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RESUMO

SOUZA, Fernanda Corréa. Crescimento e esporulacdo de Stemphylium sp. sob diferentes
meios de cultura e condi¢cdes de ambiente. 2015. 51p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia, Fitotecnia). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

A cultura do tomate esta sujeita ao ataque de doencas de diferentes etiologias, com destaque
para a mancha-de-estenfilio, causada por Stemphylium sp., que infecta a parte aérea da planta
e tem apresentado maiores incidéncias e perdas nas areas de cultivo nos ultimos anos. Apesar
da importancia desta doenga, séo poucos os estudos realizados visando esclarecer aspectos da
epidemiologia e controle da doenca. Para realizacdo desses trabalhos € fundamental o uso de
ensaios que envolvam inoculacBes do patdgeno o que requer métodos eficientes de sua
multiplicacdo in vitro. O presente trabalho teve o objetivo de avaliar a influéncia de alguns
fatores sobre o crescimento micelial e esporulacdo do patégeno em condicGes controladas.
Diferentes meios de cultura (V8, suco de tomate, BDA, aveia, cenoura, farinha de milho,
folha de tomate e V8+BDA), temperatura (25 °C, 25+10 °C, 25+15 °C, 25+20 °C, 25/10 °C,
25/15 °C; 25/20 °C), fotoperiodo (luz/escuro respectivamente, 0h/24h, 4h/20h, 6h/18h, 8h/16h
e 12/12h), luminosidade (l&mpadas brancas frias e lampadas de luz negra) e tipos de estresse
aplicado a col6nia (raspagem e comprimento de onda) foram testados. Apds a determinacgédo
das melhores combinacdes de temperatura, fonte de luz e fotoperiodo avaliou-se a viruléncia
dos conidios obtidos no sistema selecionado. Os resultados indicaram o meio suco de tomate
e V8 como os mais favoraveis ao crescimento e esporulacdo respectivamente. A temperatura
de 25 °C continuos favoreceu o crescimento micelial e a alternancia de 25 °C (diurno) e 10 °C
(noturno) a esporulagdo. O fotoperiodo 12h luz/12h escuro foi o que mais estimulou o
crescimento, ja para esporulagdo o estimulo foi maior quando foi oferecido 6h luz/18h escuro.
As diferentes fontes de luz utilizadas tiveram influéncia marcante na esporulacdo, sendo as
lampadas brancas frias as mais estimulantes. As colbnias que ndo sofreram estresse obtiveram
melhores resultados na producdo de conidios. Dessa forma, o protocolo sugerido neste
trabalho consistiu de inoculagdo em meio V8, temperatura alternada de 25 °C (diurno) e 10 °C
(noturno), fotoperiodo de 6 horas de luz branca/18 horas de escuro. Os conidios produzidos
nesta metodologia apresentam grande capacidade de infeccéo de plantas de tomateiro.

Palavras-chave: mancha-de-estenfilio, temperatura, fotoperiodo, esporulacdo in Vvitro,
viruléncia.



ABSTRACT

SOUZA, Fernanda Corréa. Growth and sporulation of Stemphylium sp. under different
culture media and environment conditions. 2015. 51p. Dissertation (Master in Agronomy,
Crop production). Instituto de Agronomia, Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

The tomato crop is subject to attack by diseases of different etiologies, especially the gray leaf
spot, caused by Stemphylium sp., which infects the aerial part of the plant and has shown
higher incidences and losses in growing areas in recent years. Despite the disease importance,
few studies are developed to elucidate the aspects of epidemiology and control of the disease.
The use of trials involving pathogen inoculations is essential for carrying out these studies,
which requires efficient methods of in vitro multiplication. The aim of this study was to verify
the influence of some factors applied during incubation on the mycelial growth and
sporulation of the pathogen under controlled conditions. Different culture media (V8 juice
agar, tomato juice, PDA, oat, carrot, corn flour, tomato leaf and V8+PDA), temperature
(25°C; 25+10°C; 25+15°C; 25+20°C; 25/10°C; 25/15°C; 25/20°C), photoperiods (day/night,
respectively, of Oh/24h, 4h/20, 6h/18h, 8h/16h and 12h/12h), luminosity (cool white lamps
and black light lamps) and stress types applied to the colony (scratching and UV) were tested.
Promising factors were determinate and, after this, the virulence of conidia obtained on the
selected system was evaluated. Results indicated the tomato juice and V8 juice agar more
favorable for growth and sporulation, respectively. The temperature of 25°C continuous
favored mycelial growth and alternation of 25°C (day) and 10°C (night) the sporulation. The
growth was more stimulated by 12h light/ 12h dark of photoperiod and the sporulation was
higher 6h light/ 18h dark. The different light sources had influence on sporulation and cool
white lamps were the most stimulating. Not stressed colonies had better results in conidia
production. Thus, the suggested protocol in this study consisted in incubation in V8 juice agar
media, alternately temperature of 25°C (day) and 10°C (night), 12h light / 12 h dark
photoperiod. The produced conidia in this methodology showed great capacity of infection on
tomato plants.

Key-words: gray leaf spot, temperature, photoperiods, sporulation in vitro, virulence.
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) destaca-se entre as diferentes hortalicas
cultivadas pela sua importancia econémica e social, distribuicdo geografica e versatilidade
culinaria (FILGUEIRA, 2008). Pode ser cultivado em regibes tropicais e subtropicais no
mundo inteiro, tanto para 0 consumo in natura como para a inddstria de processamento,
destacando-se como a segunda hortalica mais cultivada no mundo sendo superada apenas pela
batata.

O Brasil € o oitavo produtor mundial de tomate, com producédo de cerca de 4.291.160
toneladas. Esta producdo concentra-se nos Estados de Goias, Sdo Paulo e Minas Gerais,
responsaveis por aproximadamente 60% da producéo nacional. O estado do Rio de Janeiro é o
sétimo maior produtor nacional de tomate, com cerca de 207.424 toneladas, o que
corresponde a 5% da producéo nacional (IBGE, 2014).

A planta de tomate pode ser infectada por diversos patdgenos que podem provocar
perda na produtividade e na qualidade dos frutos. De 15 a 30% do custo total de producéo de
tomate é atribuido ao uso de fungicidas no combate de doencas foliares causadas por fungos
fitopatogénicos (LOPES et al., 2005). Dentre essas doencas esta a mancha-de-estenfilio que
pode ser causada por Stemphylium solani (WEBER, 1930) e, ou Stemphylium lycopersici
(ELLIS & GIBSON, 1975) no Brasil.

A mancha-de-estenfilio pode ocorrer durante todo o ciclo da cultura e, provocar, sob
condicBes ideais de temperatura e umidade, a reducdo da area foliar e encurtar o ciclo da
planta, consequentemente, queda na producdo (KRANZ, 1977; MELLO, 1995; OLIVEIRA,
1997). As informacdes sobre as condi¢des Otimas para o desenvolvimento de epidemia sdo
escassas. Ha relatos de que as infecgdes por Stemphylium sdo favorecidas por condicGes de
ambiente com alta umidade relativa e temperatura de 25 a 30 °C (KRANZ, 1977) ou 24 a 27
°C (JONES, 1991). O controle da doenca é baseado na aplicacdo de fungicidas e no uso de
cultivares resistentes.

Apesar da importancia da mancha-de-estenfilio, poucos sdo os estudos realizados
visando esclarecer aspectos relacionados a biologia do patégeno e epidemiologia da doenca.
Uma das limitacBes hoje encontradas para se estudar este patossistema é a dificuldade de se
produzir in6culo do patégeno in vitro. E, para o desenvolvimento de tais trabalhos, bem como
para estudos genéticos, citoldgicos, implantacdo de programas de melhoramento e busca de
novos métodos de controle é fundamental o uso de ensaios que envolvam inocula¢Bes do
patdégeno. Para a obtencdo deste indculo, por sua vez, é essencial o desenvolvimento de
protocolos simples e que resultem em réapida e abundante produgéo de conidios in vitro.

Espécies do género Stemphylium apresentam grande variabilidade na viruléncia, e na
habilidade de crescer e esporular em cultura pura. Sabe-se que a composi¢cdo do meio de
cultura, a temperatura e a luz determinam a quantidade e qualidade do crescimento micelial e
esporulacdo de fungos (DHINGRA & SINCLAIR, 1995). Nozaki et al. (2004), afirmam que
nem sempre as condi¢des que favorecem o crescimento sdo as mesmas para esporulacao, pois
a luz exerce efeito direto sobre o fungo, induzindo ou inibindo a formacdo de estruturas
reprodutivas. Segundo estes autores, alguns meios de cultura sdo mais favoraveis para
esporulacdo de fungos que outros, por apresentarem carboidratos complexos que sdo0 menos
adequados para a producdo de hifas vegetativas, porém mais adequados a producdo de
esporos.

Tendo como base o0 exposto, o presente trabalho teve como objetivos: (i) identificar o
melhor meio de cultura e as melhores condigdes de temperatura para o crescimento micelial e
esporulacdo de Stemphylium sp. in vitro; (ii) identificar o melhor comprimento de onda e
regime de luz para o crescimento micelial e esporula¢do do patdgeno; (iii) identificar fatores
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de estresse da colnia que possam contribuir para estimular a esporulacdo e (iv) avaliar a
viruléncia dos conidios obtidos nos sistemas acima estudados e selecionados.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. O Tomateiro

2.1.1. Origem e historia

O tomateiro é originario da costa ocidental da América do Sul, entre Equador e Chile e
domesticado no México, pelos Maias (ALMEIDA, 2006). Para alguns autores, o tomate é
descendente de algumas espécies silvestres que produzem frutos vermelhos e pequenos, 0
tomate cereja (CANDOLLE, 1886; MARANCA, 1981; STEVENS & RICK, 1986). Contudo,
investigagdes genéticas t€ém mostrado que as plantas conhecidas como ‘cerasiforme’ sdo
originarias do cruzamento entre tomates silvestres e cultivados, em vez de ser ‘ancestral’ das
espécies cultivadas (NESBITT & TANKSLEY, 2002; BLANCA et al., 2012).

A cultura do tomateiro foi levada para Europa pelos espanhois no século XVI e
consumido inicialmente pelos italianos, porém, somente dois séculos ap0os a sua introducao
(FILGUEIRA, 2008).

No Brasil, seu habito de consumo foi introduzido por imigrantes europeus no final do
século XIX (ALVARENGA et al., 2004).

2.1.2. Taxonomia e caracteristicas da planta

O tomate pertence a ordem Tubiflorae, familia Solanaceae e ao género Solanum.
Quanto ao género, alguns autores o relatam como pertencente a Solanum (PERALTA et al.,
2006; TOURNEFORT, 1964). A classificacdo original do tomateiro foi feita por Linnaeus em
1753 utilizando o sistema binomial e o enquadrando no género Solanum (PERALTA et al.,
2006). A espécie foi, porém, reclassificada por Miller em 1754, como pertencente ao género
Lycopersicon com a descri¢do de varias espécies por este mesmo autor em 1768, incluindo a
espécie cultivada, L. esculentum. Tendo em vista as similaridades genéticas entre
Lycopersicon esculentum e espécies do género Solanum, foi proposta a sua reclassificacdo e
reposicionamento. Assim, tendo como base evidéncias obtidas a partir de estudos
filogenéticos utilizando seqiiéncia de DNA (SPOONER et al., 2005), estudos morfol6gicos e
de distribuicdo das plantas tem sido aceita a sua reclassificacdo e denominacdo cientifica
como Solanum lycopersicum (PERALTA et al., 2006; SPOONER et al., 2003; WARNOCK,
1988), conforme consta no Code of Nomenclature for Cultivated Plants (BRICKELL et al.,
2004).

A planta de tomateiro é herbéacea, com caule flexivel e incapaz de suportar o seu
proprio peso, especialmente quando em fase de frutificacdo, e com abundante ramificacgéo.
Desta forma, em lavouras de tomate para consumo in natura tem se como pratica a sua
conducdo em suportes ou tutores e as podas das gemas laterais alterando a sua conformacao
natural que lembra uma moita.

No entanto dentro da especie podem ser encontradas plantas com dois tipos de habitos
de crescimento: a) crescimento indeterminado que predomina na maioria das cultivares para
mesa, que sdo conduzidas tutoradas e podadas; b) crescimento determinado é valorizado para
as cultivares destinadas para producdo de tomate industrial, cultivadas de forma rasteira
(FILGUEIRA, 2008).

O tomate é propagado comercialmente pelas sementes. Estas sdo pequenas, de formato
reniforme e ricas em tricomas de coloracdo marrom-clara (ALVARENGA, 2004). As folhas



sdo compostas, alternadas (ALVARENGA, 2004) e o sistema radicular do tipo pivotante, com
cerca de 80% das raizes nos primeiros 45 cm de profundidade (ESPINOZA, 1991).

As flores sdo pequenas, amarelas e hermafroditas e se agrupam em cachos. Os cachos
podem ser do tipo simples (ndo ramificado) ou composto (ramificado) (MINAMI & HAAG,
1989). Os frutos sdo bagas carnosas, suculentas, com aspecto, tamanho e peso variados,
conforme a cultivar. Sdo tipicamente climatéricos e iniciam o seu amadurecimento com a
elevacdo na atividade respiratdria. A coloracdo vermelha € a mais comum, determinada por
uma mistura de dois pigmentos, o licopeno (vermelho) e o caroteno (amarelo) (FILGUEIRA,
2008).

2.1.3. Exigéncias climaticas

A cultura adapta-se melhor ao cultivo em clima tropical de altitude, como o das
regides serranas ou de planalto, e também em clima subtropical ou temperado, seco e com
luminosidade elevada (FILGUEIRA, 2008).

O tomateiro € exigente em termoperiodicidade didria, isto é, requer temperaturas
diurnas amenas e noturnas menores, com diferenca de 6-8 °C entre elas. As temperaturas
Otimas sdo 21-28 °C, de dia, e 15-20 °C, de noite, variando em razédo da idade da planta e da
cultivar. Temperaturas excessivas, diurnas ou noturnas, constituem fator limitante a
tomaticultura, prejudicando a frutificacdo e o pegamento dos frutinhos. Temperaturas diurnas
amenas favorecem a polinizagdo e a produtividade e baixas temperaturas retardam a
germinacdo, emergéncia da plantula e crescimento vegetativo. O tomateiro se comporta como
indiferente ao fotoperiodo. A alta umidade do ar favorece a ocorréncia de doengas fungicas e
bacterianas (FILGUEIRA, 2008).

2.1.4. Situagdo econdmica

A cultura do tomate é formada por duas cadeias produtivas distintas, caracterizadas
pelos segmentos de mesa, destinado ao consumo in natura, e de inddstria, destinado ao
processamento. Cada cadeia produtiva possui caracteristicas intrinsecas na producao,
beneficiamento, processamento e comercializagdo, desde as cultivares utilizadas até as formas
de cultivo e consumo final.

O tomate é a cultura mais importante, dentre as hortalicas, ndo s6, em termos de
producdo, como também, em valor econdmico, pois € a hortalica mais industrializada e que
emprega um dos maiores contingentes de méo-de-obra, alem de estar diretamente na dieta
alimentar de grande parte da populacdo (KROSS et al., 2001).

A producdo mundial de tomate em 2013 foi de 163.963.770 toneladas, sendo a China,
o maior produtor com 50.552.200 toneladas, seguida da india e Estados Unidos (FAO, 2013).
O Brasil é o oitavo produtor mundial com 4.291.160 toneladas produzidas em 65.146
hectares. Esta producéo estd concentrada na regido sudeste (1.919.438 t), seguida do centro-
oeste (1.096.895 t) e nordeste (672.011 t), principalmente nos estados de Goias (1.025.567 t),
Sdo Paulo (849.052 t) e Minas Gerais (674.962 t), que reunidos sdo responsaveis por 60% da
producéo nacional (IBGE, 2014).

O estado do Rio de Janeiro é o sétimo maior produtor nacional de tomate com 2.718
hectares plantados, 207.424 toneladas produzidas. A produtividade média do estado (76,42 t
ha™) esta acima da média nacional (65,94 t ha™), no entanto inferior ao estado de Goias (88,05
tha™), o qual se destaca pelo alto nivel tecnolégico empregado nas lavouras (IBGE, 2014).



A cultura do tomateiro acumulou muitos ganhos genéticos com o melhoramento de
plantas, sendo cultivada em regides mais remotas do mundo, apesar disso, apresenta muitos
problemas, principalmente fitossanitarios.

2.1.5. Doencas do tomateiro

O tomateiro esta sujeito a varias doengas que podem causar reducgdo de produtividade
e da qualidade do produto. O conhecimento da etiologia, sintomatologia e epidemiologia é
essencial para se definir as estratégias de controle.

Estima-se que cerca de 15% a 30% do custo total de producdo de tomate deva-se ao
uso de fungicidas para o controle de doencas foliares causadas por fungos (LOPES et al.,
2005). Dentre essas doencas estad a mancha-de-estenfilio causada pelo fungo Stemphylium sp.

2.2. Mancha-de-Estenfilio

2.2.1. Importancia

O primeiro relato desta doenga foi nos Estados Unidos em 1924, primeiramente na
cultura do algodao, e na sequéncia no tomateiro (WEBER, 1930). A mancha-de-estenfilio
desde entdo vem sendo relatada em outras regides do mundo.

No Brasil, o primeiro relato ocorreu em 1945, no Estado do Rio de Janeiro
(NAMETAKA & TOKESHI, 1967), apresentando frequéncia esporddica nos anos seguintes.
Por volta de 1967, a doenca teve sua ocorréncia aumentada nas lavouras de tomateiro devido
ao plantio quase que exclusivo da cultivar Santa Cruz, suscetivel ao patogeno (NAMETAKA
& TOKESHI, 1967). A fim de reduzir as perdas pela doenca passou-se a preconizar o cultivo
de ‘Angela’ e, posteriormente de ‘Santa Clara’, resistentes a mancha-de-estenfilio
(ALVARENGA, 2004).

Embora seja uma doenca destrutiva, foi relatada como de importancia secundaria no
Brasil devido a utilizagdo combinada de fungicidas e variedades resistentes (KUROZAWA &
PAVAN, 1997). No entanto, severas epidemias desta doenca tém sido relatadas nas varias
regibes produtoras do Brasil, sugerindo que os atuais hibridos plantados no pais néo
apresentam resisténcia ao patdgeno, principalmente, os do tipo Longa Vida. Desta forma,
existe a necessidade de se buscarem novas estratégicas de controle e/ou de verificar a
eficiéncias das ja utilizadas, além de se realizarem estudos sobre o patossistema (REIS &
BOITEUX, 2006).

2.2.2. Agentes causadores e classificagdo taxondmica

A mancha-de-estenfilio € uma doenca que pode ocorrer em praticamente todas as
regibes onde se cultiva o tomateiro, afetando a cultura em diferentes estadios de
desenvolvimento. A doenga pode ser causada por quatro espécies do género Stemphylium:
Stemphylium solani (WEBER, 1930), Stemphylium lycopersici (ELLIS & GIBSON, 1975), S.
floridanum (HANNON & WEBER, 1955) e S. botryosum (ROTEM et al., 1966). O género
Stemphylium Wallr., do qual S. botryosum Wallr. é a espécie tipo, foi estabelecido em 1833
por Wallrotch (SIMMONS, 1967) € classificado como pertencente ao reino Fungi; filo:
Ascomycota,; classe: Dothideomycetes; sub-classe: Pleosporomycetidae; ordem: Pleosporales
e familia Pleosporaceae, considerados portanto fungos anarmoficos hifomicetos (KIRK et al.,
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2008). A forma perfeita da maioria das espécies de Stemphylium pertence a Pleospora (Fr.)
(SIMMONS, 1969b).

As caracteristicas do género sdo as seguintes: conidios muriformes e de coloracao
palida a castanho, ovais, oblongos, elipsoides ou subféricos, subgulares solitarios, terminais,
frequentemente com constricdo na por¢cdo mediana do conidio onde esta o principal septo
transversal, de superficie lisa ou verrugosa. Os mesmos ndo tém bicos e sdo produzidos em
conidioforos percorrentes, ou seja, que crescem através do préprio apice (que os difere dos
géneros Ulocladion e Alternaria). A extremidade do conidiéforo é em geral dilatada. As
colbnias crescem rapido em meio de cultura e o micélio é de coloragdo marrom a olivacio-
escuro ou de acinzentado a flocado (ELLIS, 2015).

No Brasil, sdo relatadas apenas as espécies S. solani e S. lycopersici, sendo S. solani a
mais comum. Sua predominancia em relagdo a S. lycopersici em lavouras de tomate, deve-se,
provavelmente, ao fato de esta espécie ser mais polifaga, ou seja, ser capaz de infectar um
maior nimero de espécies hospedeiras (MENDES et al., 1998). Além do tomateiro, espécies
de S. solani podem atacar cerca de 20 outras espécies da familia das solanaceas, dentre as
quais, pimentdo (Capsicum annuum L.), pimentas (Capsicum spp.), o jilé (Solanum gilo), a
berinjela (S. melongena), a lobeitra (S. lycocarpon) e o algodoeiro (Gossypium hirsutum)
(BOITEUX et al., 1993; MEHTA, 1998; MIZUBUTI & BROMMONSCHENKEI, 1996).

As espécies que infectam o tomateiro no Brasil podem ser diferenciadas pelas
caracteristicas morfoldgicas dos conidioforos e conidios. Os conidiéforos do S. solani sdo
mais longos (até 200 pum) e estreitos (4-7 um de largura) que os de S. lycopersici (até 140 pm
e 6-7 um de largura). Os conidios de S. solani possuem 3 a 6 septos transversais (além dos
longitudinais) e em sua maioria com constrito no meio dos septos, medindo de 35-55 X 18-28
um. Os conidios de S. lycopersici sdo pontiagudos conico até o apice, com 1 a 8 septos
transversais (alguns longitudinais) e geralmente com constrito nos trés maiores septos
transversais, medindo de 50-74 x 16-23 um (ELLIS, 1971).

Isolados de S. solani apresentam grande variabilidade nas caracteristicas morfologicas
de suas coldnias. Segundo Mehta (1998) as caracteristicas morfologicas dos isolados de
algoddo foram diferentes daqueles de isolados de tomateiro. As colonias de isolados de
algoddo apresentavam crescimento lento quando cultivadas em meio de cultura BDA,
atingindo no maximo 66 mm de didmetro em 10 dias ap6s a incubacgdo, apresentaram
coloracdo cinza escuro com setores e centro aveludado, micélio liso e alguns isolados
produziram pigmentos amarelados no centro da col6nia, os quais se tornaram avermelhados
com o tempo. Ja as colbnias de isolados de tomate eram lisas, circulares, sem presenca de
setores e micélio aéreo de coloracdo branco para rosa.

Mehta (1998) realizou inoculagbes cruzadas com isolados de Stemphylium
provenientes do algodoeiro, tomateiro, batata e tremoco azul (Lupinus angustifolius L.). O
isolado de S. solani coletado do tomateiro foi altamente virulento quando inoculado em
tomateiro e batata, mas pouco virulento ao algodoeiro. Neste estudo, os isolados de S. solani
apresentaram pequenas diferencas quanto as caracteristicas morfoldgicas e dimensionais dos
conidios. Os isolados provenientes do algodoeiro eram levemente curtos, estreitos e
apresentavam paredes lisas, ao contrario do isolado do tomateiro que possuiam paredes
verrugosas (MEHTA, 1998).

2.2.3. Sintomatologia

No tomateiro, a mancha-de-estenfilio pode ocorrer em quaisquer estadios de
desenvolvimento, desde mudas nas sementeiras até o periodo de colheita, neste ultimo com
maior frequéncia E provavel que o ataque do fungo seja mais intenso préximo a época da
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colheita devido a dificuldade em prosseguir o programa de pulverizacdo com fungicidas e ao
enfraquecimento natural das plantas (KUROZAWA & PAVAN, 1997). A infecgdo ocorre
principalmente nas folhas, tanto jovens como senescentes. Em condi¢des muito favoraveis
podem ser observadas lesdes da doenga nos peciolos e nos pedunculos florais (JONES, 1991,
ROTEM & BASHI, 1977). Kowata-Dresch (2014) observou que o S. solani € capaz de
infectar o fruto do tomateiro, tanto naturalmente como por inoculagao.

As lesbes ou pintas em seus estagios iniciais sdo pequenas, encharcadas, pouco
visiveis, de coloragdo marrom a preta. Tornam-se rapidamente necroticas, irregulares, de
coloracgdo cinza-escura, translicidas, com 3 a 10 mm de diametro, freqientemente rompidas
ao atingir seu tamanho maximo. Ocasionalmente, nas folhas mais velhas, atingem 10 mm de
diametro e coalescem, matando e destruindo extensas areas dos foliolos (KUROZAWA &
PAVAN, 1997).

O principal dano causado pela mancha-de-estenfilio é a reducdo da area foliar e,
consequentemente, do potencial produtivo da planta (KUROSAWA & MUSSI, 1995).
Segundo esses autores, a incidéncia é maior em folhas mais novas, afetando principalmente a
porcdo apical. Diferente desta informagdo, Domingues (2012) e Kowata-Dresch (2014),
observaram que a infeccdo pode ocorrer em qualquer posicdo das folhas, ndo ficando limitada
nas folhas mais jovens, e ainda, a severidade da doenga era maior em folhas mais velhas.

2.2.4. Epidemiologia

O patogeno pode sobreviver em restos culturais no solo ou em plantas que crescem no
local de cultivo, em campos ou viveiros abandonados. O fungo pode também infectar diversas
solanéceas cultivadas ou nativas, que podem atuar como fonte de indculo. Pode haver
disseminacdo por sementes, mudas infectadas e insetos, mas o principal agente é o vento
(KURIZAWA & PAVAN, 1997). Entretanto, Lopes et al. (2005), relatam que ndo ha
evidencias que o patdgeno seja transmitido pela semente.

A maioria das pesquisas sobre a infeccdo de espécies de Stemphylium em diferentes
hospedeiros confirma que a temperatura e a umidade sdo os fatores ambientais mais
importantes. A germinagdo de conidio ocorre rapidamente na presenca de agua livre sobre a
superficie da folha e sob temperaturas entre 24 e 27 °C. Nestas condi¢fes, germina e cresce
rapidamente e, apos dois a trés dias, os sintomas aparecem (ALVARENGA, 2004).

A temperatura 6tima para o desenvolvimento da doenca esta entre 25 e 28 °C e alta
umidade relativa - maior que 80% (KUROZAWA & PAVAN, 1997). Paulus e Pound (1955)
estudaram, em condi¢des controladas, o efeito da temperatura do ar na infeccdo e
desenvolvimento de S. solani em tomate, e verificaram que o patdgeno apresenta maximo
crescimento apo6s 24 horas sob condi¢Bes de 24 a 26 °C, com umidade relativa de 100%.
Segundo Kranz (1977), a temperatura de 26 °C e trés horas de molhamento foliar € 0 minimo
para que ocorra a germinacgdo dos conidios e penetracdo do tecido hospedeiro por S. solani.

A infeccdo do patdgeno em plantas de tomateiro foi estudada nas condi¢des de clima
subtropical (Minas Gerais), utilizando-se técnicas histoldgicas e de microscopia eletrdnica de
varredura (BENTES & MATSUOKA, 2005). Os autores observaram que 0S conidios
germinaram ap06s seis horas, originando varios tubos germinativos, dos quais somente um ou,
eventualmente, dois penetraram no hospedeiro. As hifas penetram principalmente via-
estdmatos apds 12 horas da inoculacdo. Apos a penetragdo, a hifa se expandiu originando uma
vesicula de formato globoso ou irregular na cavidade subestomatica, que se ramificou e
originou hifas secundarias que colonizaram o mesofilo do hospedeiro ap6s 24 horas da
inoculacdo. Os sintomas tipicos da doenca apareceram no intervalo de 24 a 48 horas ap6s a
inoculagédo, na cultivar suscetivel ‘Moneymaker’. Apos 36 horas da inoculagdo, foi observado
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a degradacdo do contetdo celular e o colapso de células do meséfilo, na presenca de hifas
intracelulares, e em células distantes das hifas do patdgeno. Estes resultados demostram que a
estratégia de colonizagédo do fungo é do tipo necrotrofica (BENTES & MATSUOKA, 2005).

2.2.5. Controle

A medida mais eficiente e mais econdmica de controle da mancha-de-estenfilio é o
uso de cultivares resistentes (JONES, 1991; KIMATI et al., 2005; LOPES et al., 2005). Esta
resisténcia é controlada por um Unico gene dominante, denominado Sm (HENDRIX &
FRAZIER, 1949) sendo, por isso, relativamente facil de ser incorporada (via
retrocruzamentos) em uma cultivar de tomateiro (GIORDANO et al., 2003). Pela sua eficacia
e estabilidade, diversas cultivares, tanto produ¢d destinada ao consumo in natura quanto para
processamento industrial, apresentam o gene de resisténcia Sm. Dentre estas pode-se destacar
‘Santa Clara’, ‘IPA 5°, ‘Angela’ e ‘Agrocita 33’ (KUROZAWA & PAVAN, 1997); ‘Ohio
4013’, “Yoshimatsu’ ¢ “‘TSW-10’, ‘Havaii’ ¢ ‘Monense’ (PAULA & OLIVEIRA, 2001).

Outras medidas de controle podem ser empregadas como aplicacdo de fungicidas,
registrados no Ministério da Agricultura, de forma preventiva; rotacdo de cultura, evitando
espécies hospedeiras dos patogenos; evitar plantios proximos a lavouras de tomate ou de
outras plantas hospedeiras; eliminacdo de restos de cultura logo ap6s a ultima colheita e
manejo adequado das irrigacdes (LOPES et al., 2005).

2.3. Considerac0es Gerais Sobre Crescimento e Esporulacdo de Stemphylium sp. In Vitro

Espécies do género Stemphylium apresentam grande variabilidade na patogenicidade,
crescimento e capacidade de esporulagdo em cultura pura. Sabe-se que a composic¢do do meio
de cultura a temperatura e luminosidade determinam a quantidade e qualidade do crescimento
micelial e esporulacdo dos fungos (DHINGRA & SINCLAIR 1995). Segundo Nozaki et al.
(2004), as condicbes que favorecem o crescimento ndo favorecem necessariamente a
esporulacdo e que a luz, por exemplo, pode exercer efeito direto sobre o fungo, induzindo ou
inibindo a formacdo de estruturas reprodutivas. Segundo estes autores, alguns meios de
cultura sdo mais favordveis a esporulacdo que outros por apresentarem carboidratos
complexos que sdo menos adequados para a producdo de hifas vegetativas, porém mais
adequados a producdo de esporos.

2.3.1. Influéncia do meio de cultura no crescimento micelial e esporulagdo de fungos

Diversos meios de cultura que favorecem o crescimento micelial e estimulam a
esporulacdo de especies de Stemphylium tém sido relatados na literatura. Dentre estes
destacam-se 0s meios: V8 agar (200 mL de suco de vegetais V8; 20 g de agar; 3 g CaCOg;
800 mL de agua destilada) (BENTES & MATSUOKA, 2005; DIENER, 1952) e o de batata-
dextrose-agar (BDA) (BENTES & MATSUOKA, 2005; LIMA, 1982; SANTOS, 1995).
Segundo Bentes & Matsuoka (2005b), o meio de cultura V8 favorece a esporulacdo do
patdgeno.

Santos (1995), avaliou o efeito do meio de cultura (MP-5, Meio S, V-8 e BDA) na
esporulacgdo de S. lycopersici e constataram que o cultivo em meio V-8 e a temperatura de 25
ou 30 °C foram as melhores condi¢cdes para a esporulacdo deste fungo. Outros autores
propdem meios alternativos para a esporulacdo de S. solani, como, por exemplo: farinha de
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milho-agar (SANDROCK & VANETTEN, 1998); maltose-peptona-agar (LIMA, 1982).
Kumar (2007), obteve maior producdo de conidios de S. botryosum no meio V8 com BDA,
em comparacdo com os meios V8 e V8+BDA modificado.

As espécies de Stemphylium esporulam melhor em meio pobre em agucar, como 0
meio V8-agar. Este meio contém apenas 0,3% de acucar, fornecido pelos oito vegetais de sua
composicdo. Em alguns casos, extratos de planta hospedeira podem melhorar a esporulagéo,
como, por exemplo, extrato de pé de café em meio V8 para esporulacdo de Cercospora
caffeicola (SOARES, 2003). Ledo et al. (2011), estudaram a influéncia de sete diferentes
meios de cultura (BDA, BDA modificado, V8 modificado, aveia, cenoura, folha de melancia
e folha de melancia+CaCO3) no crescimento micelial e esporulacdo de Ascochyta cucumis.
Segundo esses autores, 0 meio de folha de melancia+CaCO3; a 27 °C foi a condicdo que mais
favoreceu o crescimento e a esporulacéo deste fungo.

O comportamento de isolados de Stemphylium solani in vitro é variavel. Outro fator
importante para induzir ou aumentar a formacdo de esporos é a temperatura. A temperatura
Otima para o crescimento micelial pode ser diferente daquela exigida durante a esporulacdo. A
faixa de temperatura para a esporulacdo, geralmente, é mais estreita que a para o crescimento
(DHINGRA & SINCLAIR, 1995).

2.3.2. Influéncia da temperatura no crescimento micelial e esporulacéo de fungos

A temperatura é um fator determinante para inducdo a esporulacdo de vérios fungos.
Patdgenos de clima tropical e subtropical, em sua maioria, sdo capazes de se desenvolverem
em ampla faixa de temperatura, embora estejam sujeitos a dessecacdo. Alguns fungos
possuem pigmentacdo que podem atuar como uma protecdo contra sol e altas temperatura,
como Alternaria sp. e Stemphylium sp..

Temperaturas fora da faixa 6tima podem inibir a esporulacdo, assim como as demais
fases de desenvolvimento do fungo (AGRIOS, 2005). A temperatura utilizada para o
crescimento de Stemphylium varia de 20 a 30 °C. Minussi et al. (1977), utilizaram para o
cultivo do fungo meio V8 agar a 28 °C, Mehta e Arias (2001), meio V8 &gar a 21 °C e Bentes
e Matsuoka (2005) a 25 °C. Ja Santos (1995), obteve elevada esporulacdo cultivando o
patdgeno em meio V8, com 10 ou 20 mL de meio, a temperatura de 25 ou 30 °C, sob luz
N.U.V (20W) ou escuro pleno.

Espécies como S. botryosum e S. trifolii tem sua esporulacdo inibida por temperaturas
acima de 28 °C (KIM et al., 2004). De acordo com Bashi et al. (1973), a esporulagéo de S.
botryosum f. sp. lycopersici pode ser observada entre 10 a 30 °C, com temperatura 6tima de
25°C.

Spilari (2011), observou em seus estudos relacionados com a influéncia da
temperatura no crescimento micelial e esporulacdo de S. solani que a melhor temperatura para
o0 crescimento micelial é 25 °C e para esporulacdo 15 °C. Ja Souza (2013), obteve melhor
crescimento micelial e esporulacéo a temperatura de 25/15 °C alternado.

Tomioka e Sato (2011), cultivou isolados de S. lycopersici em meio BDA, a 5-38 °C
no escuro, com crescimento micelial maximo a 25 °C. Santos (1999), recomenda 0 uso de
cultura jovem de isolados altamente virulento e cultivo em placas contendo 12 mL de meio de
tomate sob luz negra NUV ou escuro total e temperatura de 25 °C para inducdo da
esporulacgdo de varios isolados de S. solani.



2.3.3. Influéncia da luminosidade no crescimento micelial e esporulacéo de fungos

A qualidade e a intensidade da luz sdo fatores que também podem afetar a germinacéo
de conidios, taxa de crescimento vegetativo, inducdo de formacdo de estruturas reprodutivas
(MINUSSI et al., 1997), pigmentacdo, forma e tamanho dos esporos de grande parte das
espéecies fungicas (MATHUR & NEERGAARD, 1973). Segundo Cochrane (1958), a
irradiagdo luminosa pode induzir, inibir ou ter efeito neutro sobre o crescimento e a
esporulacdo de fungos.

Em relacdo ao fotoperiodo, Stemphylium € considerado um esporulador diurno, que
exige um periodo de luz alternado com um periodo de escuro para o desenvolvimento de
esporos. No escuro total ele produz apenas alguns esporos e sobre luz continua sdo formados
conidioforos estéreis (WARNER, 2005). Segundo Leach (1967), os fungos classificados
como esporulantes diurnos apresentam duas fases distintas de fotoesporogénese, uma “fase
indutiva” levando a formag¢ao de conidioforos e uma “fase terminal” resultando na formacao
de conidios. A fase indutiva é estimulada pela radiacdo proxima a ultravioleta (NUV) e
temperaturas relativamente elevadas, enquanto que a fase terminal é fortemente inibida pela
luz azul e NUV, sendo estimulada por baixas temperaturas.

As lampadas de luz negra NUV emitem radiacdo UV entre 330 e 380 nm, e tém sido
consideradas ideais para induzir a esporulacdo em todos os fungos fotossensiveis. As
lampadas de luz do dia e fria comum tém seus espectros dentro da faixa de luz visivel (380-
775 nm), a qual tem efeito relativamente pequeno sobre a producdo de conidios. Entretanto,
sob condicdes de fotoperiodo, pode causar a ocorréncia de zoneamentos em alguns fungos em
meio agar (DEACON, 1996).

Diener (1952), cultivando S. solani em meio V8, com pH 6,2 a 8,0 e tratando as
culturas com radiacdo ultravioleta, obteve esporulacdo abundante. Entretanto, em trabalhos
posteriores, esse autor constatou que o modo de aplicacdo e o comprimento da onda da
radiacdo ultravioleta podiam ter efeitos inibitérios ou mesmos letais, na esporulacdo do fungo
(DIENER, 1955). Leach (1961), por outro lado, estudou a influéncia da luz na esporulagéo de
Helminthosporium oryzae, e apontou a importancia da radiacdo proxima a ultravioleta na
esporulacdo, bem como a alternéncia de periodo escuro e de irradiagdo. Posteriormente, Leach
(1962) estudou a esporulacdo de 34 espécies de fungos sob radiacdo proxima a ultravioleta
por periodos variando de 3 a 10 dias e observou que em Stemphylium botryosum e S. trifolli,
entre outros, a esporulacado foi iniciada ou aumentada.

Baseando na metodologia descrita por Diener (1952), alterando apenas o tipo de
lampada, Namekata e Tokeshi (1967), conseguiram farta esporula¢do em alguns isolados de S.
solani. Propuseram, ainda, a classificagdo do fungo em trés racas fisiologicas, sendo que uma
delas esporulava abundantemente em qualquer meio, sem necessidade de radiagdo
ultravioleta, mas as outras duas necessitavam de irradiagdo para esporular. Resultados
semelhantes foram encontrados por Minussi et al. (1973).

O fotoperiodo também pode influenciar certas espécies fungicas. Estudos realizados
com S. botryosum isolado de tomate indicaram que a esporulacdo foi 6tima no escuro
continuo, com maior rendimento de esporos ocorrendo quando um periodo de luz de 12 horas
foi seguido de um periodo de escuro de 12 horas (BASHI & ROTEM, 1975). Resultados
semelhantes foram encontrados por Mussi e Kurozawa (1996) para S. solani, com maior
producdo de conidios em cultivos em meio V8 &gar sob um periodo de 12 horas de luz
alternado com 12 horas de escuro. J& Byung Soo-Kim (2004), obteve melhor esporulacéo de
S. solani e S. lycopersici em placas com meio V8 a temperatura de 20 °C e menos de 12 horas
de luz NUV, sendo que nenhuma das espécies esporulou muito sob escuro continuo.
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As recomendac0es gerais para a inducao da esporulagdo com luz, segundo Dhingra e
Sinclair (1995), séo as seguintes: (1) uso de lampadas fluorescentes de luz negra emitindo
radiacdo NUV em espectro continuo de 320 a 420 nm; lampadas fluorescentes brancas frias
do tipo luz-do-dia; (2) duas lampadas (40 W cada) horizontalmente separadas entre si por 20
cm e 40 cm acima das placas da cultura; (3) usar um ciclo alternado de 12h de luz e escuro;
(4) seguir irradiando por dois a trés dias apos o crescimento; e (5) utilizar placas de pléstico
ou vidro que permitam a passagem da luz.

2.3.4. Influéncia de fatores estressantes sobre a esporulacéo de fungos

Outro método utilizado para induzir a esporulacdo sdo aplicacfes de fatores
estressantes como, injarias no micelio, exposicdo a irradiacdo UV, NUV e outros
comprimentos de onda. Para espécies de Alternaria sabe-se que a transicdo da fase micelial
para reprodutiva necessita de severa inducdo por fatores estressantes da coldnia para que a
esporulacdo ocorra (LEACH, 1967). Segundo esse mesmo autor 0 método de estresse mais
utilizado é o da raspagem do micélio aéreo com subsequente exposi¢do a luz branca ou
ultravioleta proximo (NUV) (LEACH, 1962).

Wells et al. (1971), verificaram a esporulacdo de S. solani previamente cultivado em
meio V8 &gar por sete dias em temperatura ambiente (20-25 °C) e fotoperiodo de 10 horas de
claro/dia. Apos este periodo foi realizada a raspagem do micélio e as placas foram dispostas a
uma distancia de 36 cm das lampadas fluorescentes de 40W, com fotoperiodo de 10 horas de
claro/dia durante sete dias. Nestas condi¢des, os autores observaram elevada producdo de
conidios. Ja Pulz (2007), avaliou o efeito de diferentes estresses da colbnia (raspagem de
micélio aéreo, radiacdo de microondas, temperatura de 100 °C e radiacdo UV) na esporulacédo
de Alternaria e obteve maior esporulacdo em meio V8-agar, temperatura de 25 °C,
fotoperiodo de 12 horas de luz NUV/ 12 horas de escuro e raspagem do micélio aéreo.

Rodrigues et al. (2010), avaliaram o efeito da desidratacdo do micélio na esporulacéo
de Alternaria solani. Esses autores observaram que colonias formadas em placas de Petri com
tampa tiveram elevado crescimento micelial sem esporulacdo. J& nas placas abertas ocorreu a
desidratacdo do micélio, desencadeando o estimulo inicial para a esporulacdo. Foi relatado
que os conidi6foros em contato com um filme de dgua podem reverter para hifas vegetativas e
parar a producdo de conidios (ARAGAKI et al., 1973). Em Neurospora crassa, genes
associados com a producdo de conidios foram traduzidos apenas quando ocorreu a dessecacao
das colonias (CHANGGONG et al., 1997).

No entanto, até 0 momento ha poucos estudos comprovando que estresses da colénia
como injuria do micélio, temperaturas elevadas, exposicdo a radiacdo UV, e a outros
comprimentos de onda favoreca a producgéo de esporos de Stemphylium spp..
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao dos Isolados

Utilizaram-se quatro isolados de Stemphylium, provenientes de diferentes localidades
do estado do Rio de Janeiro e mantidos na colecdo do Laboratério de Epidemiologia e
Patologia de Sementes (LabEPS) do Departamento de Fitotecnia do Instituto de Agronomia
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) (Tabela 1). Os isolados foram
preservados em tubos contendo meio batata-dextrose-agar (BDA) e 6leo mineral e reavivados
por meio de repiques para placas de Petri contendo meio BDA seguido de incubacdo em
camara de crescimento a 25 °C, 12 horas de fotoperiodo, durante 10 dias para prover o
indculo inicial para os experimentos.

Tabela 1. Cddigos, origem, hospedeiro de origem e data de coleta dos isolados utilizados nos
estudos.

Isolado! Origem Hospedeiro Data da Coleta
SENA 106 Seropédica-RJ Tomate Agosto/2010
SENA 108 Seropédica-RJ Tomate Fevereiro/2015
SENA 301 Paty do Alfares-RJ Tomate Maio/2010
SENA 304 Paty do Alfares-RJ Tomate Maio/2010

1 SENA = Stemphylium Escola Nacional de Agronomia

3.2. Influéncia do Meio de Cultura no Crescimento Micelial e Esporulagdo de
Stemphylium sp.

Os meios de cultura utilizados nesse ensaio foram: V8, suco de tomate, BDA,
BDA+V8, farinha de milho (FM), meio de aveia (MA), Folha de tomate (FT) e meio de
cenoura (MC).

Para o preparo do meio V8-agar utilizaram-se 200 mL de suco de vegetais V8
“Campbell Soup Co.”, 20g agar, 3g CaCO3, em seguida, o volume foi completado para 1,0 L
(DIENER, 1952; MEHTA & ARIAS, 2001). O meio suco de tomate foi preparado utilizando-
se 300 g de tomates cortados em cubos cozidos em 500 mL de &gua destilada durante 10
minutos. O material foi peneirado, obtendo-se somente o suco concentrado. No suco foram
adicionados 3g CaCOs, 20g dextrose, 15g agar, em seguida, o volume foi completado para 1,0
L (Adaptado de Dias Neto et al., 2010). O meio BDA foi preparado utilizando-se 42 g do
produto comercial potato dextrose agar da marca KASVI. Para o preparo do meio de cultura
BDA+V8 foi utilizado 177 mL de suco de vegetais V8 “Campbell Soup Co.”, 12g BDA
comercial, 3,54g CaCOj3 e 12¢g agar, sendo completado o volume com &gua destilada para 650
mL (KUMAR, 2007). Para os meios de cultura aveia e farinha de milho foram utilizadas 509
dos produtos, submetidas individualmente a um processo de cozimento em 1,0 L de agua
destilada por um periodo de cinco minutos. Apds o cozimento foram peneiradas e tiveram 0s
volumes completados com agua destilada para 1,0 L. Em seguida, foram adicionados 20g
dextrose, 159 agar, para cada meio de cultura (DIAS NETO et al., 2010). Para o preparo do
meio folha de tomate utilizaram-se 60g de folha de tomate picadas manualmente, adicionadas
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em 1,0 L de agua destilada e fervidas por 30 minutos. Recolheu-se o decocto, por filtragem
em peneira, em Becker, e em seguida adicionou-se 18g agar e 2,55g CaCO3 completando o
volume para 1,0 L (Adaptado de Brunelli et al., 2006). Para o preparo do meio de cenoura
utilizou-se 20g de cenoura ralada em repouso por 60 minutos em 400 mL de &gua destilada.
Em seguida, foi feita a filtragem em peneira, em Becker e adicionou-se na solucéo obtida 20g
agar. O volume completado para 1,0 L (ALFENAS & MAFIA, 2007).

Todos 0s meios tiveram o seu pH ajustado para 5,0 usando &cido latico ou hidroxido
de sddio e foram autoclavados a 121 °C por vinte minutos.

Para realizacdo desse ensaio foram utilizados quatro isolados de Stemphylium sp.,
SENA 106, SENA 108, SENA 301 e SENA 304. Discos de micélio, 5 mm de didmetro, foram
retirados da borda de coldnias dos respectivos isolados cultivadas em meio BDA e repicados
para o centro de cada placa de Petri contendo os meios acima mencionados. As placas foram
acomodadas em camaras do tipo BOD na temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas de
claro e 12 horas de escuro por 10 dias para avaliar o crescimento micelial. Apés os 10 dias,
regulou-se a temperatura da BOD para 15 °C e fotoperiodo de 12 horas por mais cinco dias
para estimulo a esporulacdo. Para cada tratamento foram utilizadas cinco placas de Petri,
sendo cada parcela composta por uma placa. Foi utilizado o delineamento inteiramente ao
acaso, em esquema fatorial 8x4, com oito meios e quatro isolados.

A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada diariamente, através de medicdes do
didmetro (mm) da col6nia, em eixos perpendiculares entre si. Os eixos foram estabelecidos na
primeira avaliacdo através da marcacdo no fundo da placa. O valor do crescimento micelial
foi calculado através da média das duas medidas. Para a avaliacdo da esporulacdo adicionou-
se 5 mL de agua destilada a cada placa de Petri seguido de leve raspagem com auxilio de
pincel. A suspensdo obtida foi filtrada em gaze e transferida para tubos de ensaio devidamente
identificados de acordo com o tratamento e nimero da placa, os quais foram agitados em
vortex por 30 segundos para a homogeneizagdo. Em seguida, retiraram-se de cada tubo
aliquotas para a contagem do nimero de conidios em camara de Neubauer sob microscopio
oOptico. Foram realizadas trés amostras por placa. Com os dados de namero de conidios por
amostra calculou-se o niimero de conidios por mm? de coldnia, considerando-se a quantidade
de conidios produzidos e a area ocupada pela col6nia em cada placa.

A média do crescimento micelial foi integralizada no tempo para calcular a Area
Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), conforme o descrito por Shanner &
Finney (1977). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,05) (SISVAR).

3.3. Influéncia da Temperatura no Crescimento Micelial e Esporulacdo de Stemphylium
sp.

Esse ensaio foi conduzido apos a selecdo do melhor meio de cultura. Na escolha do
meio foi considerado o crescimento micelial, esporulacdo, custo e praticidade no preparo.
Foram utilizados os mesmos isolados do ensaio anterior (SENA 106, SENA 108, SENA 301
E SENA 304) com caracteristicas distintas para esporulacdo e viruléncia. Estes foram
repicados para o centro de placas de Petri contendo o meio selecionado no ensaio anterior e
incubados sob diferentes condi¢des de temperatura.

Compararam-se regimes de temperaturas: (i) 25 °C continuos; (ii) 25 °C por 10 dias
seguido de 10 °C por mais 5 dias; (iii) 25 °C por 10 dias seguido de 15 °C por mais 5 dias;
(iv) 25 °C por 10 dias seguido de 20 °C por mais 5 dias; (v) 25 °C e 10 °C alternados (dia e
noite); (vi) 25 °C e 15 °C alternados (dia e noite) e (vii) 25 °C e 20 °C alternados (dia e noite).
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Utilizou-se o fotoperiodo de 12 horas. As avaliacdes foram feitas ao final do 15° dia de
cultivo.

Foi utilizado o delineamento inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 7x4, sete
regimes de temperaturas e quatro isolados. Para cada tratamento foram utilizadas cinco placas
de Petri, sendo cada parcela composta por uma placa.

A avaliagdo do crescimento micelial e da producédo de conidios foi feita conforme item
3.2.

A média do crescimento micelial foi integralizada no tempo para calcular a Area
Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), conforme o descrito por Shanner &
Finney (1977). Os dados foram submetidos a anélise de varidncia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se o software SISVAR.

3.4. Influéncia do Fotoperiodo no Crescimento Micelial e Esporulacdo de Stemphylium
sp.

O ensaio foi conduzido apds a selecdo do melhor meio de cultura e temperatura para
crescimento e esporulagdo do patdgeno. Repicaram-se os isolados para o centro de placas de
Petri contendo meio de cultura V8 e em seguida incubaram-se as placas em camaras de
crescimento reguladas para temperatura de 25 °C durante o dia e 10 °C durante a noite,
selecionada como o melhor regime de temperatura para a esporulacdo do patogeno, e cinco
regimes de fotoperiodo. Os regimes comparados foram os seguintes: (i) 24 horas no escuro;
(i) 4 horas no claro e 20 horas no escuro; (iii) 6 horas no claro e 18 horas no escuro; (iv) 8
horas no claro e 16 horas no escuro e (v) 12 horas no claro e 12 horas no escuro. A condi¢ao
de claro foi fornecida com o uso de quatro lampadas fluorescentes de 20 watts dispostas no
interior da camara de crescimento. Para a condicdo continua no escuro as placas foram
envoltas com papel aluminio.

Foi utilizado o delineamento inteiramente ao acaso, em esquema fatorial 5x4, com
cinco condicGes de fotoperiodo e quatro isolados. Para cada tratamento foram utilizadas cinco
placas de Petri, sendo cada parcela composta por uma placa.

A avaliacdo do crescimento micelial e da esporulagdo foram feitos conforme descrito
no item 3.2.

A média do crescimento micelial foi integralizada no tempo para calcular a Area
Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), conforme o descrito por Shanner &
Finney (1977). Os dados foram submetidos a analise de variancia e testou-se a regresséo
linear e a quadrética para efeito do numero de horas de escuro e para comparagdo entre
isolados utilizou-se o teste de Tukey (p<0,05) (SISVAR). Os dados de crescimento e
esporulacdo em funcdo das horas de escuro bem como os ajustes dos dados pelas equagoes
foram plotadas e apresentados em graficos.

3.5. Influéncia da Fonte de Luz na Esporulacédo de Stemphylium sp.

O ensaio foi conduzido apds a selecdo do melhor meio de cultura, temperatura e
fotoperiodo observados para o crescimento e esporulacdo dos isolados. Utilizaram-se 0s
mesmos isolados que foram repicados para o centro de placas de Petri contendo meio de
cultura V8. As placas foram acomodadas em camaras de crescimento reguladas para a
temperatura de 25 °C durante o dia e 10 °C durante a noite e fotoperiodo de 6 horas de luz e
18 horas de escuro selecionado nos ensaios anteriores, e duas fontes de luz. As fontes de luz
testadas foram: (i) lampadas fluorescentes brancas frias “luz-do-dia” de 20 watts e (ii)
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lampadas fluorescentes de luz negra NUV de 20 watts. Foram utilizadas quatro lampadas de
cada tipo, sendo que cada tipo foi utilizada em camaras de crescimento distintas.

Para cada tratamento foram utilizadas cinco placas de Petri, sendo cada parcela
composta por uma placa. Foi utilizado o delineamento ao acaso, em esquema fatorial 2x4,
com duas condi¢des de luminosidade e quatro isolados.

Ap06s 15 dias de incubacéo foi realizada a avaliacdo da esporulagdo conforme descrito
no item 3.2.

A média do crescimento micelial foi integralizada no tempo para calcular a Area
Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM), conforme o descrito por Shanner &
Finney (1977). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,05) (SISVAR).

3.6. Influéncia de Diferentes Estresses da Coldnia na Esporulacéo de Stemphylium sp.

Apb6s a determinacdo do melhor meio de cultura, temperatura, fotoperiodo e
luminosidade para o crescimento e esporulacdo foram avaliados trés fatores estressantes da
coldnia mais a testemunha sobre a esporulacdo: (i) raspagem do micélio aéreo; (ii) radiacdo
UV e (iii) raspagem do micélio aéreo mais radiacdo UV (PULZ, 2007) e (vi) testemunha.

Os isolados SENA 106, SENA 108 e SENA 301 foram repicados para as placas de
Petri contendo meio V8 e incubados nas condicdes ideais de temperatura, fotoperiodo e
luminosidade, definidos nos ensaios anteriores. Apds 10 dias de crescimento as colonias
foram submetidas aos respectivos fatores de estresse.

A raspagem de micélio aéreo foi realizada com o auxilio de um pincel fino e agua
destilada esterilizada. Para a radiacdo UV foi utilizada lampada UV com poténcia 15W
acoplada no interior da camara de fluxo laminar. As placas foram submetidas a radiacdo UV
por 5 minutos. Em seguida, as colbnias foram colocadas por mais 5 dias nas mesmas
condicdes de temperatura e fotoperiodo.

Para cada tratamento foram utilizadas cinco placas de Petri, sendo cada parcela
composta por uma placa. Foi utilizado o delineamento ao acaso, em esquema fatorial 4x3,
com quatro métodos de estresse e trés isolados.

A avaliacdo da esporulacdo foi realizada de maneira idéntica a descrita nos itens
anteriores.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey (p<0,05) (SISVAR).

3.7. Avaliacdo da Viruléncia dos Isolados Obtidos nas Condigbes de Cultivo
Selecionados

A viruléncia dos isolados foi avaliada por meio de inoculagdes em mudas de tomate.
Sementes da cultivar ‘Perinha Agua Branca’ (suscetivel) foi semeada em bandejas de
polipropileno de 200 células contendo substrato comercial Carolina. Ao atingir o estadio de
um par de folhas verdadeiras, as mudas foram transplantadas para copos plasticos de 150 mL.
Apo0s 24 horas, as plantas foram inoculadas com suspenséo conidial de Stemphylium sp. na
concentracdo de 10" conidios por mL, por aspersdo até o ponto de escorrimento. Em seguida,
as plantas foram acondicionadas em camara de crescimento regulada para temperatura
alternada de 25 e 15 °C (dia/noite), 12 horas de fotoperiodo e 100% de umidade relativa, por
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um periodo de 48 horas. Apds esse periodo, ajustou-se a umidade para 50%. QOito dias apos 0
transplante adicionou-se 5 mL de solugéo nutritiva por planta.

A severidade da mancha-de-estenfilio foi avaliada nos trés foliolos terminais de cada
folha, duas folhas por planta, utilizando-se a escala diagramatica de Boff et al. (1991). A
avaliacdo iniciou-se no terceiro dia ap6s a inoculacdo (DAI) e prosseguiu em dias alternados
até 11° DAI, totalizando cinco avalia¢cdes. Os dados da severidade foram utilizados para o
calculo da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD).

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, duas plantas por
isolado em cada bloco, sendo trés blocos. Os dados foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Influéncia do Meio de Cultura no Crescimento Micelial e Esporulacdo de
Stemphylium sp.

O crescimento micelial e esporulacdo dos isolados ocorreram em todos 0s meios
utilizados. Houve efeito significativo de meio de cultura e da interagdo isolado x meio sobre o
desenvolvimento das coldnias, expresso pelos valores de AACCM, e de isolado, meio de
cultura e da interacéo entre estes sobre a esporulacdo (Tabela 2).

Tabela 2. Analise de variancia para efeito de isolado, meio de cultura e interacdo entre estes
sobre o crescimento micelial, expresso pela Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial
(AACCM) e esporulacdo (conidio mm™), in vitro, de Stemphylium sp.. Seropédica, UFRRJ,
2015.

Quadrado Médiot

Fonte de Variagéo GL AACCM Esporulagao
Isolados 3 1349,69 3,69**
Meios 7 141293,84** 19,33**
Isolados X Meios 21 8548,15** 6,20**

Erro 128 1050,33 0,82

Total 159

CV (%) 7,71 45,44

1 dados transformados: Raiz quadrada de Y + 1,0 - SQRT (Y + 1,0)
** Significativo pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade

O melhor meio de cultura para o crescimento micelial dos quatros isolados foi o
preparado com sucos de vegetal fresco — “suco de tomate”, seguido dos meios “BDA+V8”,
“V8” e “meio de aveia”, que ndo diferiram entre si. Em seguida, em ordem decrescente de
taxa de crescimento do micélio ficaram os meios “meio de farinha de milho”, “meio de
cenoura”, “BDA” e “folha de tomate”, todos diferentes entre si estatisticamente (Tabela 3).

Resultados diferentes foram observados na producdo de esporos (Tabela 3). Os
isolados apresentarem melhor esporulagéo, quando cultivados em V8, ao passo que, em Meio
suco de tomate, a producdo de esporos foi significativamente inferior, porém, ficou em
segundo lugar seguido do meio com folha de tomate (FT). Tanto 0 menor crescimento como a
menor esporulagdo ocorreram em cultivo no meio BDA (Tabela 3).

Diferencas foram observadas entre os quatro isolados quanto ao crescimento nos
diferentes meios. No entanto, considerando a média geral estes foram estatisticamente iguais
entre si. Diferencas significativas, porém foram observadas quanto a producgédo de conidios
pelos diferentes isolados, tanto em cada meio individualmente quanto na média geral. O
isolado SENA 106 foi o que apresentou maior esporulagdo média, porém igual
estatisticamente ao isolado SENA 301 e SENA 304. A esporulacdo do isolado SENA 108,
caracterizada pela menor capacidade de esporular, foi favorecida pelo meio feito com suco
fresco de tomate “suco de tomate”.

Este meio estimulou também a esporulacao dos isolados SENA 106, e SENA 301, mas
néo favoreceu a do isolado SENA 304. O meio V8 foi o0 que melhor estimulou a esporulacéo
dos isolados SENA 106, SENA 301 e SENA304. De forma geral os meios “meio de cenoura”,
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“meio de aveia” ¢ “BDA” nao favoreceram a esporulacdo de nenhum dos isolados testados.
(Tabela 3).

Tabela 3. Crescimento micelial, expresso pela Area Abaixo da Curva de Cresciemnto
Micelial (AACCM) e producédo de conidios de quatro isolados de Stemphylium sp., expresso
por nimero de conidios por mm™ de coldnia em diferentes meios de cultura. Seropédica,
UFRRJ, 2015.

Meiost AACCM Media

SENA 106 SENA 108 SENA 301 SENA 304
ST 527,16 Aa 506,67 Aa 548,90 Aa 528,56 Aa 527,82 a
BDA + V8 444,41 Bb 460,45 ABabc 499,55 Aab 513,74 Aa  479,54b
V8 431,69 Bb 498,34 Aab 483,21 ABb 493,01 Aab 476,56 b
MA 446,34 Ab 439,38 Abcd 487,13 Aab 441,53 Abc 453,59 bc
FM 451,58 Ab 433,92 Acd 445,75 Abc 435,95 Abc 441,80c
MC 359,98 Ac 377,18 Ad 388,09 Ac 364,02 Ac  372,07d
BDA 423,85 Ab 285,54 Be 228,73 Ce 379,52 Acd 329,41e
FT 291,63 Ad 293,02 Ae 315,16 Ad 229,17Bd 282,25 f
Média 421,95 A 411,81 A 424,56 A 423,19 A

Conidios por mm™ de coldnia

V8 50,3 Aa 0,61Cb 10,46 Bab 36,43 Aa 24,45 a
ST 7,43 Ab 9,69 Aa 9,36 Aabc 0,2 Bb 6,67 b
FT 0,22 Bb 1,15 Bb 10,3 Aa 1,02 Bb 3,17 bc
BDA + V8 0,19 Bb 0,14 Bb 9,29 Aabc 2,06 ABb 2,92 bc
FM 1,12 Ab 3,44 Aab 1,06 Abcd 5,25 Ab 2,72 bc
MC 4,31 Ab 0,43 Ab 0,54 Acd 1,59 Ab 1,72¢c
MA 1,55 Ab 0,33 Ab 0,88 Acd 0,09 Ab 0,71c
BDA 0,59 Ab 1,08 Ab 0Ad 0,67 Ab 0,58¢
Média 8,21 A 2,11 B 5,24 AB 591 A

1\V/8= suco de vegetais; BDA= Batata-dextrose-agar; V8 caseiro= meio de tomate; MA= meio de aveia; MC=
meio de cenoura; FM= meio de farinha de milho; FT= meio de folha de tomate; ST= meio de suco de tomate.
* Médias seguidas das mesmas letras mindsculas (coluna) e maitsculas (linha) ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

A experiéncia bem sucedida com a utilizagdo de meio a base de suco de tomate esta de
acordo com relatos feitos por Smith e Onions (1983 apud AVILA et al., 2000). Segundo estes
autores, certas culturas fungicas crescem melhor em meios frescos preparados em laboratorio.
Esta experiéncia foi observada quando se utilizou meio a base de tomate exclusivamente, pois
0 meio de confecgdo caseira superou 0 meio da marca industrial testado, em termos de
crescimento micelial.

O meio V8 apresenta maior riqueza nutricional e maior quantidade de carboidratos
complexos. Estas caracteristicas sao citadas por diversos autores que as consideram como
favoraveis ao crescimento e esporulacdo de Stemphylium sp. (BEHARE et al., 1991; BENTES
& MATSUOKA, 2005; DIENER, 1952; MEHTA & ARIAS, 2001; MILLER, 1955;
MINUSSI et al., 1977; SANTOS, 1995; WELLS et al., 1971).
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Brunelli et al. (2006), trabalhando com o efeito de diferentes meios de cultura na
esporulacdo de Cercospora zea-maydi, agente causal da cercosporiose do milho, constataram
que o meio V8 induziu grande quantidade de conidi6foros. Também verificaram neste estudo
que o meio BDA estimulou a formac&o de conidiéforos, porém em quantidade bem inferior ao
V8. Essa mesma observacdo foi feita nesse trabalho. O fato do meio BDA comercial nédo
induzir significativamente a formacdo de conidios e o crescimento micelial pode estar
relacionado a presenca de alguma substancia inibitéria na composicdo do produto. Soares
(2003), obteve resultados satisfatorios utilizando o meio V8 na producdo de conidios de
Cercospora coffeicola.

A incluséo de material vegetal no meio de cultura é uma técnica usada para estimular a
producdo de esporos para alguns fungos (NOZAKI et al., 2004). Satyanarayana e Sadasiva
(1986 apud SILVA & TEIXEIRA, 2012), também relatam que o uso de meios preparados a
partir de partes de plantas suscetiveis podem aumentar a esporulacdo. No presente trabalho,
porém, 0 meio preparado a partir de folhas de tomate (FT) ndo estimulou o crescimento
micelial nem a producdo de esporos satisfatdria de Stemphylium sp.. Essa confirmacédo
também foi feita por Chagas et al. (2009). Estes autores observaram em testes com meios a
base de mamona que estes ndo foram eficientes na inducdo a producdo de conidios de
Botryotinia ricini, quando comparados com meios V8-20% e BDA. Entretanto, Le&o et al.
(2012) relataram que os meios de folha de melancia e folha de melancia+CaCOg3
proporcionaram maiores numeros de conidios de Ascochyta cucumis.

Alguns meios de cultura sdo mais favoraveis a esporulacdo de fungos que outros, por
apresentarem carboidratos complexos que sdo menos adequados para a producdo de hifas
vegetativas, porém mais adequados a producao de esporos (DHINGRA & SINCLAIR, 1995).
Andrade et al. (2007), trabalhando com Colletrotrichum gloeosporiodes, causador da
antracnose no mamoeiro, verificaram que diferentes meios de cultura, além de ocasionar
diferencas quando ao crescimento e desenvolvimento das colbnias, podem influenciar na
futura severidade do patégeno na cultura inoculada.

Os meios suco de tomate e V8 sdo aqueles melhores para o crescimento e esporulacao
respectivamente. Comparando ambos 0s meios, aquele preparado com o suco industrializado,
V8, é mais indicado para o cultivo do fungo, pois nao sofre variacdes na composi¢cdo do meio,
oriundas das condicdes fisioldgicas e nutricionais dos frutos de tomate. Por este motivo, 0
meio V8 foi selecionado para os proximos ensaios devido as suas caracteristicas mencionadas
anteriormente e por proporcionar maior esporulacéo.

4.3. Influéncia da Temperatura no Crescimento Micelial e Esporulacéo de Stemphylium
sp.

Os resultados da analise de variancia (Tabela 4) demonstram efeito significativo de
temperatura, isolados e interacdo entre estes sobre o crescimento micelial e esporulacgéo.

Os isolados comportaram-se de maneira distinta quanto a taxa de crescimento micelial
(Tabela 5) em funcdo do regime de temperatura utilizado. Mas de forma geral, maior
crescimento micelial médio foi observado no isolado SENA 304 seguido de SENA 301 e
maior crescimento favorecido pela incubacdo sob regime de 25 °C continuos seguido
daqueles com 25 °C nos primeiros 10 dias e reducgéo posterior para 10, 15 ou 20 °C (Tabela
5). O isolado SENA 106, caracterizado como o de menor crescimento micelial médio nos sete
regimes de temperatura testados, apresentou a mesma taxa de crescimento na maioria das
temperaturas testadas e menor crescimento sob regime de 25/10 °C dia/noite. Os demais
isolados, de forma geral, cresceram mais sob condi¢Ges com 25 °C continuos por 15 ou 10
dias consecutivos. Ou seja, de modo geral, a temperatura 25 °C continuos foi a que apresentou
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melhores resultados, porém sem diferir estatisticamente das temperaturas 25+10 °C e 25+15
°C.

Tabela 4. Anélise de variancia para efeito de isolado, temperatura e da interacdo entre isolado
e temperatura sobre o crescimento micelial, expresso pelos valores de Area Abaixo da Curva
de Crescimento Micelial (AACCM) e sobre a esporulacdo (conidio mm™), in vitro, de
Stemphylium sp.. Seropédica, UFRRJ, 2015.

Quadrado Médio

Fonte de Variacédo GL AACCM Esporulagaot
Isolado 3 19125,92** 427,50**
Temperatura 6 34797,69** 125,08**
Isolado x Temperatura 18 2181,18** 59,36**
Erro 112 406,75 6,26

Total 139

CV (%) 6,06 54,96

1 dados transformados: Raiz quadrada de Y + 1,0 — SQRT (Y+1,0).
** Significativo pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com Kim et al. (2004), as colonias de S. solani e S. lycopersici crescem
bem em temperaturas que variam de 15 a 35 °C, sendo 25 °C a que proporciona melhor
crescimento. Resultado semelhante ao observado neste ensaio. Para S. botryosum o
crescimento foi constatado entre 15 a 35 °C, e faixa favoravel de 20-30 °C (HOSEN et al.,
2009).

Com relacdo a esporulacdo, verificou-se maior producdo de conidios quando as
culturas foram submetidas ao regime de temperatura 25/10 °C, seguido de 25/15 °C e 25/20
°C alternadas dia/noite e menor producdo sob condicBes de temperaturas continuas de 25 °C
ou de 25 °C por 10 dias seguido de reducdo para 10, 15 ou 20 °C por mais cinco dias (Tabela
5). O isolado SENA 106 apresentou também neste ensaio esporulacdo significativamente
maior que os demais isolados que foi favorecida pelos regimes de alternancia de temperatura
dia/noite de 25/10 °C e em seguida por 25/15 °C e 25/20 °C que néo diferiram entre si (Tabela
5). O isolado SENA 108, apesar das diferencas significativas, mostrou ser favorecido pelo frio
para esporular, ou seja, ndo esporulou sob condi¢cdes de 25 °C continuos e produziu mais
conidios nos dois regimes em que foram fornecidos periodos com 10 °C, seja em alternancia
dia/noite ou nos cinco dias finais. O isolado SENA 301, também com baixa taxa de
esporulacdo, ndo respondeu significativamente a variacdo dos regimes de temperatura, mas de
modo geral esporulou mais sob condi¢des de 25/10 °C dia/noite. O isolado SENA 304,
respondeu significativamente a variagdo de temperatura com maior producéo de conidios sob
condigdes de 25/20 °C e 25/15 °C (Tabela 5). Esta diferenca entre os isolados pode estar
relacionada a diferenca nas caracteristicas edafocliméticas das regides onde os isolados foram
coletados. Os isolados SENA 106 e SENA 108 foram coletados na regido de Seropédica — RJ,
no periodo de inverno e verdo respectivamente, os isolados SENA 301 e SENA 304 na regido
de Paty de Alferes — RJ no periodo de outono. A resposta dos isolados a temperaturas mais
frias esta de acordo com as caracteristicas edafoclimaticas de outono/inverno das regides de
origem. Esse periodo é caracterizado por temperaturas mais amenas, com temperaturas
minimas que variam entre 12 °C a 18 °C, chegando a valores inferiores a 10 °C na regido
serrana (CPTEC, 2015). Apenas o isolado SENA 108 nédo apresentou resposta de acordo com
0 periodo e localidade da coleta.
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Tabela 5. Crescimento micelial, expresso pela Area Abaixo da Curva de Crescimento
Micelial (AACCM) e producdo de conidios, expresso por nimero de conidios por mm?2 de
coldnia de Stemphylium sp. em diferentes temperaturas. Seropédica, UFRRJ, 2015.

Temperatural AACCM Média
SENA 106 SENA 108 SENA 301 SENA 304

25°C 340,73 Ba 344,13 Bab 350,84 Bab 430,59 Aa 366,57 a

25/10 °C 235,29 Bb 231,73 Bd 243,09 ABc 272,70 Ac 245,70 d

25/15 °C 308,38 BCa 282,45 Cc 318,89 Bb 352,39 Ab 315,53 ¢

25/20 °C 345,79 Ba 315,18 Bbc 326,35 Bb 388,05 Ab 343,84 b

25+10 °C 334,17 Ca 346,66 BCab 384,24 Aa 369,52 ABb 358,65 ab
25+15°C 315,81 Ba 361,22 Aa 374,55 Aa 363,09 Ab 353,67 ab
25+20 °C 307,98 Ca 329,80 BCab 387,28 Aa 361,12 ABb 346,54 b
Meédia 31259 C 315,88 C 340,75 B 362,59 A

Numero de conidios por mm2 de coldnia

25°C 57,56 Ac 0 Ba 11,56 ABa 7,58 Bab 19,18 ¢
25/10 °C 516,23 Aa 35,75 Ba 29,82 Ba 8,41 Bab 147,55 a
25/15 °C 262,00 Ab 1,58 Ba 2,68 Ba 32,83Bab  74,77b
25/20 °C 171,64 Ab 3,68 Ca 14,39 BCa 52,54 Ba 60,56 b
25+10 °C 36,58 Ac 15,01 Aa 3,27 Aa 4,08 Ab 14,73 ¢
25+15 °C 8,73 Ac 3,23 Aa 3,24 Aa 3,61 Ab 4,70 ¢
25+20 °C 16,7 Ac 2,81 Aa 6,29 Aa 1,25 Ab 6,76 C
Média 152,78 A 8,86 B 10,18 B 15,76 B

1 25°C=continuos; 25+10°C=10 dias a 25°C e 5 dias 10°C; 25+15°C= 10 dias a 25°C e 5 dias a 15°C; 25+20°C
=10 dias a 25°C e 5 dias a 20°C; 25/10°C= alternada dia/noite; 25/15°C= alternada dia/noite e 25/20°C=
alternada dia/noite.

* Médias seguidas das mesmas letras minusculas (coluna) e maitsculas (linha) ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Paulus e Pound (1955) relataram que a esporulacdo de S. solani pode ocorrer em faixa
ampla de temperatura, de 14 a 26 °C. Em termos gerais, as temperaturas fora da faixa 6tima
podem inibir a esporulagdo, assim como as demais fases de desenvolvimento do fungo
(AGRIOS, 2005). Espécies de Stemphylium sp. séo classificadas como espuralantes diurnas
pois precisam de temperaturas mais altas para a formacdo dos conidiéforos e temperaturas
mais baixas para a formacao dos conidios (LEACH, 1967). Os resultados do presente trabalho
confirmam a necessidade de alterndncia de temperatura para estimular a producdo de
conidios. Esta caracteristica sugere que desenvolvimento do patégeno e consequentemente da
doenca sdo favorecidos pela alternancia de temperatura dia/noite.

Pelos resultados observados pode-se afirmar que de modo geral o crescimento micelial
de Stemphylium é favorecido por temperaturas de 25 °C e que a condicdo ideal para
esporulacdo pode variar conforme o isolado sendo porém, de forma geral, estimulada pela
alternancia de temperatura 25/10 °C (dia/noite).
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4.4. Influéncia do Fotoperiodo no Crescimento Micelial e Esporulacdo de Stemphylium
sp.

Houve efeito significativo de isolado, regimes de luz e da interacdo entre estes sobre
crescimento micelial e efeito simples de isolado e regime de luz sobre a esporulacdo de
Stemphylium sp. (Tabela 6).

Tabela 6. Analise de variancia para efeito de isolado, regime de luz e interacdo entre estes
sobre o crescimento micelial, expresso pela Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial
(AACCM) e esporulacdo (conidio mm™), in vitro, de Stemphylium sp.. Seropédica, UFRRJ,
2015.

Quadrado Médio

Fonte de Variacdo GL AACCM Esporulagao?
Isolados (1) 3 23296,22** 11,43**
Regimes de luz (RL) 4 284849,77** 1,87**

I X RL 12 55092,65** 1,00

Erro 80 78514,66 0,72

Total 99

CV (%) 8,26 2,65

1 dados transformados: v (x + 1000)
** Significativo pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade

Na tabela 7, estdo apresentados dados, como o quadrado médio, o p-valor e coeficiente
de determinacdo (R?) das regressoes testadas. Para regressoes significativas, adicionou-se a
linha de tendéncia nos graficos, como a regressao quadratica para a AACCM e esporulacdo. A
variavel AACCM diminuiu com o aumento das horas de escuro, sendo 0os menores valores
observados em torno de 22 horas de escuro e os maiores valores foi observado com a
utilizacdo de 12 horas de escuro (Figura 1).

Os isolados SENA 106, SENA 108 e SENA 301 obtiveram o melhor crescimento
micelial proporcionado pelo fotoperiodo de 12h luz/12h escuro. Apenas o isolado SENA 301
o melhor crescimento foi obtido no fotoperiodo de 8h luz/16h escuro. De um modo geral, 0
fotoperiodo de 12h luz/12h escuro foi que apresentou melhores resultados. O isolado SENA
304 apresentou maior crescimento micelial, diferindo estatisticamente dos demais.

Em relacdo a producdo de conidios, de acordo com os resultados obtidos (Figura 1),
tanto nos dados individuais quanto nos dados médios, observou-se maior produgdo de
conidios com periodos de 18 horas de escuro.

O isolado SENA 106 apresentou maior capacidade de producéo de conidios em todas
as condicdes de fotoperiodo, diferindo-se estatisticamente dos outros isolados.

Sabe-se que a luminosidade pode exercer efeito indutor ou inibidor sobre a formacéo
de estruturas reprodutivas. Trione e Leach (1969) afirmam que a quantidade e a qualidade da
luz necessaria para induzir a formacdo de estruturas reprodutivas variam de acordo com a
espécie fungicas. Segundo Nozaki et al. (2004), nem sempre as condi¢cdes que favorecem o
crescimento do fungo séo as mesmas para esporulagédo, conforme observado neste trabalho. A
necessidade de luz para o crescimento e esporulacdo de fungos é muito variavel, até mesmo
entre isolados da mesma espécie (MASANGKAY, 2000 apud CARNAUBA et al., 2007).
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Tabela 7. Andlise de Regressao referente a esporulagdo e AACCM de diferentes isolados de Stemphylium sp., em diferentes regimes de luz.

ESPORULACAO

Fonte de variagdo GL  SENA 106 SENA 108 SENA 301 SENA 304 Média

QM R2 QM R2 QM R2 QM R2 QM R2
Regressao 11,44 0,31 0,07 0,0002 4,46

1 0,63 ' 0,43 ’ 0,57 ’ 0,25 0,61

quadratica (p =10,000) (p=0,510) (p =0,757) (p =10,989) (p=0,015)
Desvio 2 3,45 0,20 0,03 0,0004 1,47

(p=0,011) (p=0,752) (p =0,964) (p =0,999) (p=0,137)
Erro 80 0,72 0,72 0,72 0,72 0,72

AACCM

Regre,ss_ao 1 24718,88 1 18217,53 | 11200,92 0,49 7920,24 0,99 59298,31 0,04
quadratica (p = 0,000) (p = 0,000) (p =0,001) (p = 0,006) (p = 0,000)
Desvio 5 786,19 2561,38 28045,64 219,71 8854,69

(p=0,452) (p =0,000) (p =0,000) (p =0,800) (p =0,000)
Erro 80 981,43 981,43 081,43 081,43 981,43

AACCM:Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial. QM: Quadrado Médio. R2 coeficiente de determinag&o.
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Figura 1. Esporulagdo (conidios mm™) e Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial
(AACCM), dos isolados SENA 106, SENA 108, SENA 301 e SENA 304, em funcdo dos

periodos de escuro. Seropedica, UFRRJ, 2015.
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Boss e Day (2001), descrevem Stemphylium como um esporulador diurno, o qual
requer a alterndncia de periodos de luz e escuro para o desenvolvimento do esporo. A
producdo de conidiéforos (primeira fase) requer luz, enquanto, a producdo de conidios
(segunda fase) necessita de periodo de escuro. Na condicdo de escuro continuo s&o
produzidos poucos conidios e em regime de luz continua os conidioforos produzidos séo
estéreis. Confirmando estas informacfes, Minussi et al. (1977) relatam que a luminosidade
continua inibi a esporulacdo de S. solani, pois os conidi6foros formados ndo produzem
conidios. Alguns estudos apontam que a condigdo de escuro total pode promover a
esporulacdo de S. botryosum f. sp. lycopersici obtidos de plantas de tomate (BASHI &
ROTEM, 1975).

Em estudos de Lukens e Horsfall (1969), culturas que foram mantidas no escuro
comecaram a esporular apos terem sido expostas a luz por pouco tempo. No entanto, a
producdo de esporos s6 ocorreu apds 3 horas de incubacao no escuro e continuaram a produzir
esporos por um periodo de até 16 horas. Um periodo de escuro mais prolongado é mais
importante no processo de esporulacdo que um longo periodo de luz.

Os resultados obtidos nesse estudo sdo sustentados pelos estudos de Lukens e Horsfall
(1969), que sugerem que a col6nia precisa de um periodo muito pequeno de luz para induzir a
formacdo de conidioforos. Nesse estudo também houve producdo de conidios no escuro
continuo confirmando o relato feito por Rotem (1998) que conidi6foros também podem ser
produzidos no escuro, mas tornam-se mais tipicos e pigmentados quando expostos a luz. Estas
informacBes podem ser claramente observadas quando se compara a producdo de esporos no
tratamento com Oh luz/24h escuro com o tratamento de 4h luz/20h escuro, onde a presenga de
um curto periodo de luz aumentou a producdo de esporos. Na verdade, ndo ha um consenso
sobre o efeito da luz na formacao dos conidiéforos. Mas a importancia do periodo de escuro
para a conclusdo do processo de esporulacdo tem sido bastante descrita na literatura.

Com base no exposto, a melhor condi¢éo de incubagdo visando a producdo de conidios
de Stemphylium sp. deu-se pela associagdo do regime de luz de 6 horas claro com 18 horas
escuro.

4.5. Influéncia da Fonte de Luz no Crescimento Micelial e Esporulacédo de Stemphylium
sp.

Observou-se efeito significativo de isolado e fonte de luz sobre o crescimento micelial
e efeito de isolado e interacéo isolado x fonte de luz sobre a producédo de conidios (Tabela 8).

Os isolados estudados apresentaram comportamentos semelhantes em relagdo as
diferentes fontes de luz testada para o crescimento (Tabela 9). O melhor crescimento foi
proporcionado pelo uso de ldmpadas fluorescentes brancas frias “luz do dia” diferindo
estatisticamente da luz negra.

Comprimentos de onda maiores, acima de 600 nm, parecem ser mais efetivos na
estimulagdo do crescimento micelial, conforme Strandberg (1987), que utilizou luz branca
incandescente em estudo de crescimento e esporulagdo de Alternaria dauci. O crescimento de
Alternaria radicina, investigado por Teixeira et al. (2001), apresentou melhor crescimento em
luz NUV, quando comparado com luz branca, apesar de ndo diferirem estatisticamente. No
entanto, sdo poucos os estudos que relatam o real intervalo espectral das luzes utilizadas.

Com relagdo a producdo de conidios, verificou-se que quando submetido a “luz do
dia”, o isolado SENA 106 obteve maiores concentracoes de conidios, diferentemente dos
isolados SENA 108, SENA 301 e SENA 304 que nao responderam a fonte de luz. De modo
geral, o tratamento “luz do dia” foi superior que “luz negra”, porém nao diferiram
estatisticamente um do outro.
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O isolado SENA 106 apresentou maior capacidade de producdo de conidios nos dois
tratamentos, diferindo-se estatisticamente dos outros isolados.

Tabela 8. Andlise para a Area Abaixo da Curva de Crescimento Micelial (AACCM) e
esporulacdo (conidio mm™), in vitro, de Stemphylium sp., utilizando diferentes fontes de luz.
Seropédica, UFRRJ, 2015.

Quadrado Médio

Fonte de Variagéo GL AACCM Esporulacao’
Isolado (1) 3 19520,38** 169,95**
Fonte de luz (FL) 1 14046,63** 17,08

| X FL 3 1627,68 35,39**
Erro 40 1143,25 12,2

Total 47

CV (%) 8,94 102,91

! dados transformados: Raiz quadrada de Y + 1,0 - SQRT (Y +1,0)
** Significativo pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade

Tabela 9. Crescimento micelial, expresso pela Area Abaixo da Curva de Crescimento
Micelial (AACCM), e producdo de conidios, in vitro, de quatro isolados de Stemphylium em
duas fontes de luz. Seropédica, UFRRJ, 2015.

Fontes de luz? AACCM Média
SENA 106 SENA 108 SENA 301 SENA 304

Luz do dia 334,03 Ca 390,76 Ba 395,81 Ba 460,01 Aa 395,15 a

Luz negra 331,86 Ba 353,15 ABa 356,73 ABa 402,02 Ab 360,94 b

Média 332,95C 371,96 B 376,27 B 431,02 A

Conidios por mm?2 de col6nia

Luz do dia 215,58 Aa 0,27 Ba 1,83 Ba 0,1 Ba 5445 a
Luz negra 43,35 Ab 1,88 Aa 7,72 Aa 0,35 Aa 13,32 a
Média 129,47 A 1,07B 477 B 0,23B

1l_uz do dia=lampadas fluorescentes brancas frias de 20 watts; Luz negra=lampadas fluorescentes de luz negra
de 20 watts.

* Médias seguidas das mesmas letras minusculas (coluna) e maitsculas (linha) ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Entre todos os ativadores de esporulacéo, a radiacdo é um dos que tem efeito mais
acentuado. Muitos protocolos desenvolvidos para estimular a esporulagdo de espécies de
Stemphylium empregam luz branca ou NUV para a formagdo do conidiéforo, com
subsequente exposicdo ao escuro para formacdo dos esporos. Neste sentido, Pulz (2007),
obteve menor producgéo de conidios de A. solani e A. dauci sob luz branca, quando comparada
a NUV, porém estes dois espectros ndo diferiram entre si. Na determinacéo espectral da luz
NUV e branca, ele mostrou que ambas apresentaram picos de comprimento de onda entre 310
e 440 nm, preconizado por Leach (1967) como o melhor intervalo espectral para a inducéo da
esporulacdo dessas espécies.
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A luz, apesar de ter efeito relativamente pequeno sobre o crescimento somatico de
hifas, pode afetar profundamente a reproducdo e a ocorréncia de outros eventos
diferenciadores em fungos (DEACON, 1996).

Conforme os resultados obtidos a utilizagdo de luz branca em estudos de crescimento e
esporulacdo de alguns fungos patogénicos (Alternaria e Stemphylium) ainda parece ser uma
boa opcao.

4.6. Influéncia de Diferentes Estresses da Colonia na Esporulacéo de Stemphylium sp.
Os resultados segundo analise de variancia (Tabela 10) demonstram que houve
diferenca significativa entre tratamentos utilizados para a esporulagéo.

Tabela 10. Anélise de variancia para esporulacdo (conidio mm™), in vitro, de Stemphylium
sp., utilizando diferentes estresses da coldnia. Seropédica, UFRRJ, 2015.

Fonte de Variacédo GL Quadrado Médio
Esporulagaot

Isolado 2 9,03

Trtamento 3 16,45**

Isolado x Tratamento 6 1,07

Erro 48 3,30

Total 59

CV (%) 79,62

1 dados transformados: Raiz quadrada de Y + 1,0 - SQRT (Y + 1,0)
** Significativo pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade

Nas colbnias sem aplicacdo de estresse 0s isolados obtiveram maiores concentragdes
de conidios e foram estatisticamente superiores aos demais (Tabela 11). Entre os fatores de
estresse utilizados, apenas o de aplicacdo de UV ndo diferiu estatisticamente da testemunha. A
raspagem de micélio como fator estressante para inducdo da esporulacéo teve uma influéncia
negativa, tendo inclusive inibido totalmente a esporulacdo dos isolados SENA 108 e SENA
301.

Tabela 11. Produgdo de conidios, in vitro, de Stemphylium sp., expresso por nimero de
conidios por mmz de col6nia, em diferentes estresses da col6nia. Seropédica, UFRRJ, 2015.

Estresse da coldniat Isolado Média
SENA 106 SENA 108 SENA 301

Raspagem de micélio (RM) 4,38 0,00 0,00 1,46 b

Luz Ultra violeta (UV) 9,71 6,57 3,89 6,72 ab

RM + UV 14,32 0,48 0,15 498D

Sem Estresse 22,00 13,89 21,54 19,14 a

IRm=raspagem do micélio aéreo; UV=exposi¢do a radiacdo UV.
* Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
probabilidade.
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Na literatura tem-se observado relatos de uma grande variacdo em relacdo ao método
de estresse empregado e seu efeito sobre a esporulagdo de fungos fitopatogénicos. Pulz
(2007), por exemplo, relataram que, ao contrario deste trabalho, a raspagem de miceélio aéreo
favoreceu mais esporulacdo que outros tipos de estresses aplicados a colonias de Alternaria.
Segundo Klebs (1900 apud ROTEM, 1978) o crescimento micelial abundante restringe ou
inibe a esporulacgéo.

A complexidade e interdependéncia dos processos metabdlicos podem fazer com que
0s resultados desse tipo de estudo sejam diferentes, dependendo da espécie de trabalho.

A luz UV, quando ndo provoca a morte celular ou mudancas genéticas permanentes,
pode promover mudancas metabdlicas como alteragdo na atividade enzimaética,
permeabilidade da membrana, transporte de ions ou no metabolismo do fosfato (POMPER,
1965 apud PULZ, 2007). Esse tipo de radiacdo pode ter afetado uma série de processos
bioquimicos que podem ter sido inativados temporaria ou permanentemente, tendo grande
influéncia na esporogénese. Essa observacdo foi comprovada por este estudo, onde as
colbnias submetidas a radiacdo UV apresentaram diminuicdo na producdo de esporos.
Algumas especies flangicas podem apresentar resisténcia a luz UV. A resisténcia
principalmente de A. solani, é citada por varios autores (ROTEM et al., 1985; SUSSMAN,
1968).

Os resultados obtidos neste estudo demostram que a utilizacdo desses fatores
estressantes pode prejudicar a producdo de conidios por Stemphylium. Em estudos posteriores,
fatores que afetam a esporulacdo in vivo, obtidos em estudos, podem ser adaptados para
induzir ou aumentar a producao de esporos em varias espécies de Stemphylium, especialmente
as que requerem inducdo externa para que a esporulacdo ocorra.

4.7. Avaliacdo da Viruléncia dos Isolados Cultivados no Sistema Acima de Cultivo
Selecionado

Em funcdo dos resultados anteriores, elegeram-se, como melhores condi¢Ges para o
cultivo e esporulacdo de Stemphylium sp., 0 meio V8-4gar, incubacdo em temperatura
alternada de 25 °C/10 °C (dia/noite), fotoperiodo de 6 horas luz/18 horas escuro e radiacdo
emitida por luz branca. A metodologia desenvolvida neste trabalho apresentou bons
resultados na producdo de conidios por diferentes isolados de Stemphylium sp..

Observou-se efeito significativo entre isolados quanto a sua capacidade de infecgéo,
expresso pelos valores de AACPD (Tabela 12).

Tabela 12. Andlise de variancia referente ao progresso da mancha-de-estenfilio, causada por
diferentes isolados de Stemphylium sp., em plantas de tomateiro. Seropédica, UFRRJ, 2015.

Fonte de Variagéo GL Quadrado Médio
AACPD

Bloco 2 21,73

Isolado 3 1960,34**

Erro 18 26,86

Total 23

CV (%) 37,7

** Significativo pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade
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O isolado 301 apresentou, significativamente, maior valor de AACPD em relacdo aos
outros isolados. A menor valor de AACPD foi observado nas plantas inoculadas com o
isolado SENA 304, ndo diferindo estatisticamente do isolado SENA 108.

O isolado SENA 301 foi mais virulento tendo resultado em maior valor de AACPD
(38,30) seguido dos isolados SENA 106 (16,41) e dos isolados SENA 108 e SENA 304 (0,17
e 0,12, respectivamente).

Esta variacdo entre os isolados ilustra a variabilidade existente em estudos
desenvolvidos com a espécie de Stemphylium em ambientes controlados e campo.

Os primeiros sintomas da mancha-de-estenfilio nas plantas foram observados aos 3
dias apo6s a inoculacdo (DAI) para o isolados SENA 106 e 301, aos 11 DAI para os isolados
SENA 108 e 304. O desenvolvimento da doenca foi favorecido pelas condigdes favoraveis a
doenca, temperatura moderadas (25 °C) e alta umidade (Figura 2).

Observou-se pouca variacdo na severidade da doenca ao longo das avaliacdes nas
plantas inoculadas com os isolados SENA 108 e 304, que atingiram ao final do ensaio
severidade inferior a 1%. Por outro lado, observou-se um crescimento continuo a partir da
primeira avaliagdo nas plantas inoculadas com os isolados SENA 106 e 301, que ao final
atingiram severidade igual a 3,37 e 9,67, respectivamente.

10

Severidade (%)

o

0 4

Dias ap6s a inoculagdo

—e— 106

0 108
--¥-- 301
- A— 304

Figura 2. Severidade da mancha-de-estenfilio, causada por diferentes isolados de

Stemphylium sp., em condic¢des controladas (cdmara de crescimento). Seropédica, UFRRJ,
2105.

A diferenca apresentada pelos isolados quanto a viruléncia pode estar associada a
origem geogréafica ou época de coleta dos isolados nas lavouras das quais foram obtidos. Os
isolados SENA 301 e SENA 304 foram obtidos de cultivos na regido de Paty do Alfares no
més de maio e os isolados SENA 106 e SENA 108 em Seropedica nos meses de agosto e
fevereiro respectivamente. Peres et al. (2003) estudaram a variabilidade morfocultural e
genética de isolados de Colletotrichum gloeosporioides, Phoma caricae-papayae e Fusarium
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solani, associados a podriddo penduncular do maméo (Carica papaya L.), procedentes de
diferentes regides e constataram uma ampla variabilidade morfoldgica entre os isolados
estudados, mostrando que nem sempre isolados de mesma procedéncia sdo mais similares.
Segundo estes autores, essa variagdo pode estar relacionada a origem dos isolados, coletados
em regides com caracteristicas edafoclimaticas diferentes ou em lavouras com manejos
distintos. Além disso, a variabilidade dos isolados pode ser influenciada por algum fator
intrinseco ao patdgeno, gendtipo do hospedeiro ou interacéo entre esses fatores (PERES et al.,
2003). Os isolados SENA 106 e SENA 301 apresentaram maior severidade e durante o
desenvolvimento dos ensaios maior capacidade de produzir conidios. O isolado SENA 301
também apresentou maior capacidade de crescer em meio de cultura e o isolado SENA 106
menor capacidade. Os isolados SENA 108 e SENA 304 apresentaram baixa viruléncia e
esporulacdo durante os ensaios. Quanto ao crescimento o isolado SENA 304 apresentou as
melhores médias em meio de cultura e 0 SENA 108 as menores.

De uma maneira geral, a metodologia desenvolvida neste trabalho proporcionou
incrementos bastante significativos na esporulacdo dos isolados, como na capacidade dos
conidios produzidos infectarem plantas de tomateiro.
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5. CONCLUSAO

1. Os meios preparados com suco de tomate e com suco V8 comercial foram, entre 0os meios
testados, os que mais favoreceram o crescimento micelial e esporulacdo de Stemphylium sp.,
respectivamente.

2. As temperaturas de 25°C continuos e alternada 25/10°C (dia/noite) foram as que mais
favoreceram o crescimento micelial e a esporulacdo, respectivamente.

3. A melhor condicdo de incubagéo visando o crescimento micelial deu-se pela associacdo de
12 horas de claro/12 horas de escuro, com o0 aumento do periodo de escuro houve um
decréscimo no crescimento. Para a produgdo de conidios esta associa¢do foi de 6 horas de
claro/18 horas de escuro. Houve uma diminui¢do na producao de conidios apos esse periodo
de escuro.

4. A utilizacdo de luz branca apresentou melhores resultados tanto para crescimento quanto
esporulagéo.

5. O uso de diferentes estresses da col6nia reduziu a esporulacdo dos diferentes isolados.

6. Existe variacdo entre isolados de Stemphylium quanto a resposta ao meio de cultura,
temperatura e fotoperiodo, porém a melhor condicdo para a producdo de indculo do patdgeno,
in vitro, foi identificada como sendo o cultivo em meio “V8”, temperatura 25/10°C
(dia/noite), fotoperiodo de 6 horas de luz e 18 horas de escuro e uso de lampadas
fluorescentes brancas frias.

7. O isolado SENA 301 apresentou maior viruléncia, sendo 0 mais indicado para ensaios com
mancha-de-estenfilio.
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7. ANEXOS

Anexo A. Escala diagramética para avaliacdo da severidade da mancha-de-estenfilio
(Stemphylium solani) em folhas de tomateiro (S. lycopersicum) (BOFF et al., 1991) nas areas
foliares: 7 cm? (A); 12 cm? (B); 18 cm? (C); 25 cm? (D) e 35 cm? (E).
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Anexo B. Conidio de Stemphylium solani (A). Lesdo da mancha-de-estenfilio em folha de
tomateiro na fase inicial.
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Anexo C. Aspecto e coloragdo das colbnias dos isolados SENA 106 (A), SENA 108 (B),
SENA 301 (C) E SENA 304 (D) de Stemphylium spp. coletados de folhas de tomateiro.
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Anexo D. Montagem e avaliagdo dos ensaios com crescimento micelial: disco de micélio
retirados da borda das coldnias de Stemphylium (A), depositados no centro das placas de Petri
(B), eixos perpendiculares definido no fundo das placas (C) e medicdo do didmetro das
colénias (D).

Anexo E. Montagem e avaliacdo da esporulacdo: raspagem do micélio (A), tubo de ensaio
contendo a solucéo filtrada apds raspagem (B) e aliquotas de solugcdo depositadas na cadmara
de Neubauer para contagem dos esporos (C).

Anexo F. Mudas de tomateiro cereja ‘Perinha Agua Branca’ (A), inoculadas (B) e utilizadas
em ensaio em camara de crescimento para avaliacdo da viruléncia dos isolados (C).
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