata in Brazil or its effects in regard to Brazilian 
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pastures. However, southern Brazil does have a hot and humid climate 

favourable to the spread of this pathogen, which mainly occurs in late spring 

and early summer, the period preceding the critical stage for the persistence of 

alfalfa. Furthermore, it has been reported that the severity of Curvularia spot is 

considerably increased when high temperatures occur after the rainy season 

(Falloon ,1976; Kim, J.C., 2000).  

It is known that leaf lesions caused by diseases in periods of 

unfavorable climate for the growth of forages contributes to decreased 

production and debility and death of the plant (Nelson and Campbell, 1993), so 

it is possible that C. geniculata, associated with other pathogens, can reduce 

both the productivity and persistence of alfalfa in Rio Grande do Sul pastures. A 

study of grass diseases in Kansas (Rogerson,1956) showed that C. geniculata 

can attack Kentucky bluegrass (Poa pratensis), while other research has 

detected its presence on the seeds of native grasses in Florida (Bailey and 

Muchovej, 2001), rice in China (Jin, 1989), various cereals in Uzbekistan 

(Khasanov et al., 1990) and on the leaf and stems of Bermuda grass in 

Mississippi (Pratt,  2005). 

 

Growth chamber and field evaluation of alfalfa resistance to C. geniculata  

 

In the growth chamber evaluations, ‘Crioula’ presented the highest 

number of immune plants. The genotypes selected for their susceptibility could 

be distinguished from the genotypes selected for their resistance (p<0.01), 

(Figure 2A; 2B). We found that ‘CUF-101’ showed the highest susceptibility of 



53 
 

all the genotypes evaluated, with  35% disease severity at the EEA field site 

and 40% disease severity in the growth chamber experiments (Figure 2A; 2B). 

At the CPPSUL and EEA field sites the ‘Crioula’ and ‘E1C4’ genotypes 

presented smaller lesions and were more resistant to, while in the growth 

chamber experiments ‘Crioula’ was 15 % more resistant and ‘E1C4 ’ 20% more 

resistant. In the growth chamber experiments, there was no difference between 

the genotypes ‘ABT805’ (38% disease severity) and ‘CUF-101’ (40% disease 

severity).   

Despite the fact that ‘CPPSul’ showed about 25 % susceptibility 

(Figure 2 B) in the spring it showed high yields late in the summer in 2015, 

when the negative effect of springtime disease seems to have been 

compensated for (Table 1). It would be interested to know the potential of this 

genotype if no disease had occurred early in its development.   

When the damage caused a disease is quantified, measures are 

needed to mitigate the negative effects on crops. Such measures may include 

better disease control, pasture management and, most importantly, selection of 

genotypes with greater resistance, the latter being important in maintaining and 

improve the quality and productivity of Rio Grande do Sul pastures. Although it 

is not known whether C. geniculata has a large effect on the persistence of 

alfalfa in Brazil, it is likely that greater resistance of ‘Crioula’ is needed in 

relation to other diseases. Further studies are needed to investigate this 

hypothesis. 

As far as we know, this is not only the first study in southern Brazil 

regarding the importance of foliar diseases in reducing forage yield but also the 
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first to investigate the potential disease resistance and persistence of different 

genotypes. Our results are encouraging, in that they indicate the high degree of 

variability present in alfalfa genotypes, a factor that can be exploited to select 

genotypes resistant to C. geniculata, with ‘Crioula’ and ‘E1C4’ appearing to be 

especially useful resources for future work. 

 

Field Evaluation of forage yield and competition 

 

The field trials to assess competition and forage production showed 

that during the cold and rainy winter of 2014 (Figure 1) there was no statistically 

significant difference in terms of total dry mass forage production between the 

‘Crioula’ (2600 kg ha-1), ‘E1C4’ (2250 kg ha-1) and ‘CPPSul’ (2150 kg ha-1) 

genotypes (Table 1), important to forage producers because prices vary widely 

between summer and winter. Regarding the overall totals for all seasons 

combined, total leaf dry mass production was highest for ‘Crioula’ (12750 kg ha-

1)  and ‘CPPSul’ (12250 kg ha-1), lower for ‘E1C4’ (5650 kg ha-1) and lowest for 

‘ABT-805’ and ‘CUF-101’ (Table 1). Stem dry matter showed the same 

tendency. Favourable rainfall occurred at the site in the spring and autumn of 

2014 (Figure 1), during which the highest leaf dry matter values were seen with 

the ‘Crioula’ and ‘CPPSul’ genotypes (Table 1). This is important because 

leaves are the most valuable nutritional component of alfalfa. In the first period 

evaluated, spring 2013, ‘ABT-805’ showed a reasonable initial production of leaf 

dry matter (900 kg ha-1), higher than ‘CPPSul’ (800 kg ha-1). However, with the 
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establishment of invasive plants the production declined dramatically in 

comparison with the other genotypes (Figure 1, Table 1).  

The genotypes with the highest production of overall total dry matter 

were ‘CPPSul’ (16,600 kg ha-1) and Crioula (15,750 kg ha-1). Not only this, but 

these two genotypes stand out for presenting the highest total dry matter 

production in the spring and summer of 2014, even when inoculated with C. 

geniculata (Table 1). Our results are similar to those observed in Brazil by 

Ruggieri et al (2001), who found that ‘Crioula’ was the most productive 

genotype in terms of forage yield.  

The low total dry matter production was associated with the high 

incidence of invasive plants present in the alfalfa crop, due to the fact that 

no chemical or mechanical weed control was used. North America annual 

grasslands heavily infested with medusahead (Taeniatherum caput-medusae 

(L.) Nevski) have been reported to show reductions in livestock carrying 

capacity of as much as 75 % to 80 % (Major et al. 1960; Hironaka 1961; George 

1992), reinforcing the need to select forage plants with higher competitiveness. 

In our research, the correlation between total dry matter and invasive plants 

was negative and significant (p< 0.005). The ‘Crioula’ cultivar seemed to be 

very competitive, showing only 10 % of invasive plants after ten months of 

evaluation. In all evaluations, the Brazilian cultivar, selected for grazing 

tolerance, showed a higher incidence of invasive plants (minimum, 15%) than 

the ‘Crioula’ cultivar. This explains the low forage total dry matter value of ‘E1C4’ 

seen in most of the evaluations (Figure 3). This correlation was also observed 

for the US cultivar ‘CUF-101’, which also demonstrated high incidence of 
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invasive plants and low forage production, probably because it is not well 

adapted to conditions in southern Brazil. In relation to seasonal variation, we 

observed a higher occurrence of invasive plants (Figure 3) during the summer 

months (p< 0.005).  

In our future selection experiments, we intend to use plants showing 

some level of disease resistance coupled with good agronomic traits. In the 

study described in the present paper, we observed intermediate results with 

genotype ‘E1C4’ and the best results for the ‘Crioula’ and ‘CPPSul’ genotypes. 

These will be the plants which we will cross to produce F1 seeds which will be 

assessed for their potential to produce better genotypes.  

Our results may have relevance to agriculturalists and ranchers not 

only in Rio Grande do Sul but also in other parts of the globe where alfalfa is 

planted and where economic pressures necessitate ever increasing productivity 

gains. 
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Figure 1: Mean seasonal temperature and precipitation during November 2013 to 

January of 2015. Data from the Brazilian National Meteorology Institute (Instituto 

Nacional de Meteorologia, INMET). 
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Figure 2: A) Alfalfa leaf damage field trials 15 days after inoculation with Curvularia 

geniculata at the CPPSUL and EEA field sites; B) Alfalfa Leaf damage growth chamber 

experiments 15 days after inoculation with C. geniculata. Alfalfa genotypes: ‘Crioula’ 

(Brazilian, control commercial cultivar); ‘E1C4’ (Brazilian, grazing tolerant); ‘CPPSul’ 

(Brazilian, grazing tolerant); ‘ABT-805’ (US, grazing tolerant); and ‘CUF-101’ (US, 

west coast non-dormant). Site key:  CPPSUL, Centro de Pesquisa de Pecuária dos 

Campos Sul-Brasileiros (Southern Brazilian Centre for Livestock Research) Bagé; 

EEA, Estação Experimental Agronômica (Agricultural Experimental Station) Eldorado 

do Sul.   
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Figure 3: Correlation between invasive plants and total dry matter of alfalfa genotypes 

in the field at the Agricultural Experimental Station (Estação Experimental 

Agronômica, EEA), Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil. Alfalfa genotypes: 

‘Crioula’ (Brazilian, control commercial genotype); ‘E1C4’ (Brazilian, grazing tolerant); 

‘CPPSul’ (Brazilian, grazing tolerant); ‘ABT-805’ (US, grazing tolerant); and ‘CUF-

101’ (US, west coast non-dormant).  
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Table 1: Alfalfa leaf, stem and total dry matter yield (kg ha
-1

) for spring 2013, summer, 

autumn, winter and spring 2014 and summer 2015.  The trials were carried out at the 

Agricultural Experimental Station (Estação Experimental Agronômica, EEA), Eldorado 

do Sul, Rio Grande do Sul, Brazil.  

 
 

 

Means followed by the same upper-case letters in the same line and the same lower-case letters in the same column 

do not differ significantly by the Tukey test (p<0.005). 

*Key: ‘Crioula’ (Brazilian, control commercial genotype); ‘E1C4’ and ‘CPPSul’ (both Brazilian grazing tolerant 

genotypes); ‘ABT-805’ (US, grazing tolerant); ‘CUF-101’ (US west coast non-dormant).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Year and cuts (day and month) 

 

 

 

Spring 2013 

22  

November 

10  

December 

Summer 

2014 

20 January 

10 February 

Autumn 

2014 25 

April 

Winter 

2014 

14 June 

04 

September 

Spring 2014 

14 

November 

08 

December 

Summer 

2015 

14 January 

Overall 

totals for 

all 

seasons 

combine

d 

Genotype* Leaf dry mass per season (kg ha-1) 

Total leaf 

dry mass 

(kg ha-1) 

ABT-805 900Aa 700Ab 750Aa 900Ab 1000Ab 800Aab 5050 

CPPSul 800Ba 3350Aa 1100Ba 1300ABab 2800Aa 2900Aa 12250 

Crioula 1150Ba 2200Aa 2200Ba 2050Aa 2900Aa 2250Aa 12750 

CUF-101 400Aa 150Ab 550Aa 900Ab 200Ab 350Ab 2550 

E1C4 750ABa 700ABb 800ABa 1850Aa 500Bb 1050ABab 5650 

 Stem dry mass per season (kg ha-1) 

Total 

stem dry 

mass (kg 

ha-1) 

ABT-805 1050Aa 800Aa 450ABa 250Bb 450Ba 800Aab 3800 

CPPSul 400Ba 900Aa 550ABa 850Aa 550ABa 1050Aa 4300 

Crioula 600Aa 750Aa 800Aa 550Aab 900Aa 500Aab 4100 

CUF-101 600Aa 500Aa 450Aa 200Ab 600Aa 250Ab 2600 

E1C4 600Aa 700Aa 350Aa 400Aab 450Aa 700Aab 3200 

 Total (leaf + stem) dry mass per season (kg ha-1) 

Total 

stem + 

leaf dry 

mass (kg 

ha-1) 

ABT-805 1450Aa 1500Abc 1150Aa 700Ab 950Ab 1600Aab 7350 

CPPSul 1250Ba 4250Aa 1600Ba 2150ABa 3350Aa 4000Aa 16600 

Crioula 1750Ba 2950ABab 1900Ba 2600ABa 3800Aa 2750ABa 15750 

CUF-101 1000Aa 650Ac 1000Aa 650Ab 800Ab 650Ac 4750 

E1C4 1250Aa 1400Abc 1150Aa 2250Aa 950Ab 1750Aab 8750 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
 
É importante evidenciar que a formação de pastagens com 

leguminosas contribui com o aumento da produtividade, qualidade da 
pastagem e redução de custos com adubação nitrogenada. Portanto, é 
fundamental avançar em relação ao manejo e melhoramento genético a fim 
de obter maior sucesso na utilização da alfafa sob pastejo. Alguns dos 
entraves na produção de alfafa do estado foram abordados nesta Tese, 
como por exemplo, resistência a doenças e competição com plantas 
invasoras.  

De todas as doenças causadas por patógenos foliares as quais 
foram identificadas no presente estudo, apenas duas foram patogênicas. 
Estas são causadas por Alternaria alternata e Curvularia geniculata.   

O primeiro artigo da Tese, relacionado ao primeiro relato de A. 
alternata em alfafa no Sul do Brasil foi importante para dar início ao 
reconhecimento de tal patógeno. Além do mais, os trabalhos identificando 
as principais doenças foliares com uma abordagem molecular e 
morfológica em alfafa no Sul do Brasil são  nulos, sendo necessário dar o 
primeiro passo.  

Na análise dos dados e elaboração do segundo artigo da Tese, 
algumas questões se evidenciaram. Entre elas, fundamentalmente, a 
diferença entre genótipos. Verificou-se a variabilidade genética para 
resisência à C. geniculata em três materiais, sendo eles  ‘Crioula’, ‘CPPSul’ 
e ‘E1C4’. Em relação a resistência à C. geniculata, estes apresentaram os 
melhores resultados em câmara de crescimento, porém, nos experimentos 
de campo, observamos os melhores resultados apenas para ‘Crioula’ e 
‘E1C4’. Para produção de forragem e competição com plantas invasoras, 
‘Crioula’ e ‘CPPSul’ se destacaram positivamente, mas no entanto, ‘E1C4’ 
não mostrou-se eficiente em relação à competição com plantas invasoras.  

Os resultados demonstram ser primordial dar continuidade a tal 
pesquisa, pois foi possível encontrar materiais com características que 
atendem as exigências dos produtores de alfafa. ‘Crioula’ e ‘CPPSul’ têm 
demonstrado alto desempenho agronômico em relação à produção de 
forragem em trabalhos realizados no Rio Grande do Sul pela UFRGS e 
Embrapa Pecuária Sul. Ressalta-se que os materiais ‘E1C4’ e ‘CPPSul’ 
apresentam aptidão ao pastejo e a ‘Crioula’ apresenta persistência e 
adaptabilidade.  

A metodologia utilizada no experimento de campo e em câmara de 
crescimento foi eficaz na seleção de populações divergentes de alfafa, 
possibilitando o diferimento de populações suscetíveis e resistentes, por 
exemplo.  

Algumas das sementes F1 oriundas dos cruzamentos 
intrapopulacionais realizados em casa de vegetação na UFRGS— Capítulo 
III desta Tese — foram avaliadas para aptidão ao pastejo no Instituto de 
Agrobiotecnología em Pamplona, Espanha. Estes dados estão sendo 
analisados e portanto não foram abordados na presente Tese. Apesar 
disso, há extremo interesse em publicá-los em breve com o intuito de 
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continuar o estudo na área de melhoramento genético de alfafa para 
resistência a doenças e aptidão ao pastejo.  

Este trabalho deve ser continuado com os genótipos que 
apresentaram melhores resultados, ou seja,  ‘Crioula’, ‘CPPSul’ e ‘E1C4’, a 
fim de verificar qual o material mais promissor e realizar cruzamentos entre 
estes para avaliar o progresso da progênie e dessa forma desenvolver um 
genótipo que atenda os anseios do agronegócio. 
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Apêndice 2. Normas de acordo com a revista científica ‘Academia 

Brasileira de Ciências’ , utilizadas para escrever o Capítulo III desta tese. 

 
 
INSTRUCTIONS TO AUTHORS 
 
The journal Anais da Academia Brasileira de Ciências from 2012 onwards only 
considers online submissions. Once you have prepared your manuscript 
according to the instructions below, please visit the new, improved online 
submission website at https://mc04.manuscriptcentral.com/aabc-scielo. Please 
read these instructions carefully and follow them strictly. In this way you will 
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Articles 
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Whenever applicable, the Materials and Methods section should indicate the 
Ethics Committee that evaluated the procedures for human studies or the 
norms followed for the maintenance and experimental treatments of animals. 
 
Short communications 
 
Short communications aim to report on research which has progressed to the 
stage when it is considered that results should be divulged rapidly to other 
workers in the field. A short communication should also have an Abstract and 
should not exceed 1,500 words. Tables and Figures may be included but the 
text length should be proportionally reduced. Manuscripts submitted as articles 
but found to fit these specifications will be published as short communications 
upon the author’s agreement. 
 
After the first screening, the articles will be evaluated by at least two reviewers, 
them being from educational and/or national and international research 
institutions, with proven scientific production. After due corrections and possible 
suggestions, the paper may be accepted or rejected, considering the reviews 
received. 
 
We use the integrated Crossref Similarity Check program to detect plagiarism. 
 
There are no APC and submission charges in the AABC. 
 
PREPARATION OF MANUSCRIPTS 
 
All parts of the manuscript should be double-spaced throughout. After 
acceptance, no changes will be made in the manuscript so that proofs require 
only corrections of typographical errors. The authors should send their 
manuscript in electronic version only. 
 
Length of manuscript 
 
While papers may be of any length required for the concise presentation and 
discussion of the data, succinct and carefully prepared papers are favored both 
in terms of impact as well as in readability. 
 
Tables and Illustrations 
 
Only high-quality illustrations will be accepted. All illustrations will be considered 
figures including drawings, graphs, maps, photographs as well as tables with 
more than 12 columns or more than 24 lines (maximum of 5 figures free of 
charge). Their tentative placement in the text should be indicated. 
 
Digitalized figures 
 
Figures should be sent according to the following specifications: 1. Drawings 
and illustrations should be in format EPS (PostScript) or AI (Adobe Illustrator) 
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and never be inserted in text; 2. Images or figures in grayscale should be in 
format TIF and never be inserted in text; 3. Each figure should be saved in a 
separate file; 4. Figures should be submitted at high quality (minimum resolution 
of 300dpi) at the size they are to appear in the journal, i.e., 8 cm (one column) 
or 16.5 cm (two columns) wide, with maximal height for each figure and 
respective legend smaller than or equal to 22 cm. The legends to the figures 
should be sent double-spaced on a separate page. Each linear dimension of the 
smallest characters and symbols should not be less than 2 mm after reduction; 
5. Manuscripts on Mathematics, Physics or Chemistry may be typesetted in,  or. 
The TEX, PDF and BIB files should be sent, and EPS files if there are any 
figures; 6. Manuscripts without mathematical formulae may be sent in RTF, 
DOC or DOCX. 
 
Front page 
 
The front page of the manuscript should present the following items: 1. Title of 
the article (the title should be short, specific, and informative); 2. Full name(s) of 
the author(s); 3. Full professional address of each author (institution, street, 
number, zip code, city/county, state if applicable, country, etc.); 4. Key words 
(four to six in alphabetical order); 5. Running title (up to 50 characters); 6. 
Academy Section (one out of our 10 areas) to which the content of the work 
belongs; 7. Name and e-mail address of the author to whom all correspondence 
and proofs should be provided. 
 
Acknowledgments 
 
These should be included at the end of the text. Personal acknowledgments 
should precede those of institutions or agencies. Footnotes should be avoided; 
when necessary they must be numbered. Acknowledgments to grants and 
scholarships, and of indebtedness to colleagues as well as mention to the origin 
of an article (e.g. thesis) should be added to the Acknowledgments section. 
 
Abbreviations 
 
Abbreviations should be defined at their first occurrence in the text, except for 
official, standard abbreviations. Units and their symbols should conform to those 
approved by the ABNT or by the Bureau International des Poids et Mesures 
(SI). 
 
References 
 
Authors are responsible for the accuracy of the References. Published articles 
and those in press may be included. Personal communications (Smith, personal 
communication) must be authorized in writing by those involved. References to 
thesis, meeting abstracts (not published in indexed journals) and manuscripts in 
preparation or submitted, but not yet accepted, should be cited in the text as 
(Smith et al., unpublished data) and should NOT be included in the list of 
references. 
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