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RESUMO GERAL

KOWATA-DRESCH, Ligia Sayko. Estudos epidemiologicos e respostas fisiologicas a
infeccao da mancha-de-estenfilio em genétipos de tomateiro. Seropédica: UFRRJ, 2014.
201p. (Tese, Doutorado em Agronomia, Fitotecnia).

Com o aumento da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani) em lavouras de tomate
(Solanum lycopersicum) no Brasil ha a necessidade de se intensificar os estudos visando
desenvolver metodologias adequadas de avaliacdo, quantificar a resposta de diferentes
genotipos a infecgcdo pelo patégeno e o efeito do ambiente no desenvolvimento da doenca.
Para tanto, desenvolveu-se o presente trabalho que pode ser dividido em quatro Capitulos: 1)
avaliaram-se as condi¢des O6timas de temperatura (10; 15; 20; 25; 28; 30 e 35°C), periodo de
molhamento (2; 4; 6; 8; 12; 16; 20 e 24 horas) e fotoperiodo (0; 6; 12; 18 e 24 horas de
escuro) para a germinacdo dos conidios e emissao e crescimento do tubos germinativos e para
o crescimento micelial do patégeno, in vitro, e para esporulacdo. Foram obtidas informagdes
para producdo de conidios in vitro; II) determinou-se o efeito da temperatura (15; 20; 25; 28 e
30°C), do periodo de molhamento foliar (2; 6; 16; 24 e 48 horas) e da concentracdo de
conidios (1x103; 1x104; 5x10% e 1x10° conidios mL'l) na infeccdo de S. solani em plantas de
‘Perinha Agua Branca’ (suscetivel) e ‘Mascot’ (resistente), bem como a resposta do
hospedeiro em diferentes fases de desenvolvimento; III) avaliou-se a resposta de 55 gendtipos
de tomateiro em trés estaddios de desenvolvimento a infec¢do de S. Solani; 1V) avaliou-se o
progresso da doenca em gendtipos pré-selecionados e o efeito da doenca na producdo. Os
resultados obtidos nos quatro diferentes capitulos sdo a seguir descritos. Capitulo I) A
maxima germinacao foi obtida a 23,0° C (SENA302) e 24,5°C (SENA101); a maior emissao
de tubos germinativos foi obtida a 23,5° C (SENA302) e 26,5°C ( SENAI101) e o maior
comprimento a 23,5°C; o maior crescimento micelial foi registrado a 24,4°C (SENA302) e
25,6°C (SENA101) e maior esporulagdo a 15,6° C (SENA302) e 18°C (SENA101), ambos
com 15,84 horas de escuro. O periodo de 16 horas de molhamento foi o mais favoravel para o
processo germinativo e seis horas de molhamento foi o suficiente para 50% de germinagdo. O
nimero e comprimento dos tubos germinativos aumentaram com a exposi¢cao ao escuro. Para
a producdo de conidios recomendam-se temperaturas de 25 e 15°C, alternancia de
luminosidade. Capitulo II) Para a avaliagdo da mancha-de-estenfilio em condi¢des controladas
recomenda-se 0 uso de temperaturas alternadas de 25 (dia) e 15°C (noite), 24 horas de
molhamento e suspensdo a 1x10* conidios mL"'. A severidade foi maior em folhas mais
velhas, este efeito acentua-se com o desenvolvimento da planta. Capitulo III) Plantas adultas
foram mais suscetiveis a doenga e com base nestas avaliacdes foram selecionados os acessos
ENAS 1136 e ENAS 1143 como testemunhas suscetiveis e ENAS 1012, ENAS 1031, ENAS
1060 ENAS 1216, ENAS 1217 e ENAS 1223 para os ensaios em campo. Capitulo IV) Indica-
se o ENAS 1217 para programas futuros de melhoramento. Recomenda-se avaliar a
severidade entre a quarta e a décima folha, perto dos 60 dias apds o transplantio.

Palavras-chaves: Stemphylium solani; Solanum lycopersicum; condicdo ambiental;

suscetibilidade.



GERAL ABSTRACT

KOWATA-DRESCH, Ligia Sayko. Epidemiological studies and physiological responses to
gray leaf spot infection in tomato genotypes. Seropédica: UFRRJ, 2014. 201p. (Thesis,
Doctor in Agronomy, Crop production).

With the increase of gray leaf spot (Stemphylium solani) in tomato (Solanum lycopersicum)
crops in Brazil is necessary to intensify the studies in order to develop appropriate evaluation
methodologies; quantify the response of different genotypes to infection by the pathogen and
the effect of environment on development of the disease. Therefore, was developed this work,
which can be divided into four chapters: I) were evaluated the optimal conditions of
temperature (10, 15, 20, 25, 28, 30 and 35 ° C), wetness period (2; 4; 6; 8; 12; 16; 20 and 24
hours) and photoperiod (0, 6, 12, 18 and 24 hours of darkness) for germination, emission and
growth tubes; for mycelial growth of the pathogen in vitro and sporulation. Information for
the production of conidia in vitro was obtained; II) the effect of temperature (15, 20, 25, 28
and 30°C), leaf wetness period (2; 6; 16; 24 and 48 hours) and the concentration of conidia
(1x103, 1X104, 5x10* and 1x10° conidia mL'l) was determined in infection of S. solani on
plants of 'Perinha Agua Branca’ (susceptible) and 'Mascot' (resistant), as well as, the host
response at different stages of development. The pathogen's ability to infect tomato fruit was
tested and a protocol for disease evaluation under controlled conditions was obtained; III) the
response of 55 tomato genotypes, in three developmental stages, was evaluated to S. solani
infection; IV) the disease progress was evaluated in a pre-selected genotypes and the effect of
disease on production was studied. The results obtained in four different chapters are
described below. Chapter I) Maximum germination was obtained at 23 (SENA302) and
24.5°C (SENAI101); the higher emission of germ tube was obtained at 23.5 (SENA302) and
26.5°C (SENA101); the higher growth tube at 23.5°C; higher mycelial growth at 24.4
(SENA302) and 25.6°C (SENA101) and higher sporulation at 15.6 (SENA302) and 18°C
(SENAI101), both with 15.84 hours dark. The most favorable for germinative process was 16
hours of wetness period and six hours of wetting were enough to 50% of germination. The
number and growth of germ tubes increased with exposure to dark. For conidia production is
recommended the temperatures of 25 and 15°C and conditions of alternated light. Chapter 1I)
For the gray leaf spot evaluation under controlled conditions is recommended the use of
alternating temperatures of 25 (day) and 15°C (night); 24 hours of wetness and suspension at
1x10* conidia mL™. Disease severity was greater in older leaves, this effect is increased with
the plant development. Chapter III) Adult plants were more susceptible to disease and
according these evaluations were selected up accesses ENAS 1136 and ENAS 1143 as
susceptible control and ENAS 1012; ENAS 1031; ENAS 1060; ENAS 1216; ENAS 1217 and
ENAS 1223 for field trials. Chapter IV) it is indicated the ENAS 1217 for future breeding
programs. It is recommended to evaluate the gray leaf spot severity between the fourth and
the tenth leaf, close to 60 days after transplant.

Key-words:  Stemphylium solani; Solanum lycopersicum; environmental conditions;

susceptibility.



INDICE DE TABELAS

CAPITULO I

Tabela 1. Anélise de variancia para efeito da temperatura (T), periodo de molhamento (PM),
isolado (IS) e fotoperiodo (F) no processo germinativo de Stemphylium solani (isolado
SENAZ302 € SENATOL). eeieiieie ettt ettt sttt st s 35

Tabela 2. Equacdes estimadas para ajuste dos dados do processo germinativo dois isolados de
Stemphylium solani (SENA302 e SENA101) em fun¢do da temperatura e periodo de
molhamento (ensaio 1), do periodo de molhamento (ensaio 2) e fotoperiodo (ensaio 3), e
do crescimento micelial e da esporulacdo em funcdo da temperatura e fotoperiodo
(ensaio 4) e respectivos pontos de MAXIMA. .....cccuveeereveeerreeerieeerireeniereesaeeessseeennnes 37

Tabela 3. Andlise de variancia para efeito da temperatura (T), isolado (IS) e fotoperiodo (F),
sobre o crescimento micelial, expresso pela drea abaixo da curva do crescimento da
colonia (AACCM) e producdo de conidios (ESP), in vitro de dois isolados Stemphylium
solani (SENA302 € SENATOL). c.coiiiiieieeieieeeeee et 43

CAPITULO I
Tabela 4. Andlise de variancia referente a mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani — isolado
SENA302), expressa pela Area Abaixo da Curva de progresso da Doenca, em
cotilédones de tomateiro (Solanum lycopersicum). Plantulas inoculadas com 1x103;
1x10% 5x10* e 1x10° conidios mL™". Seropédica-RJ, Brasil, 2014. ..........cc.cc......... 64
Tabela 5. Andlise de Regressdo referente ao ndmero de cotilédones infectados por
Stemphylium solani (isolado SENA302) dos genétipos de tomateiro (Solanum
lycopersicum) Serato € Dominador, mantidos em tubos de ensaio e inoculados nas
concentracoes 1x103; 1x104; 5x10% e 1x10° conidios mL™. Seropédica-RJ, Brasil, 2014.
................................................................................................................................ 65
Tabela 6. Andlise de variancia referente a infeccdo em folhas destacadas de tomateiro
(Solanum lycopersicum) ‘Santa Clara’ e ‘Débora Plus’, pelo isolado SENA302 de
Stemphylium solani nas concentracdes de 1x103; 1x104; 5x10* e 1x10° conidios mL™.
................................................................................................................................ 67
Tabela 7. Andlise de variancia referente a infec¢ao de Stemphylium solani (isolado SENA302)
em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum) ‘Santa Clara’ e ‘Débora Plus’,
cultivadas em bandejas, inoculadas nas concentragdes de 1x103; 1x10% 5x10* e 1x10°
conidios mL'l, e submetidas com 12, 24 e 48 horas de molhamento. Seropédica — R,
2014 ettt ettt et b et et b et et aeeanes 69
Tabela 8. Andlise de variancia referente a infeccao de Stemphylium solani (isolado SENA302)
em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum) ‘Santa Clara’ e ‘Débora Plus’,
cultivadas em copos pldsticos. Plantas inoculadas nas concentracdes de 1x103; 1x10%;
5x10* e 1x10° conidios mL"' e submetidas a 12, 24 e 48 horas de molhamento.
Seropédica — RJ, 2014 .....oiioiieee e 71
Tabela 9. Andlise de variancia de plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum), dos genétipos
‘Mascot’ e ‘Perinha Agua Branca’, infectadas por Stemphylium solani (isolado
SENA302) e mantidas nas temperaturas continuas de 15, 20, 25, 28 e 30°C e alternada de
25 e 15°C(diurno e noturno). Seropédica-RJ, Brasil, 2014 ...........cccccvvevrveeenneennne. 74
Tabela 10. Andlise de Regressdo referente a infeccdo em plantas de tomateiro (Solanum
lycopersicum) ‘Mascot’” e ‘Perinha Agua Branca’, pelo isolado SENA302 de
Stemphylium solani, mantidas nas temperaturas continuas de 15; 20; 25; 28 e 30°C.
Seropédica-RJ, Brasil, 2014 ......cccoieiiieieeeeeee ettt 76
Tabela 11. Andlise de varidncia de plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum), dos
gendtipos ‘Mascot’ e ‘Perinha Agua Branca’, infectadas por Stemphylium solani (isolado



SENA302) e mantidas na temperatura continua de 25°C e alternada de 25 (diurno)/15°C
(noturno). Seropédica-RJ, Brasil, 2014 .........cccooviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 77
Tabela 12. Mancha-de-estenfilio em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum), dos

gendtipos ‘Mascot’ e ‘Perinha Agua Branca’, mantidas na temperatura continua de 25°C
e alternada de 25 (diurno)/15°C (noturno). Seropédica-RJ, Brasil, 2014 *............. 79
Tabela 13. Andlise de varidncia referente progresso da mancha-de-estenfilio (Stemphylium
solani — isolado SENA302) em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum). Plantas
submetidas a condicao de 25°C (periodo diurno) e 15°C (periodo noturno), fotoperiodo
de 12 horas nos periodos de duas; seis; 16; 24 e 48 horas de molhamento (PM).
Seropédica-RJ, Brasil, 2014 .....ccccooiiiiiiiieeeeee e 80
Tabela 14. Andlise de Regressdo referente a infeccdo em plantas de tomateiro (Solanum
lycopersicum) ‘Mascot’ e ‘Perinha Agua Branca’, pelo isolado SENA302 de
Stemphylium solani, submetidas aos periodos de dois; seis; 16; 24 e 48 horas de
molhamento. Seropédica-RJ, Brasil, 2014 .........ccccieiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeieeee 82
Tabela 15. Andlise de variancia referente progresso da mancha-de-estenfilio (Stemphylium
solani — isolado SENA302) em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum) inoculadas
com 5x102, 5x103, 1x10* e 5x10* conidios mL' e mantidas na condicdo de 25°C (periodo
diurno) e 15°C (periodo noturno), com fotoperiodo de 12 horas. Seropédica-RJ, Brasil,
2014 et ettt b et h ettt e h et e ettt et e entenaeentes 84
Tabela 16. Anélise de regressdo referente progresso da mancha-de-estenfilio (Stemphylium
solani — isolado SENA302) em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum) inoculadas
com 5x10%, 5x10°, 1x10* e 5x10* conidios mL' e mantidas na condic¢do de 25°C (periodo
diurno) e 15°C (periodo noturno), com fotoperiodo de 12 horas. Seropédica-RJ, Brasil,
2014 ettt ettt b ettt b et st anes 85
Tabela 17. Andlise de variancia referente progresso da mancha-de-estenfilio (Stemphylium
solani — isolado SENA302) em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum) inoculadas
com 1x10%, 1x10*, 5x10* e 1x10° conidios mL"' e mantidas na condic¢do de 25°C (periodo
diurno) e 15°C (periodo noturno), com fotoperiodo de 12 horas. Seropédica-RJ, Brasil,
2014 ettt b et et b et bt aeeanes 87
Tabela 18. Andlise de regressao referente progresso da mancha-de-estenfilio (Stemphylium
solani — isolado SENA302) em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum) inoculadas
com 1X103, 1X104, 5x10% e 1x10° conidios mL' e mantidas na condicdo de 25°C (periodo
diurno) e 15°C (periodo noturno), com fotoperiodo de 12 horas. Seropédica-RJ, Brasil,
2014 e ettt b et h ettt e h et e et e bt et e eneenaeentes 88
Tabela 19. Andlise de variancia de frutos de tomateiro (Solanum lycopersicum) ‘Perinha Agua
Branca’ inoculados com diferentes concentracdes de suspensao de Stemphylium solani
(isolado SENA302) Seropédica-RJ, Brasil, 2014........ccccceeviiiiniiiiniiiiniieeeieeene 90
Tabela 20. Andlise de regressao referente progresso da mancha-de-estenfilio (Stemphylium
solani — isolado SENA302) em frutos de tomateiro (Solanum lycopersicum) ‘Perinha
Agua Branca’, inoculados com 1x103, 1x10* e 1x10° conidios mL™. Seropédica-R]J,
Brasil, 2014 ... e ettt et eeeas 91
Tabela 21. Andlise de varidncia do progresso mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani —
isolado SENA302) em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum), ‘Perinha Agua
Branca’ e ‘Mascot’, inoculadas com quatro, oito e 16 folhas verdadeiras. Seropédica-RJ,
Brasil, 2014 ... .o ettt st e eaeas 93
Tabela 22. Progresso da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani) em plantas de tomateiro
(Solanum lycopersicum), ‘Perinha Agua Branca’ e ‘Mascot’, inoculados com 4, 8 ¢ 16
folhas verdadeiras. Seropédica-RJ, Brasil, 2014%..........c..ccooovivveiieereieeeeeeeeen 94
Tabela 23. Andlise de variancia do progresso mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani —
isolado SENA302) em plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum), ‘Perinha Agua



Branca’ e ‘Mascot’, inoculados com quatro, oito e 16 folhas verdadeiras. Seropédica-R]J,
Brasil, 2014 ... .o ettt st e eeeas 94
Tabela 24. Progresso da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani) em plantas de tomateiro
(Solanum lycopersicum), ‘Perinha Agua Branca’ e ‘Mascot’, inoculados com 4, 8 ¢ 16
folhas verdadeiras (Fl). Seropédica-RJ, Brasil, 2014%..........c.cccoevieieveieiieeeeeenee. 96
Tabela 25. Andlise de variancia da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani — isolado
SENA302), expressa pela Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), em
tomateiro (Solanum lycopersicum) da cultivar ‘Perinha Agua Branca’ e do hibrido
‘Mascot’, plantas com trés, 14 e 19 folhas verdadeiras. Seropédica-RJ, Brasil, 201498

Tabela 26. Progresso da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani) em tomateiro (Solanum
lycopersicum) da cultivar ‘Perinha Agua Branca’ e do hibrido ‘Mascot’, plantas com
trés, 14 e 19 folhas. Seropédica-RJ, Brasil, 2014. ........cccoviiiiiiiiniiiiiiiieeieees 98

Tabela 27. Andlise de varidncia da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani — isolado
SENA302), expresso pela Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD), em
tomateiro (Solanum lycopersicum) da cultivar ‘Perinha Agua Branca’ e do hibrido
‘Mascot’, em plantas trés, 14 e 19 folhas verdadeiras. Seropédica-RJ, Brasil, 2014.99

Tabela 28. Progresso da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani) em tomateiro (Solanum
lycopersicum) da cultivar ‘Perinha Agua Branca’ e do hibrido ‘Mascot’, plantas com
trés, 14 e 19 folhas expandidas. Seropédica-RJ, Brasil, 2014..........cccceevevveenneen. 100

CAPITULO III
Tabela 29. Gendétipos de tomateiro (Solanum lycopersicum) testados quanto a suscetibilidade
a mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani), em condi¢des de casa-de-vegetacdo.
Seropédica-RJ, Brasil, 2014 . ......ccooiiiiiiiie e 110
Tabela 30. Andlise de varidncia para efeito de gendtipo na Area Abaixo da Curva de
Progresso da mancha-de-estenfilio em 55 gendtipos de tomateiro (Solanum
lycopersicum) inoculados com o isolado SENA 302 de Stemphylium solani, em condi¢do
de casa-de-vegetacdo. Seropédica-RJ, Brasil, 2014 .......c.cccovveeviieeiiienieeeineens 113
Tabela 31. Mancha-de-estenfilio em 55 genétipos de tomateiro (Solanum lycopersicum)
inoculados com o isolado SENA 302 de Stemphylium solani, em condi¢cao de casa-de-
vegetacdo. Seropédica-RJ, Brasil, 2014 ........ccooviiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 114
Tabela 32. Andlise de variancia para efeito de gendtipo em diferentes datas de avaliacdo da
severidade da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani), durante trés estddios de
desenvolvimento de 55 gendtipos de tomateiro (Solanum lycopersicum), em condi¢do de
casa-de-vegetacdo. Seropédica-RJ, Brasil, 2014. ........ccoooiiiiiiiniiiiniiiiiieeeieeee 117
Tabela 33. Severidade média estimada da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani) em trés
estddios de desenvolvimento (21 a 56; 56 a 81 e 108 a 118 dias apds a semeadura) de 55
genotipos de tomateiro (Solanum lycopersicum, em condicdo de casa-de-vegetacao.
Seropédica-RJ, Brasil, 2014 . ....oooiiiiiiiieeeeee e 118
Tabela 34. Andlise de variancia para efeito de gendtipo no periodo de incubagao e latente e do
progresso da mancha-de-estenfilio em oito acessos de tomateiro (Solanum lycopersicum)
inoculados com o isolado SENA 302 de Stemphylium solani, avaliados em camara de
crescimento (25°C diurno e 15°C noturno, com 12 horas de fotoperiodo). Seropédica-RJ,
Brasil, 2014, ...ttt 121
Tabela 35. Periodo de incubacdo e latente e o progresso da severidade mancha-de-estenfilio
em oito gendtipos de tomateiro (Solanum lycopersicum) inoculados com o isolado SENA
302 de Stemphylium solani, em camara de crescimento (25°C diurno e 15°C noturno,
com 12 horas de fotoperiodo). Seropédica-RJ, Brasil, 2014 " ...........ccocvevenrnnee. 122



CAPITULO IV
Tabela 36. Gendtipos testados quanto a suscetibilidade a mancha-de-estenfilio (Stemphylium
solani), em condi¢des de campo. Seropédica-RJ, Brasil, 2014. .........c..ccccuvennee. 130
Tabela 37. Andlise de variancia da severidade da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani),
expressa pela Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca, segundo a posicdo da
folha em 10 gendtipos de tomateiro (Solanum lycopersicum), em condi¢do de campo.
Seropédica-RJ, Brasil, 2014 .........oovoiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 132
Tabela 38. Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga obtida pela severidade da mancha-
de-estenfilio (Stemphylium solani), segundo a posi¢ao da folha (contadas do dpice para a
base) em 10 genétipos de tomateiro (Solanum lycopersicum), em condi¢do de campo.
Seropédica-RJ, Brasil, safra outono/inverno 2014 ..............cocoooveeveveeeerereene, 133
Tabela 39. Anélise de varidncia da severidade da mancha-de-estenfilio, expressa pela Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) relativizada pela duracdo da
epidemia, segundo a posicdo da folha em 10 gendtipos de tomateiro (Solanum
lycopersicum), em condi¢do de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra outono/inverno
20T ettt ettt s ettt te st s ese et eseneenas 135
Tabela 40. Progresso da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani), expresso por Area
Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) relativizada pela duracdo da
epidemia, segundo a posicdo de 10 folhas (contadas do dpice para a base), em 10
genotipos de tomateiro (Solanum lycopersicum), em condi¢ao de campo. Seropédica-R]J,
Brasil, safra outono/inverno 20T4™ .......oo oo et ee e e e e e 136
Tabela 41. Andlise de varidncia da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenga (AACPD)
relativizada pela duracdo da epidemia da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani) e
producdo de 10 genétipos de tomateiro (Solanum lycopersicum), em condicdo de campo.
Seropédica-RJ, Brasil, safra outono/inverno 2014™..............ccoooveeveeeieeeeeeene, 137
Tabela 42. Progresso da mancha-de-estenfilio, expresso por Area Abaixo da Curva de
Progresso da Doenca (AACPD) — relativizada pela duracdo da epidemia e dados da
producdo (massa em grama e nimero de frutos por planta) de 10 genétipos de tomateiro
(Solanum lycopersicum), inoculados com o isolado SENA 302 de Stemphylium solani,
em condi¢do de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra outono/inverno 2014*....... 138
Tabela 43. Andlise de variancia para os defeitos em frutos de 10 gendtipos de tomateiro
(Solanum lycopersicum), em condi¢do de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra
outono/iNVerno 2014™ ........oociieeieieieieieee ettt 138
Tabela 44. Andlise de variancia para os defeitos em frutos de 10 gendtipos de tomateiro
(Solanum lycopersicum), em condicdo de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra
outono/iNVErNO 2014% ........oiviiieiiieietiieieeetee ettt 139
Tabela 45. Numero de frutos com defeitos de 10 gendtipos de tomateiro (Solanum
lycopersicum), em condicdo de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra outono/inverno 2014
.............................................................................................................................. 141
Tabela 46. Modelagem epidemiolégica com a severidade média da mancha-de-estenfilio
(Stemphylium solani) em 10 genétipos de tomateiro (Solanum lycopersicum).
Serop€dica-RJ, 2014 .....ccuviieeieeeee ettt et 144
Tabela 47. Modelagem epidemioldgica com a severidade méxima da mancha-de-estenfilio
(Stemphylium solani) em 10 gendtipos de tomateiro (Solanum lycopersicum).
Seropédica-RJ, 2014 .....ccuuiiiieie et 146
Tabela 48. Andlise de variancia da severidade da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani)
em 10 genétipos de tomateiro (Solanum lycopersicum) em diferentes datas de avaliagdo,
em condic@o de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra outono/inverno 2014*....... 149



Tabela 49. Severidade (%) da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani) em 10 gendtipos de
tomateiro (Solanum lycopersicum), em diferentes datas de avaliagdo, em condi¢do de
campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra outono/inverno 2014™ .............c.ccooeveeenenee. 149

Tabela 50. Andlise de variancia da severidade da mancha-de-estenfilio em 10 gendtipos de
tomateiro (Solanum lycopersicum), em condi¢ao de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra
primavera/verao 20147 ........oovoiiiiriieeeieeietee ettt 150

Tabela 51. Severidade (%) da mancha-de-estenfilio em 10 genétipos de tomateiro (Solanum
lycopersicum), em condi¢do de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra primavera/verao
20T et b et b ettt b ettt se et ese st esennenes 150

Tabela 52. Anélise de variancia da Producdo total e comercial de 10 gendtipos de tomateiro
(Solanum lycopersicum), em condi¢do de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra
primavera/verao 20147 . .......ooviiiioeiieeeieet ettt 151

Tabela 53. Producao total e comercial de 10 gendtipos de tomateiro (Solanum lycopersicum),
em condic@o de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra primavera/verdo 2014*..... 152

Tabela 54. Andlise de variancia para os defeitos em frutos de 10 gendtipos de tomateiro
(Solanum lycopersicum), em condicdo de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra
primavera/Verao 2014% . .......oov oot 152

Tabela 55. Andlise de variancia para os defeitos em frutos de 10 gendtipos de tomateiro
(Solanum lycopersicum), em condicdo de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra
primavera/verao 20147 ........oovoiiiiieieeeieeeeetee ettt 154

Tabela 56. Numero de frutos com defeitos de 10 gendtipos de tomateiro (Solanum
lycopersicum), em condicdo de campo. Seropédica-RJ, Brasil, safra primavera/verdao
2014 ettt et ettt et bt e bt ea b e at e be et e saeebeeneen 154



INDICE DE FIGURAS

CAPITULO I
Figura 1. Efeito da temperatura (°C) e do periodo de molhamento (horas) na germinacao (%)
(A e B), nimero (C e D) e comprimento (E) de tubo germinativo de dois isolados de
Stemphylium solani (SENA302 e SENA101), mantidos no escuro. ...................... 36
Figura 2. Efeito do periodo de molhamento sobre germinagdo (%) (A), nimero (B e C) e
comprimento de tubo germinativo (D) de dois isolados de Stemphylium solani, mantidos
A 25°C CONIMUO, 11O ESCUTO. «..eeeeeeeeneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeaenaeeeeeeeeeeennnaaeeseeeseeennnnaaaees 40
Figura 3. Efeito do fotoperiodo sobre o comprimento (A) e numero de tubo germinativo (B e
C) de dois isolados de Stemphylium solani (SENA302 e SENA 101), mantidos a 25°C
continuo e seis horas de molhamento. ..........ccceeeeeciiieeeriiiee e 42
Figura 4. Efeito da temperatura e fotoperiodo no crescimento da colonia, expresso pela area
abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) (A e B) e esporulagdo (C e D),
expressa pelo nimero de conidios mm™ da colonia de dois isolados de Stemphylium
solani (SENA 302 € SENA T01). cueiiiiiieeieeeeeeeee et 44

CAPITULO I
Figura 5. Mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani) em plantulas de tomateiro (Solanum
lycopersicum) Serato (0) e Dominador (m), mantidas em tubos de ensaio (A e B) e em
caixas gerbox (C e D) e inoculadas nas concentracdes 1x103; 1x104; 5x10% e 1x10°
conidios mL™. Seropédica-RJ, Brasil, 2014. . .....cccooiiiiiiiiieeeeeeee 66
Figura 6. Folhas destacadas de tomateiro (Solanum lycopersicum) ‘Santa Clara’ e ‘Débora
Plus’ (A), inoculadas com o isolado SENA302 nas concentracdes de 1x103; 1X104;
5x10* e 10° conidios mL™". Seropédica — R, 2014. . ....cvuoveemveeeereeeereeeeeeeeeeens 67
Figura 7. Infeccdo de Stemphylium solani (isolado SENA302) em plantas de tomateiro
(Solanum lycopersicum) ‘Débora Plus’ (m) e ‘Santa Clara’ (0), cultivadas em bandejas e
inoculadas nas concentragdes de 1x103; 1X104; 5x10* e 1x10° conidios mL"' com trés
periodos de molhamento. AACPS.: Area Abaixo da Curva do Progresso da Severidade.
AACCL.: Area Abaixo da Curva do Progresso da Lesdo. Seropédica — RJ, 2014. .70
Figura 8. Mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani - isolado SENA302), expressa pela Area
Abaixo da Curva de Progresso da Severidade (AACPS), em plantas de tomateiro
(Solanum lycopersicum) ‘Santa Clara’ (o) e ‘Débora Plus’ (m), cultivadas em copos
plastico e inoculadas nas concentragdes de 1x103; 1X104; 5x10% e 1x10° conidios mL™"
com trés periodos de molhamento. Seropédica — RJ, 2014 ........cccoovviiiiiiiniennnne. 72
Figura 9. Dados climéticos de temperatura (A e C) e umidade relativa (B e D), da casa-de-
vegetacdo, no periodo de 14 a 24 de agosto (linha superior) e 10 a 23 de outubro (linha
inferior) de 2012. Seropédica-RJ........ccoovviiiiiiiiiiieeee e 73
Figura 10. Area Abaixo da Curva de progresso da Lesio (AACPL — A e B) e da Severidade
(AACPS - C e D), e periodo de incubacdo (E) e latente (F) de plantas de ‘Perinha Agua
Branca’ (m) e ‘Mascot’ (0O) inoculadas com Stemphylium solani (isolado SENA302) e
mantidas nas temperaturas de 15; 20; 25; 28 e 30°C. Seropédica-RJ, 2014. ......... 75
Figura 11. Plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum), ‘Perinha Agua Branca’ (m) e
‘Mascot’ (O), inoculadas com Stemphylium solani (isolado SENA302 de), e submetidas
aos periodos de dois; seis; 16; 24 e 48 horas de molhamento. Seropédica-RJ, Brasil,
2004 ettt et be e tb e e ae e et e e beeeabeebaeeabeebeeesbeeteeenseans 83
Figura 12. Plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum), cultivar ‘Perinha Agua Branca’ (o) e
‘Mascot’ (m), inoculadas com Stemphylium solani (isolado SENA302) nas concentragdes
de 5x10%, 5x10°, 1x10* e 5x10 conidios mL™. Seropédica-RJ, Brasil, 2014....... 86



Figura 13. Plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum), cultivar ‘Perinha Agua Branca’ (o) e
‘Mascot’ (m), inoculadas com Stemphylium solani (isolado SENA302) nas concentragcdes
de 1x10°, 1x10%, 5x10* e 1x10° conidios mL"'. Seropédica-RJ, Brasil, 2014.. ..... 89

Figura 14. Frutos de tomateiro (Solanum lycopersicum), cultivar ‘Perinha Agua Branca’,
inoculados com Stemphylium solani (isolado SENA302) nas concentracdes de 1x10°,
1x10* e 1x10° conidios mL™". Seropédica-RJ, Brasil, 2014. . v...c..oveveeveeerrereerennne. 92

Figura 15. Ensaio com inoculagdo de Stemphylium solani (isolado SENA302) em frutos de
tomateiro (Solanum lycopersicum) da cultivar ‘Perinha Agua Branca’. Fruto com
ferimento inoculado com dgua (A) e visdo aproximada (C). Fruto com ferimento e
inoculado com suspensao do tecido lesionado (E), com esporulacdo (F). Seropédica-RJ,

Brasil, 2014, ... ettt st 92
Figura 16. Dados climaticos de temperatura (A) e umidade relativa (B, da casa-de-vegetacdo,
no periodo de 04 de agosto a 14 de outubro de 2013. Seropédica-R1J. .................. 97
CAPITULO III

Figura 17. VariacOes de temperatura e umidade relativa na casa-de-vegetacdo durante a
realizacdo das trés séries de avaliagdes dos genétipos de tomateiro (Solanum
lycopersicum). Seropédica-RJ, 2014, ......cc.ooviiiiiiiiiiiiiieeeeceeeeeeee e 120

CAPITULO IV
Figura 18. Dados Climaticos obtidos da estacdo metereoldgica do INMET localizada no
municipio de Seropédica-RJ, durante o cultivo da safra outono/inverno 2014.... 142
Figura 19. Severidade média (indice) da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani) em 10

genoétipos de tomateiro (Solanum lycopersicum), Seropédica-RJ, 2014. ............. 145
Figura 20. Severidade méxima (indice) da mancha-de-estenfilio (Stemphylium solani) em 10
genotipos de tomateiro (Solanum lycopersicum), Seropédica-RJ, 2014.. ............ 147

Figura 21. Dados Climaticos obtidos da estacdo metereoldgica do INMET localizada no
municipio de Seropédica-RJ, durante o cultivo da safra primavera/verao 2014.. 151



LISTA DE SIGLAS E SIMBOLOS

V - raiz quadrada

% - porcentagem

@ - arroba

® - marca registrada

°C — Graus centigrados

puL — microlitro

um — micrometro

AACP — Area Abaixo da Curva de Progresso

AACPD - Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca
AC — Aceitabilidade do consumidor

ADE — Agua destilada estéril

AtPGIPs - polygalacturonase-inhibiting proteins (Proteinas inibidoras de pologalacturonase)
BSA — Batata Sacarose Agar

CaCO;3; — Carbonato de calcio

CC — Concentracao

cm — centimetro

CV - coeficiente de variacdo

DAI - Dias ap6s a inoculacao

DAS - Dias apds a semeadura

DL — didmetro de lesdes

DNA - deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)
ENA — Escola Nacional de Agronomia

FV — Fonte de variacao

g - grama

GEN - Genétipo

GL - Graus de liberdade

gpd - glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase)
H,0, — Agua oxigenada

ha - hectare

ITS — Espagador transcrito interno

Kg - Quilo

KH,POy, - Hidrogenofosfato de Potéssio

KNOj; — Nitrato de Potassio

L - Litro

LRR - Leucine-rich repeat (repeti¢ao rica em leucina)
MAS - ‘Mascot’

MAT — Mating-type

Mm - Milimetro

mM — Milimolar

NDP - Numero de dias de precipita¢ao

NL — Nuamero de lesdes

P.s.t — Pseudomonas syringae tomato

PAB - ‘Perinha Agua Branca’

PGIPs - Polygalacturonase-inhibiting proteins (proteinas inibidoras de poligalacturonase)
PI — Periodo de incubacao

PL — Periodo latente

PR — Padrio resistente

RAPD — Random Amplified Polymorfic DNA (DNA polimérfico amplificado ao acaso)



RR — Resistente a Requeima

AP — Alta producio

RS — Resistente

SC — Suscetivel

SENA — Stemphylium Escola Nacional de Agronomia
Sm — gene de resisténcia ao Stemphylium
t - tonelada

T - Temperatura

Tmax — Temperatura maxima

Tmed — Temperatura média

Tmin — Temperatura minima

UFRRJ — Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
UR - Umidade Relativa

URmax - Umidade Relativa Maxima
URmed - Umidade Relativa Média
URmin - Umidade Relativa Minima

UV - Ultra violeta

V8 —suco de oito legumes

AA — meio Agar Agar

Pg — picograma

Kb — quilo base

Mbp — mega pares de base



SUMARIO

1. INTRODUCAO GERAL ......oooiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeee et 1

2. REVISAO DE LITERATURA......c.cootitiimiiiitieinieientieietee et 3

2.1 A cultura do TOMALEITO ....eevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieitteee ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 3

2.1.1 Origem € taXOMOMIIA ....uueeeeeeeiiiiiiiiieeeeeeeeetiitiieeeeeeeeeteaatiaiaeeeeeeeeeeannanaees 3

2.1.2 Descri¢@o botanica do tOMALEITO0......ceeeeriiiiiiiiieeeeeeeeeeiiiiiee e e e e eeeeeeaiaees 3

2.1.3 Situagdo econdmica do tomateiro x condi¢des climdticas para o cultivo...4

2.2 Mancha-de-estenfilio ............ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 5

2.2.1 O PALOZEIO .ot e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e et aba s 5

2.2.2 Histérico da mancha-de-estenfilio .............cccc 7

2.2.3 SintOmMAtOlOZIA c.evevviiiiiiieeeeei it 7

2.2.4 HOSPEACITOS .eeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeeetiieee e e e e e e e e eeaaaee e e e eeeeeeeaasanaeeeeeeeesnssannnnens 8

2.2.5 Ciclo de relacao patdgeno hospedeiro............veeeeeeiiiiiiiiiiiiieneeeiieiiiiine. 8

2.2.6 Condigdes favordveis para o desenvolvimento do patdégeno ..................... 9

2.2.7 Metodologias para avaliacdo de ensaios com a mancha-de-estenfilio ..... 11

2.2.8 Estratégias de CONLIOIC........cevvuiuiiiieeeeieiiiiiiiiiee e e e ee et e e e e 12

2.2.8.1 ResSiStENCIA ZENELICA ..uueeeeiiiiiiiiiiee e eeeeeeiiiee et e e e 12

2.2.9 Histérico do melhoramento genético do tomateiro.........ceeeeeeeeevvvvvvvnnnnnn.. 14

3. REFERENCTAS ..ottt 18
CAPITULO I

Desenvolvimento in vitro de Stemphylium solani sob diferentes condi¢des de

temperatura, periodo de molhamento e fotoperiodo ............coeeeviiiiiiiiiiinneiiieiinnnnn. 28

RESUMO ... 29

4. INTRODUGAO .....ooooiiiioeeeeeeeee ettt ettt 30

5. MATERIAL E METODOS ......cooviiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt 31

5.1. Efeito da temperatura e periodo de molhamento no processo germinativo

[0 10Y: S (o T O R UTRURRN 31

5.2 Efeito do periodo de molhamento no processo germinativo (ensaio 2)........... 32

5.3 Efeito do fotoperiodo no processo germinativo (€nsaio 3) ...........eevvveieeeeeennnn. 32

5.4 Efeito da temperatura e fotoperiodo no crescimento micelial e producdo de

CONTAIOS (EI1SAT0 4) evvniiiineiiie et e e e e e e e e et e et e e et e e eaaeeeees 32

6. RESULTADOS E DISCUSSAO .....c.coiiiiiieiiiieiiieieitieiseieieeeie e 34

6.1 Efeito da temperatura e periodo de molhamento no processo germinativo

(BIISATO 1) euuniiiieiiie et e e e e e e e e e e e et e e e e e 34

6.2 Efeito do periodo de molhamento no processo germinativo (ensaio 2)........... 38

6.3 Efeito do fotoperiodo processo germinativo (€nSaio 3) ........ceeeeeevvvviiieneeeeeees 41

6.4 Efeito da temperatura e fotoperiodo no crescimento micelial e producdo de

CONIAIOS (EISAL0 4 ) .ovvnniiiineeiiie e e ettt e e et e e e e e e e e et eesaeeeateearaesees 43

7. CONCLUSOES ..ottt 47

8. REFERENCTAS ..ottt 48

CAPITULO I
Ensaios monociclicos in vitro e em casa-de-vegetagdo: efeito da temperatura, periodo de
molhamento, concentracdo de conidios e estddio fenolégico das plantas no

progresso da mancha-de-estenfilio do tOmMAateir0 ..........uvueieeeeeeriiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeieees 52
RESUMO ..ottt ettt e e e e ettt e e e e e e e eeeas 53
Q. INTRODUGCAO ..ottt et 54
10. MATERIAL E METODOS ...ttt 55

10.1 Producao de INOCULO......cceiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeieee e e e e e e eeeees 55



10.2 ENSQi0S PIeliMINares ......cceevviiiuiieeeeeeeeeeiiiiiiiaeeeeeeeeeruinnnnaeeeeeeeeresnnnnnaaeeaaseees 55
10.2.1 Efeito da concentracdo de conidios de S. solani na infeccdo de plantulas

AE LOMALEITO, 170 VIO weneeneeeeee e et e e e e e e 55
10.2.2 Efeito da concentracdo de conidios de S. solani na infeccdo de folhas
destacadas de tOMALEITO, (71 VITTO ...cuneun et e e e 56
10.2.3 Efeito da concentracdo de conidios de S. solani na infeccdo de frutos de
COMALEITO, 172 VITFO v et e e et e e e e e e e aaaee 57
10.2.4 Efeito da concentracdo de conidios de S. solani e do periodo de
molhamento na infeccdo de plantas cultivadas em casa-de-vegetacao.................. 58
10.3 Efeito da temperatura na infec¢do do S. solani em plantas de tomateiro, sob
condicoes de cAmara de CreSCIMENTO.......uuuuuruurreiiiiiiiiiiiiiieiaieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 59
10.4 Efeito da duracdo do periodo de molhamento foliar na infeccdo de S. solani
em plantas de tomateiro sob condicdes de camara de crescimento....................... 60
10.5 Efeito da concentracdo de conidios na infec¢do do S. solani em plantas de
tomateiro, em CAmara d€ CIESCIMENTO «.vuuvnneeneeneeneeee e et e et e e e e e eeenaeanaes 60
10.6. Efeito da concentracdo de conidios na infec¢ao de frutos de tomateiro por S.
solani, €M CAMATA A€ CIESCIIMEINTO . ..ueuuernenee ettt et e et e e e e e e eeenaeanees 61
10.7 Efeito da idade da planta e da folha na infecc¢do de S. solani em plantas de
1401 001155 {0 PO O OO U O PP PP PPPOPPROPPPPPPPPPIR 62
11. RESULTADOS E DISCUSSAQ ..ottt 64
11.1 ENSQios Preliminares ........ccevuuuuuueeeeeeeeeriiiiiiiaeeeeeeeeeruiannnaeeeeeeeeensnnnnnaeeesaseees 64
11.1.1 Efeito da concentracdo de conidios de S. solani na infeccao em plantulas

de tomateiro, €m CONAICAO I7 VIFFO ..c.cceeeeeeeiiiiieeeeeeeieeeiiiieee e e e e eeeeeeiaese e e e e eeeeeneaanns 64
11.1.2 Efeito da concentracdo de conidios de S. solani na infec¢cdo em folhas
destacadas de tOMALEITO, (71 VITTO ...euneun et e e 66
11.1.3 Efeito da concentracdo de conidios de S. solani na infeccdo de frutos de
EOTIALEITO .ttt ettt eennneee 68

11.1.4 Efeito da concentracdo de conidios de S. solani e do periodo de
molhamento na infeccdo de plantas de tomateiro em condi¢cdes de casa-de-

A0l 72 ot 1o TS UUPPPPUPPRRN 68
11.2 Efeito da temperatura na infeccdo do S. solani em plantas de tomateiro, em
CAMATA (€ CTESCIIMEIITO ...ttt ettt eeeeeeeeeeee 73
11.3 Efeito da duracdo do periodo de molhamento foliar na infeccdo de S. solani
em plantas de tomateiro, em camara de CreSCImMeNntO.........cceeeeeeererriiueeeeeeeeeeeenennnns 80
11.4 Efeito da concentracdo de conidios na infec¢ao de tomateiro por S. solani, em
CAMATA (€ CTESCIIMEIITO ...ttt ee et e eeeeeeeee 83
11.5 Efeito da concentracdo de conidios na infeccdo em frutos de tomateiro, em
CAMATA (€ CTESCIIMEIITO ...ttt eeeeeeeeee 89
11.6 Efeito da idade da planta e da folha na infecc¢do de S. solani em plantas de
140 001155 {0 ST OOP OO PO PP PO P PPPPPPOPPPPPPPPPOR 93
12. CONCLUSOES ..ottt ettt 101
13. REFERENCIAS ..ottt 102

CAPITULO III
Avaliacdo de acessos de tomateiro quanto a resisténcia a mancha-de-estenfilio em casa-

L4 L e el 72 o 1 OO USUPPPPNt 106
RESUMO .......... S P PP PP PP PP 107
14, INTRODUGAQ ...coeiiiieeeeee ettt e e e e e et e e e e e e e e s eeaeeeeeas 108

15. MATERIAL E METODOS ....ooeoee oo e, 109



15.1. Avaliacdo inicial de genétipos de tomateiro quanto a resisténcia a mancha-de-

eStENTIlio (ENSAI0 1) couniiiiiiiiiiiiiie e e 109
15.2. Avaliacdo de gendtipos pré-selecionados quanto a resisténcia a mancha-de-
ESTENTTIIO ...ttt eaee 111
15.3 ANALISE dE A0S ..eevvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt e e e eeeeaeae 112
16. RESULTADOS E DISCUSSAO ......ooiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 113
16.1 Avaliag¢do inicial de genétipos de tomateiro quanto a resisténcia a mancha-de-
eStENTIlio (ENSAI0 1) wouniiiiiiiiiiii e e e 113
16.2 Avaliacdo dos gendtipos pré-selecionados quanto a resisténcia a mancha-de-
ESTEINTTIIO ...ttt aaaee 121
17. CONCLUSOES ...ttt 123
18. REFERENCTAS ...ttt 124

CAPITULO IV
Progresso da mancha-de-estenfilio em diferentes gendtipos de tomateiro, em condicoes

A CAIMPO ettt ettt e e e e e et ettt e e e e e e eeeeetbba e eeeaaeees 126
RESUMO ...ttt e e e e e e ettt e e e e e e e et eeeeaaeeeas 127
19. INTRODUGAO ..ottt 128
20. MATERIAL E METODOS ........ooviiiiiuiiieeeeeeeeeeeee e 129

20.1 Infeccdo de Stemphylium spp em diferentes genétipos de tomateiro no campo

.......................................................................................................................... 129
21. RESULTADOS E DISCUSSAO .......ocioiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeee e 132
22. CONCLUSOES ...ttt ettt 155
23. REFERENCIAS .....coutuiuitiieiiieie ettt 156
24. CONCLUSOES GERALIS......coooviiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 158
ANEXO Lottt e et e e e e e 159

ANEXO IL .o 165



1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil produz 3.873.985 toneladas (t) de tomate (Solanum lycopersicum)
distribuidas em 64.782 hectares (ha), sendo os estados de Goias (1.157.078 t ha'l), Sao Paulo
(824.337 t ha"l) e Minas Gerais (444.615 t ha'l) os trés maiores produtores (IBGE, 2012). O
Estado do Rio de Janeiro estd em 5° lugar no ranking nacional (195.665 t ha™) com uma
produtividade de 74,77 t ha'l, acima da média nacional que € de 59,80 t ha'! (IBGE, 2012).

As lavouras de tomate para consumo in natura apresentam elevado custo de producao
decorrentes do alto uso de mao-de-obra e de insumos como fertilizantes, sementes e
agrotoxicos. Entre os agrotoxicos estdo os fungicidas e bactericidas para controle de
diferentes doengas, principalmente as foliares, como a mancha-de-estenfilio, considerada uma
doenca esporddica ou secunddria. No entanto, tem sido observada com maior frequéncia em
plantas de tomateiro das principais regides produtoras do Brasil devido principalmente ao uso
de cultivares suscetiveis a doenca (KUROZAWA & PAVAN, 1997; REIS & BOITEUX,
2006; DOMINGUES, 2012).

A mancha-de-estenfilio do tomateiro pode ser causada por quatro espécies,
Stemphylium solani Weber, S. lycopersici Ellis & Gibson, S. botryosum Wallr. e S. vesicarium
(Wallr) Simmons. Destas espécies, apenas as duas primeiras sao relatadas no Brasil (REIS et
al., 2006).

Os sintomas da doenga ocorrem principalmente nas folhas e sdo caracterizados pela
formacdo de pequenas lesdes marrom-escuras e de formato irregular (ROTEM & BASHI,
1977). O principal dano se da pela reducdo da area fotossintética e do potencial produtivo
(KUROSAWA & MUSSI, 1995). Informagdes sobre as condi¢des 6timas para ocorréncia das
infec¢des e o desenvolvimento da epidemia s@o escassas ou vagas. De acordo com Kurozawa
& Pavan (1997), para um processo germinativo bem sucedido sdo necessdarias duas horas em
presenca de um filme de dgua e a faixa favoravel de temperatura estd entre 25 a 28°C. As
infec¢des sdo favorecidas por condigdes de alta umidade relativa e temperaturas de 25 a 30°C
(KRANZ, 1977).

As estratégias de controle da mancha-de-estenfilio consistem na eliminagdo de restos
culturais logo apds a ultima colheita; restricao ao plantio proximo de plantas hospedeiras, em
sua maioria solandceas; rotacdo com culturas ndo-hospedeiras; uso de genoétipos resistentes e
aplicacdo de fungicidas. Embora o controle quimico seja comumente empregado nas lavouras
de tomate, o genético é o mais eficiente (KUROZAWA & PAVAN, 1997). Considerando as
premissas de que resisténcias qualitativas podem ser pouco durdveis ou quebradas com o
cultivo continuado das cultivares portadoras destes genes e que resisténcias quantitativas tem
seu efeito afetado pelas condi¢des de ambiente (CAMARGO & BERGAMIN FILHO, 1995),
hd a necessidade do trabalho continuo no melhoramento genético e de se obter mais
informacdes sobre este patossistema e respostas fisioldgicas a infeccao.

Tendo em vista o panorama acima mencionado, e ainda que a espécie S. solani
predomina nas lavouras de tomateiro (SANTOS, 1995), este trabalho teve como objetivos
determinar as condi¢des 6timas para o desenvolvimento da mancha-de-estenfilio em plantas
de tomateiro e avaliar a resposta de diferentes acessos a infec¢ao pelo patégeno S. solani. Para
tanto, o trabalho foi dividido em quatro fases com os seguintes objetivos especificos:

1° Fase: Efeito de ambiente sobre o patégeno

1) Determinar as condicdes Otimas de temperatura, umidade e fotoperiodo para a
germinagdo dos conidios, € o efeito destas varidveis sobre o niimero e crescimento dos tubos
germinativos emitidos.

2) Determinar as condi¢des 6timas de temperatura e fotoperiodo para o crescimento
micelial do patégeno, in vitro, e a esporulagao.



3) Obter informagdes para auxiliar a produgdo de conidios in vitro

2° Fase: Estudo dos monociclicos em condicoes in vitro e em casa-de-vegetacao

4) Determinar o efeito da temperatura, do periodo de molhamento foliar e da
concentracdo de conidios sobre a infec¢c@o de S. solani em tomateiro, bem como a resposta do
hospedeiro em diferentes estadios de desenvolvimento.

5) Avaliar o progresso da doenca em plantas individuais de tomateiro.

6) Verificar se o S. solani é capaz de infectar frutos de tomateiro.

7) Obter informagdes para um protocolo de instalacdo e avaliacdo da mancha-de-
estenfilio em plantas de tomateiro, em condicdes de laboratério

3° Fase: Resposta de diferentes genétipos a infeccao pelo patégeno em condicoes de casa-
de-vegetacao

7) Avaliar a resposta de diferentes gendtipos de tomateiro da cole¢do do Laboratério
de Epidemiologia e Patologia de Sementes da UFRRJ a infecc¢do de S. solani para selecionar
genotipos promissores para programas futuros de melhoramento

8) Determinar a melhor fase para quantificacdo da doenca.

4° Fase: Avaliacao do progresso da doenca em condicoes de campo

8) Avaliar a doenga em genétipos pré-selecionados de tomateiro.

9) Avaliar o efeito da doenca na produtividade de gendtipos de tomateiro pré-
selecionados.

10) Desenvolver metodologia de avaliagio da mancha-de-estenfilio em plantas de
tomateiro, no campo.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cultura do Tomateiro
2.1.1 Origem e taxonomia

As espécies de tomate s@o origindrias da regiao andina, com domesticacdo na regiao
de Puebla e Vera Cruz no México (CURRENCE, 1963; STEVENS & RICK, 1986). Para
alguns autores, o tomate € descendente de algumas espécies silvestres que produzem frutos
vermelhos e pequenos, o tomate cereja (CANDOLLE, 1886; MARANCA, 1981; STEVENS
& RICK, 1986; RICK, 1991). Contudo, investigacdes genéticas t€m mostrado que as plantas
conhecidas como 'cerasiforme' sdo origindrias do cruzamento entre tomates silvestres e
cultivados, em vez de ser "ancestral" das cultivadas (NESBITT & TANKSLEY, 2002). Este
fato foi relatado por Blanca et al. (2012) com a andlise de polimorfismo de base unica,
confirmando que S. lycopersicum var. cerasiforme nao é o ancestral do tomate cultivado.

O tomateiro € uma dicotiledonea, da ordem Tubiflorae, familia Solanaceae, diploide
(2n=24) e tipicamente autdgama (PERALTA et al., 2005). Quanto ao género, ha divergéncias.
O primeiro pesquisador a considerar as espécies de tomate cultivado como pertencentes a um
género distinto, Lycopersicon (do grego péssego de lobo), foi Tournefort (1694). Em 1753,
Linnaeus enquadrou o tomateiro no género Solanum, relatando duas espécies, S. lycopersicum
e S. peruvianum. Miller, em 1754, descreveu formalmente o género Lycopersicon, separando
o tomateiro da cultura da batata (Solanum tuberosum). Borner (1912) também propds um
novo género (Solanopsis), baseando-se na afinidade entre estas duas espécies. Para Miiller
(1940), o género Lycopersicon deveria ser dividido em dois subgéneros, o Eulycopersicon C.
H. Miill e o Eriopersicon C. H. Miill. O subgénero Eulycopersicon caracterizado por espécies
de frutos glabros, coloracdo vermelha e laranja, sementes achatadas, inflorescéncia com
bracteas e folhas com pseudoestipulas (L. esculentum e L. pimpinellifolium) e o subgénero
Eriopersicon com espécies de frutos de coloragdo verde, sementes compactas, inflorescéncia
com bricteas e folhas com pseudoestipulas (L. peruvianum, L. cheesmanii, L. hirsutum e L.
glandulosum). Child (1990) sugeriu a inclusdo do tomateiro no género Solanum subgénero
Potatoe (G. Don) D'ARCY, secdo Lycopersicon, subsecdo Lycopersicon, segregando as
espécies em trés séries: Eriopersicon (C. H. Miill.) Child, constituido pelas espécies S.
habrochaites (L. hirsutum), S. chmielewskii, S. chilense, S. peruvianum, S. neorickii (L.
parviflorum); série Lycopersicon constituida por S. Ilycopersicon (L. esculentum), S.
pimpinellifolium, S. cheesmanii, e a Gltima série Neolycopersicon (Correll) Child, constituida
pela espécie S. pennelli (PERALTA & SPOONER, 2001).

Embora muitos autores ainda adotem a nomenclatura L. esculentum, a partir de
estudos filogenéticos utilizando sequéncia de DNA (SPOONER et al., 2005) e estudos
morfoldgicos e de distribuicio das plantas, tem sido aceita a sua reclassificacdo e
denominacdo cientifica como Solanum lycopersicum (WARNOCK, 1988; PERALTA et al.,
2001; SPOONER et al., 2003; PERALTA et al., 2006), conforme consta no Code of
Nomenclature for Cultivated Plants (BRICKELL et al., 2004).

2.1.2 Descricao botanica do tomateiro

O tomateiro € uma planta perene e de porte arbustivo e cultivada como cultura anual
(MELO, 1989). O desenvolvimento pode ser rasteiro, semi-ereto ou ereto, com hébito de
crescimento indeterminado (crescimento continuo com dominincia apical) e determinado
(auséncia de dominancia apical) (GARDE & GARDE, 1964).



A propagacdo € predominantemente pelas sementes, de formato reniforme, tamanho
pequeno e com minudsculos pélos de coloracio marrom-clara (ALVARENGA, 2004). A
plantula € inicialmente ereta, e com o crescimento se torna decumbente (ESPINOZA, 1991;
FILGUEIRA, 2003). A superficie do caule é angulosa, com pélos agucados e outros pélos
glandulares capitatos que saem da epiderme, cuja esséncia confere aroma caracteristico a
planta. As folhas sdo alternadas, de forma oval a oblonga, compostas de 11 a 32 cm de
comprimento (ALVARENGA, 2004). O sistema radicular € do tipo pivotante e
aproximadamente 80% das raizes estdo nos primeiros 45 cm de profundidade (ESPINOZA,
1991).

As flores sd@o pequenas de coloragdo amarela e dispostas em cachos. O pedinculo é
curto, o cdlice € gamossépalo, com cinco a dez 16bulos profundos, e a corola € gamopétala,
rotdcea, com cinco ou mais l6bulos (ESPINOZA, 1991). O androceu apresenta cinco ou mais
estames aderentes a corola, com anteras coniventes, formando um tubo. O gineceu é
constituido por 2 a 30 carpelos que originam os l6culos do fruto, e um pistilo de ovério
supero, com estilete liso e estigma achatado, que se desloca através do tubo formado pelas
anteras (ESPINOZA, 1991). Os cachos de flores podem ser do tipo simples (ndo ramificado)
ou composto (ramificado) (MINAMI & HAAG, 1989).

O cruzamento natural €, em geral, inferior a 5%, sendo realizado principalmente por
insetos (MELO, 1989; ALVARENGA, 2004). Nas cultivares modernas, o estilete é mais
curto e predominam plantas autégamas (MELO, 1989). De acordo com Maluf (1994), com o
advento das cultivares americanas, especialmente da Califérnia, a posi¢ao do estigma estd em
um nivel ainda mais baixo. Os frutos sdo bagas carnosas, suculentas, bi, tri ou plurilocular,
variando em aspecto, tamanho e peso de 5 até 500g, dependendo da cultivar e do manejo
adotado (ALVARENGA, 2004). O formato pode ser globular, cilindrico, periforme ou
oblongo. Os frutos de tomate s@o tipicamente climatéricos e iniciam o seu amadurecimento
com a elevagdo na atividade respiratdria. A coloracdo vermelha € a mais comum, determinada
por uma mistura de dois pigmentos, o licopeno (vermelho) e o caroteno (amarelo)
(FILGUEIRA, 2003).

2.1.3 Situacio econdémica do tomateiro x condicoes climaticas para o cultivo

O tomate é a segunda horticola mais importante do Brasil e a sua produgdo estd
dividida em dois segmentos distintos: frutos destinados ao consumo in natura e frutos
destinados a industria de processamento. As duas respectivas cadeias produtivas possuem
caracteristicas completamente distintas quanto ao método de cultivo € manejo, processamento
p6s-colheita, comercializacao e uso de cultivares (KROSS et al., 2001).

Os trés maiores produtores mundiais de tomate sao: China, India e Estados Unidos da
América, com producdo de 48.576.853, 16.826.000 e 12.624.700 toneladas, respectivamente
(FAO, 2011). O Brasil estd na oitava posi¢do no ranking mundial com uma produgdo de
3.873.985 toneladas, distribuidas em 64.782 hectares (ha). Esta producao estd concentrada nas
regides Sudeste (41%) e Centro-Oeste (30%), seguido da regido Nordeste e Sul, 10 e 15%,
respectivamente (IBGE, 2012). No que se refere a produtividade, a média nacional € de 59,80
t ha'l, as regides Norte, Nordeste e Sul se encontram abaixo deste valor com 15,84; 38,57 e
58,62 t ha'l, respectivamente. As regides Sudeste e Centro-Oeste apresentam 64,15 e 73,87 t
ha™' de produtividade. Os trés maiores estados produtores sio Goids (1.157.078 t ha™), Sdo
Paulo (824.337 t ha'l) e Minas Gerais (444.615 t ha'l). O Rio de Janeiro estd no 5° lugar do
ranking nacional com produtividade de 74,77 t ha'. A distribuicio da producio e
produtividade estd relacionada as condi¢des climéticas de cada regido, principalmente no que
diz respeito a temperatura, luminosidade e umidade (umidade relativa do ar e precipitacao).



Os requerimentos da cultura de tomate estdo diretamente relacionados ao seu centro de
origem (Regido Andina). O seu desenvolvimento e producio sdo favorecidos por condi¢des
de clima tropical de altitude e subtropical (CURRENCE, 1963), porém, tolera bem variag¢des
dos fatores climaticos (DUSI et al., 1993).

O tomateiro € exigente em termoperiodicidade didria, isto €, requer temperaturas
diurnas amenas e noturnas menores, com uma diferenca entre elas de 6-8°C (FILGUEIRA,
2003). De acordo com Dusi et al. (1993), a faixa de 20 a 25°C favorece a germinagao,
enquanto a de 18 a 25°C promove o desenvolvimento vegetativo. Temperaturas noturnas altas
contribuem para o crescimento rapido da planta. No entanto, temperaturas além de 32°C induz
a queda das flores e inibe o desenvolvimento dos frutos. Temperaturas superiores a 34°C
causam disturbios respiratérios e, quando superiores a 37°C, causam o amolecimento dos
frutos.

De forma geral pode-se sintetizar as condi¢gdes ideais para a produc¢do de tomate como
sendo aquelas com temperaturas médias noturnas de 18°C e diurnas préximas de 25°C.
Temperaturas acima de 35°C, principalmente noturna, afetam o pegamento e a maturagao dos
frutos (SEDIYAMA et al., 2003).

2.2 Mancha-de-estenfilio
2.2.1 O patoégeno

O género Stemphylium Wallr. pertence ao reino Fungi; filo Ascomycota, classe
Dothideomycetes, sub-classe Pleosporomycetidae; ordem Pleosporales e familia
Pleosporaceae (KIRK et al., 2008). O género foi descrito em 1833 por Wallroth (SIMMONS,
1967), compreendendo cerca de 50 espécies (KIRK et al., 2008) e tem Stemphylium
botryosum Wallr como espécie tipo.

As espécies de Stemphylium sdo caracterizadas por conidios muriformes, septados,
geralmente pigmentados, produzidos por um poro apical do conidiéforo, que prolifera de
modo percorrente (SIMMONS, 1967). Em relacdo a mudancas na classificacdo, entre 1933 e
1936, Wiltshire, ap6s estudos com os géneros Alternaria, Stemphylium e Macrosporium,
concluiu que o Macrosporium poderia ser suprimido em proveito do género Alternaria e que o
género Stemphylium, por apresentar dois tipos morfologicamente diferentes de
desenvolvimento de conidi6foros, deveria ser subdividido em dois subgéneros. Um composto
por espécies semelhantes a S. botryosum denominado de Eustemphylium e o segundo
subgénero Pseudostemphylium, exemplificado pela espécie S. lanuginosum Harz
(WILTSHIRE, 1938). No entanto, foram encontradas dificuldades no enquadramento de
espécies semelhantes a S. lanuginosum quando os conidiéforos mostravam-se distintos da
espécie S. botryosum e os conidios dessemelhantes a espécie A. fenuis Nees do gé€nero
Alternaria. Assim, a espécie S. lanuginosum foi incluida no género Ucladium por Simmons
(1967).

Estudos referentes a evolu¢do do Stemphylium apontam a ocorréncia de um raro
evento de hibridac@o sexual ou assexual, seguido por separacdo da linhagem. Para Inderbitzin
et al. (2005), o Stemphylium evoluiu de trés autofecundacdes, a partir de antecessores auto-
estéreis, contudo o mecanismo e a direcdo da transferéncia entre as linhagens sdo
desconhecidos. De acordo com Camara et al. (2002), estudos sobre as relacdes filogenéticas
para 44 isolados de 16 espécies de Stemphylium, com regides ITS e sequéncias de gpd,
suportaram a informagdo que o género ¢ monofilético. Em espécies com a fase teleomoérfica
conhecida, o estado sexual € a Pleospora, formado em condi¢des de frio (4°C). A associacdo
entre a fase de Stemphylium e Pleospora foi estabelecida para 15 taxéns: S. alfalfae Simmons,
S. astragali Yoshii, S. bolickii Sobers & Seymour, S. botryosum, S. botryosum f. lactucum, S.



drummondii Nirenberg & Plate, S. globuliferum (Vertergren) Simmons, S. gracilariae
Simmons & Schatz, S. herbarum (Pers: Fries) Rabenhorst ex Cesati & DeNotaris, S. lancipes
(Ellis & Everhart) Simmons, S. loti Graham, S. majusculum Simmons, S. trifolii Graham, S.
trigochinicola Sutton & Pirozynski, e S. vesicarium (Wallr.) Simmons (SIMMONS, 1969). A
auséncia da fase sexual em muitas espécies deste género € atribuida a aparente perda da
habilidade flingica de formar esta fase (CAMARA et al., 2002).

A ocorréncia da mancha-de-estenfilio na cultura do tomateiro (S. lycopersicum) esta
relacionada a quatro espécies, S. solani Weber, S. lycopersici (Enjoji) W. Yamamoto (syn. S.
floridanum Hannon & G. F. Weber), S. botryosum Wallr. e S. vesicarium (Wallr) Simmons,
destas apenas as duas primeiras ocorrem no Brasil (REIS et al., 2006). Segundo Rotem &
Bashi (1977), as espécies S. solani, S. lycopersici e S. botryosum sdo encontradas mais
frequentemente em regides de clima tropical e subtropical do que nas temperadas. Estas
informacdes podem estar relacionadas com o centro de origem do patégeno e seu hospedeiro,
lembrando que o primeiro relato desta espécie foi na cultura do algodao (Gossypium
hirsutum) e na sequéncia no tomate (WEBER, 1930). Outros autores afirmam que o fungo é
nativo de trevos (Trifolium e Medicago) (GILBERT & PARKER, 2010).

As espécies que infectam o tomateiro no Brasil podem ser diferenciadas pelas
caracteristicas morfologicas dos conididforos e conidios. Os conidiéforos do S. solani sdo
mais longos (até 200 um) e estreitos (4-7 um de largura) que os de S. lycopersici (até 140 um
e 6-7 um de largura). Os conidios de S. solani possuem 3 a 6 septos transversais (além dos
longitudinais) € em sua maioria com constrito no meio dos septos, medindo de 35-55 x 18-28
um. Os conidios de S. lycopersici s@ao pontiagudos conico até o dpice, com 1 a 8 septos
transversais (alguns longitudinais) e geralmente com constrito nos trés maiores septos
transversais, medindo de 50-74 x 16-23 pm (ELLIS, 1971). A prevaléncia de S. solani em
lavouras de tomate provavelemente estd associada a sua adaptacdo a temperaturas mais
elevadas (SANTOS, 1995) e a maior gama de hospedeiros. Reis & Boiteux (2006)
verificaram a infec¢do de S. solani em jil6 (Solanum gilo L.), no pimentao (Capsicum annuum
L.), na berinjela (Solanum melongena L.), no algodoeiro (Gossypium hirsutum L.), em C.
chinense ‘Pimenta Biquinho’, em Nicandra physaliodes, em Solanum palinacanthum, em
Cyphomandra betacea (=Solanum betacea) e no manjericao (Ocimum basilicum).

Andlises filogenéticas moleculares constituem uma importante ferramenta na
descricdo e diferenciacdo de espécies, uma vez que, ao contrario dos caracteres morfologicos
observéveis, a andlise das sequéncias de DNA nio esté sujeita as variacdes ambientais (PEI et
al., 2010). Mehta (2001), ao utilizar a técnica de RAPD em isolados de S. solani oriundos de
algoddo e tomate, verificou grande variacdo entre os mesmos, a qual ndo estd relacionada com
a hibridizacao sexual. Segundo o autor a diferenca entre os isolados pode ser atribuida a
variacdo geografica e ndo especializacdo do hospedeiro. Wang et al. (2010) adotaram o
sequenciamento dos genes gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gpd) e espagadores internos
transcritos da regido nuclear do rDNA (ITS), para distinguir filogeneticamente as espécies S.
phaseolina e S. variabilis coletadas de plantas de feijao (Phaseolus vulgaris) e alho (Allium
sativum), respectivamente. Zhang et al. (2008) utilizaram uma matriz tecnologia para detectar
e identificar 25 patégenos de solandceas, para tal, foram incluidos pelo menos dois
oligonucleotideos especificos por patogeno. No que se refere a separagdo do S. solani quanto
a racas, Nametaka & Tokeshi (1967) estudaram a capacidade de esporulacdao de 33 isolados
de S. solani, provenientes de 12 municipios de Sdao Paulo, perante diferentes meios de cultura
e radiacdo UV, patogenicidade em tomateiro suscetivel e estabilidade das caracteristicas
culturais e propuseram a classificacao do fungo em trés ragas fisioldgicas.



2.2.2 Historico da mancha-de-estenfilio

O primeiro relato do género Stemphylium nos Estados Unidos da América foi em
1924, primeiramente na cultura do algodao, e na sequéncia no tomateiro (WEBER, 1930). Em
1939, a doenca foi considerada igualmente importante a pinta preta (Alternaria solani). Entre
os anos de 1938 e 1940, foram realizados por volta de 100 isolamentos de folhas sintomaticas
e iniciado programas de melhoramento em tomateiro para a introgressio dos genes de
resisténcia aos dois patogenos (ANDRUS et al., 1942). A mancha-de-estenfilio desde entdo
vem sendo relatada em outras regides do mundo, como Brasil, India, Africa do Sul, Espanha,
Austrélia, Egito, China (MEHTA, 2001; ZHENG et al., 2010) e Malédsia (NASEHI et al.,
2012).

No Brasil, o primeiro relato ocorreu em 1945, no Estado do Rio de Janeiro
(NAMETAKA & TOKESHI, 1967), apresentando frequéncia esporddica nos anos
subsequentes. Por volta de 1967, a doenca teve a sua ocorréncia aumentada nas lavouras de
tomateiro. O incremento foi atribuido ao plantio praticamente exclusivo da cultivar ‘Santa
Cruz’ (produzida no Rio de Janeiro por volta de 1940), suscetivel ao patégeno, devido a
exigéncias de mercado, principalmente em Sdo Paulo (NAMETAKA & TOKESHI, 1967;
ALVARENGA, 2004).

A fim de se evitar os problemas fitossanitarios decorrentes do plantio desta cultivar,
em 1969 foi obtida a linhagem ‘Angela’, resistente a mancha-de-estenfilio, oriunda do
cruzamento da cultivar ‘Santa Cruz’ com plantas de tomate resistentes a este patégeno e a ao
virus Y, seguido de retrocruzamentos (ALVARENGA, 2004). Posteriormente, com o
cruzamento da cultivar ‘Angela’ e o hibrido F, Duke, o Instituto Agrondmico de Campinas
lancou em 1986, a cultivar ‘Santa Clara’ (ALVARENGA, 2004).

Devido ao uso de cultivares resistentes, aliado a aplica¢des periddicas de fungicidas,
a mancha-de-estenfilio passou a ser considerada uma doenca de importancia secundaria
(MEHTA, 2001). No entanto, epidemias severas tém sido observadas sugerindo que
resisténcia a esta doenca nao tem sido incorporada as novas cultivares de tomate (REIS et al.,
2006). Como exemplo pode-se citar a introducdo e amplo cultivo de hibridos longa vida,
como a cultivar ‘Débora Plus’, suscetivel ao patégeno (ALVARENGA, 2004). De acordo
com o levantamento realizado por Reis & Boiteux (2006), de 50 cultivares comerciais
testadas, apenas 32% apresentavam resisténcia genética a doenca. Domingues (2012) testou as
principais cultivares (‘Forty’, ‘‘Perinha Agua Branca’’, ‘Carmen’, ‘Sweet Grape’, ‘Débora
Plus’, ‘Serato’, ‘Santa Clara’, ‘Dominador’, ‘Jumbo’ e ‘Lumi’) plantadas na regido produtora
de tomate do Rio de Janeiro, os sintomas surgiram em todos os genoétipos, sendo o ‘Serato’, o
‘Lumi’ e a ‘Carmem’ os mais suscetiveis a doenca.

2.2.3 Sintomatologia

A infeccdo ocorre principalmente nas folhas, tanto jovens como senescentes. Em
condigdes favordveis e alta quantidade de indculo, podem ser observadas lesdes da doenca
nos peciolos e nos pedinculos florais (ROTEM & BASHI, 1977; JONES, 1991). De acordo
com estes autores, ndo ocorre lesdes em frutos e esta informacdo ainda € utilizada.
Contrariando a literatura, o presente trabalho comprovou que o S. solani é capaz de infectar o
fruto do tomateiro, tanto naturalmente como por inoculacdo e na presenca ou auséncia de
ferimentos. A doenca ataca o tomateiro em qualquer estddio de desenvolvimento, desde o
plantio nas sementeiras até o periodo de colheita; neste dltimo com maior frequéncia (JONES,
1991; KUROZAWA & PAVAN, 1997).

Os sintomas da mancha-de-estenfilio sdo caracterizados por pintas pequenas,
irregulares, as vezes circulares, ligeiramente deprimidas, com coloragdo marrom-acinzentada



a preta, as quais se tornam rapidamente necréticas e circundadas por halo clorético, com 1 a
10 mm de diametro, frequentemente rompidas ao atingir seu tamanho méaximo (ROTEM &
BASHI, 1977).

O principal dano causado pela mancha-de-estenfilio € a redugdo da area foliar e,
consequentemente, do potencial produtivo da planta (KUROSAWA & MUSSI, 1995).
Segundo estes autores, a incidéncia é maior em folhas mais novas, afetando principalmente a
por¢ao apical. Contrariando esta informacdo, Domingues (2012) observou que a infeccao nao
estava restrita na por¢do apical, e ainda, a severidade da doenca era maior em folhas mais
velhas. Dados que corroboram com os resultados observados neste trabalho, hd maior
severidade nas folhas mais velhas e a infeccao pode ocorrer em qualquer posi¢do das folhas,
ndo estando limitada nas folhas mais jovens.

2.2.4 Hospedeiros

Além do tomateiro, as espécies S. solani e S. lycopersici podem atacar cerca de 20
outras espécies da familia das solandceas, entre as quais, o pimentdo (Capsicum annuum L.),
as pimentas (Capsicum spp), o jilé (S. gilo), a batata (S. tuberorum), a berinjela (S.
melongena) e a lobeira (S. lycocarpon) (MIZUBUTI & BROMMONSCHENKEL, 1996;
BOITEUX et al., 1993; MEHTA, 1998). J4 a espécie S. lycopersici apresenta uma quantidade
menor de hospedeiros (MENDES et al., 1998).

2.2.5 Ciclo da relacao patogeno hospedeiro

No campo, temperaturas entre 25 e 30°C e a alta umidade relativa do ar contribuem
para o desenvolvimento da doenga (KRANZ, 1977; KUROZAWA & PAVAN, 1997). JONES
(1991) relatou que temperaturas na faixa de 24 a 27°C e alta umidade relativa do ar sdo ideais
para o desenvolvimento da doenca. Ainda, sob temperaturas moderadas e ambientes umidos,
podem ser produzidos dois ciclos de esporos por semana (WALTER, 1967). A forma perfeita
¢ formada sob condi¢des de frio prolongado (4°C), no entanto ndo foi relatada para S. solani
(SIMMONS, 1967).

O mecanismo de sobrevivéncia do patégeno ndo estd totalmente elucidado. Alguns
autores atribuem a infeccdo primdria aos conidios disseminados via corrente de ar,
provenientes de outros hospedeiros (MEHTA, 1998) ou de restos culturais onde o patégeno
sobrevive de um ano para outro (REIS & BOITEUX, 2006). A disseminacdo do patégeno a
longa distancia ocorre através de mudas oriundas de sementeiras contaminadas e sementes
infectadas. No campo de producdo, o vento € o principal agente de dispersao dos conidios.

S. solani pode colonizar rapidamente o tecido hospedeiro resultando em sintomas
visiveis cerca de dois a trés dias apds a inoculacdo e mais dois a trés dias para esporulacdo
(ROTEM & BASHI, 1977; KUROZAWA & PAVAN, 1997). O processo de infeccdo de
plantas de tomateiro pelo patégeno foi estudado por meio de técnicas histolégicas e de
microscopia eletronica de varredura (BENTES & MATSUOKA, 2005a). Os autores
observaram que os conidios germinam com seis horas, originando vdrios tubos germinativos
por conidio, dos quais somente um ou, eventualmente, dois penetraram no hospedeiro. As
hifas penetram via-estomatos apds 12 horas, sendo que a penetragdo direta, através da parede
periclinal das células da epiderme, pode também eventualmente ocorrer. Segundo os autores,
a intumescéncia do dpice do tubo germinativo foi raramente verificada e, apesar de formar
uma estrutura semelhante a apressorio, ndo houve penetragdo a partir desta estrutura. Na
maioria dos casos, nao houve diferenciacdo do tubo germinativo durante a penetragdao. Apds a
penetracdo, a hifa se expandiu originando uma vesicula de formato globoso ou irregular na



cavidade subestomatica, que se ramificou, originando hifas secunddrias que colonizaram o
mesofilo do hospedeiro apos 24 horas da inoculacdo (BENTES & MATSUOKA, 2005a).

No ensaio de Bentes & Matsuoka (2005a), os sintomas tipicos da mancha-de-estenfilio
apareceram no intervalo de 24 a 48 horas apds a inoculacdo, na cultivar suscetivel
‘Moneymaker. Apos 36 horas da inoculagado, foi observada a degradac¢do do contetddo celular
e o colapso de células do mesofilo, na presenca de hifas intercelulares, e em células distantes
das hifas do patégeno. Estes resultados indicam que a estratégia de colonizacdo é do tipo
necrotréfica (BENTES & MATSUOKA, 2005a), conforme mencionado por Alexopoulos et
al. (1996).

2.2.6 Condicoes favoraveis para o desenvolvimento do patégeno

Rotem & Bashi (1977) correlacionaram a ocorréncia de trés espécies do género
Stemphylium (S. solani, S. floridanum e S. botryosum f. sp. lycopersici) com as condi¢des
climéticas e presenca de hospedeiros. O padrio de distribui¢do € mais frequente em regides de
clima subtropical e tropical do que em zonas temperadas. A ocorréncia do Stemphylium
coincide com zonas de clima tropical imido, temperado (imido ameno e umido frio) e
mediterrineo (Arido e semi-drido).

Em relacdo as condi¢des de ambiente adequadas ao desenvolvimento do patdgeno,
consta na literatura que para um processo germinativo bem sucedido sdo necessdrias duas
horas em presenca de um filme de dgua, sendo a faixa favoravel de temperatura de 25 a 28°C
(KUROZAWA & PAVAN, 1997). Segundo Kim et al. (2004), isolados de S. solani
provenientes de pimenta apresentaram 6tima germinagdo e crescimento micelial a 25°C, ndo
apresentando desenvolvimento das hifas a 5 e 35°C. Rahman e? al. (2010) verificaram que o
maior crescimento micelial de S. botryosum também ocorre a 25°C.

Quanto ao processo de esporulacdo, Hannon & Weber (1955) verificaram efeito
positivo da umidade em promover a producdo de conidios de S. floridanum nas folhas
destacadas de tomate. A necessidade de umidade pode também variar entre espécies do
mesmo género. O periodo de molhamento requerido para S. botryosum f. sp. lycopersici é
maior que o para S. solani e S. floridanum (BASHI et al., 1973). Estudos apontaram que o
patégeno S. botryosum f. sp. lycopersici pode utilizar periodos interruptos de molhamento e
que a quantidade de conidios produzidas é maior com 8 a 16 horas de molhamento noturno, e
quando a temperatura do dia € elevada, com variagdo noite/dia na propor¢cdao 10/20°C a
20/30°C (BASHI & ROTEM, 1975¢). Segundo Paulus & Pound (1955), a esporulacdo de S.
solani pode ocorrer na faixa de temperatura de 14 a 26° C, com 12 a 24 horas de molhamento.
Estes mesmos autores atribuem a esporulacio abundante de S. solani nesta faixa de
temperatura a umidade relativa de 100% durante 24 horas. Contudo, temperaturas baixas
como 10°C podem inibir a esporulacdo, mesmo quando utilizado maior periodo de
molhamento (48 horas).

Variagdes no teor da dgua aliada a oscilacdes da temperatura podem determinar a
duracdo do periodo de esporulacdo e, de modo geral, o efeito da temperatura € menos
marcante que o da umidade (BEBENDO, 1995). Patégenos de clima tropical e subtropical,
em sua maioria, sdo capazes de desenvolver em uma ampla faixa de temperatura, embora
estejam sujeitos a dessecacdo. Alguns fungos possuem pigmentacdo que podem atuar como
uma protecao contra o sol e altas temperaturas, como Alternaria e Stemphylium.

Em termos gerais, as temperaturas fora da faixa 6tima podem inibir a esporulacio,
assim como as demais fases de desenvolvimento do fungo (AGRIOS, 2005). Espécies como
S. botryosum e S. trifolii tem sua esporulacao inibida por temperaturas acima de 28°C (KIM et
al., 2004). De acordo com Bashi et al. (1973), a esporulacdo de S. botryosum f. sp. lycopersici
pode ser observada entre 10 a 30°C, com temperatura 6tima de 25°C. Bashi & Rotem (1975a),

9



ao testar o desenvolvimento de S. botryosum f. sp. lycopersici nas temperaturas 15, 20, 23 e
30°C, também verificaram que a produ¢do méxima de conidios ocorreu a 25°C, em escuro
continuo. Contudo, nas condi¢des de luminosidade continua ou 12 horas de escuro seguido de
12 horas de claro, a maior producao de conidios ocorreu na temperatura de 15°C.

No que se refere ao efeito da luz, espécies de Stemphylium sdo descritas como de
esporulacdo diurna, sob alterndncia de ciclo luz e escuro (LEACH, 1967; BOSS & DAY,
2001). Esporuladores diurnos sdo mais adaptados a vicissitudes da natureza, como flutuacao
de temperatura e luz (ROTEM, 1994). A producdo de conidi6éforos requer luz ultravioleta,
enquanto a segunda fase (quando o conidio € produzido) necessita de periodo de escuro.
Corroborando com estas informagdes, Minussi et al. (1977) relatam que a luminosidade
continua inibe a esporulacdo de S. solani; os conidi6foros sdo formados, mas sem
desenvolvimento dos conidios. O efeito inibitério da luminosidade continua também foi
observado em S. botryosum f. sp. lycopersici (LEACH, 1967; BASHI & ROTEM, 1975a),
porém o mesmo reduzia na medida em que a temperatura decrescia (BASHI & ROTEM,
1975a). Na condicdo de escuro continuo sdo produzidos poucos conidios e em luminosidade
continua os conidiéforos produzidos sdo estéreis. Alguns estudos apontam que a condicdo de
escuro total pode promover a esporulacdo de S. botryosum f.sp. lycopersici em tomate, e
quando aplicado algum tipo de iluminacdo, a maior quantidade de conidios ocorre com 12
horas de luz seguida de 12 de escuro (BASHI & ROTEM, 1975a). Para outro fungo,
Alternaria dauci, Rotem (1994) relata a ocorréncia de duas fases de esporulagdo: uma
primeira em que a luz favorece a formacgao de conidi6foros e uma segunda na qual os conidios
sdao formados em condi¢do de escuro. Nesta segunda fase, a presenga de luz inibe a formacao
dos conidios.

Em contraste com estas informacdes, Wells et al. (1971) verificaram que o
crescimento micelial e a esporulagdo de S. solani nao foram afetados por diferentes regimes
de luz (escuro total, luz ambiente de laboratério e fotoperiodo de 10 horas). Em relagdao ao
comprimento de onda, alguns fungos patogénicos (a exemplo, Alternaria, Botrytis e
Stemphylium) esporulam somente quando recebem luz na faixa do comprimento de onda do
ultravioleta (UV) (abaixo de 360 nm) (AGRIOS, 2005). Neste sentido, S. botryosum e S.
trifolii obtiveram melhor esporulagdo quando cultivados em meio V8 e submetidos a 20°C
com 12 horas de luz perto do ultravioleta (KIM et al., 2004). Para Cruz et al. (2009),
independente do meio utilizado (farinha integral de arroz, aveia, centeio, cevada, trigo,
triticale; BSA e extrato de tomate), a condi¢cdo de luminosidade continua proporcionou maior
producdo de esporos de Pyricularia grisea que o regime de escuro continuo e fotoperiodo de
12 horas. Nordskog et al. (2007) avaliaram os efeitos direto e interativo de qualidade e
intensidade da luz, temperatura e o momento da alta umidade relativa na esporulagdo de
Bremia lactucae. A supressdo da esporulacdo pela luz foi fortemente dependente da
temperatura e banda mais supressora estava entre 400 a 450 nm.

Alguns fungos tém seu processo de esporulacdo in vitro estimulado quando o meio de
cultura torna-se desprovido de nutrientes ou com o tipo de meio em que 0 microorganismo €
cultivado (ROTEM et al., 1978). Segundo Wells et al. (1971), coldnias Stemphylium spp.
mantidas a 25°C em meio V8 apds 10 dias da repicagem apresentaram poucos conidios, ao
passo que as colonias mantidas em BDA nao apresentaram produc¢do de conidios.

Alteragdes no hospedeiro também podem ocasionar mudangas no comportamento do
patégeno. Por exemplo, a umidade, ao promover o crescimento do tecido mais tenro e
suscetivel na planta, também pode aumentar a esporulagcao de determinados fungos (AGRIOS,
2005). Segundo Cohen & Rotem (1970), a inibicdo da fotossintese do hospedeiro tem
ocasionado o aumento do potencial de esporulacdo da A. porri f. sp. solani em batata.
Corroborando com este relato, Bashi & Rotem (1975b) afirmaram que a esporulagdo de S.
botryosum f. sp. lycopersici foi favorecida pela necrose do tecido foliar, sendo maior em
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folhas mortas. O efeito da necrose foi maior que o da temperatura. A aplica¢do de glucose na
primeira metade do periodo de incubagdo apresentou uma pequena inibicdo da esporulacio de
S. botryosum f. sp. lycopersici em tomate e estimulou o crescimento vegetativo in vitro
(BASHI & ROTEM, 1975b).

2.2.7 Metodologias para avaliacao de ensaios com a mancha-de-estenfilio

O progresso de doencas em plantas ocorre tanto no tempo como no espago. O seu
estudo requer o uso de métodos adequados de quantificacdo que considerem diferentes
aspectos, como o tipo de sintomas e as caracteristicas da planta (AMORIM, 1995; VALE et
al., 2004).

A intensidade da doenca pode ser determinada em termos de incidéncia, ou seja,
nimero de unidade de plantas visivelmente doentes, em relagdo ao total de unidade avaliadas,
ou partes da planta, como ramos, folhas, raizes. Neste sentido, Menzies et al. (1991)
utilizaram como varidvel a porcentagem de caules de aspargus (Asparagus officinalis L.)
mortos pela infec¢do de Stemphylium sp e a porcentagem de tecidos infectados. Outro critério
que pode ser utilizado € a estimativa da severidade, dada pelo volume ou drea de tecido
doente relacionado com o total. Entre os pioneiros nesta drea estdo Horsfall & Barratt (1945),
precedidos por Nathan Augustus Cobb (1892), que ao recorrer a lei de Weber-Fechner,
baseando-se na acuidade visual, propuseram uma escala de severidade (ndo especifica de
hospedeiro). Ainda € possivel observar a aplicacdo da mesma em estudos (MEHTA, 1998;
MWAKUTUYA, 2006). As escalas também podem ser descritivas, como a utilizada por Reis
& Boiteux (2006) para S. solani em tomateiro, e de notas (BASHI et al., 1973; BEHARE et
al., 1991; MEHTA, 2001; ZHENG et al., 2010).

Usualmente para a avaliacdo da mancha-de-estenfilio em tomateiro € utilizada a escala
diagramadtica desenvolvida por Boff et al. (1991), conforme verificado em trabalhos como o
de Rocha (2008), Paula & Oliveira (2001), Miranda et al. (2010) e Domingues (2012). Outras
varidveis também podem ser obtidas, a exemplo, o nimero de lesdes por folha; a drea de lesao
por centimetro quadrado ou também o diametro de lesdes, como no trabalho realizado por
Shishkoff & Lorbeer (1989), no qual foi quantificado o nimero de lesdes causadas por
Stemphylium sp., por centimetro quadrado da folha de cebola. Suheri & Price (2001) também
utilizaram avaliacdo semelhante com Alternaria porri e S. vesicarum para a mesma cultura.

Além da quantificacdo da intensidade de doenga, pela estimativa da incidéncia ou da
severidade, outras varfaveis também podem ser utilizadas visando aferir o efeito de condi¢des
de ambiente e de resisténcia quantitativa no progresso da doenca. Entre estas varidveis estdo
os componentes de resisténcia, conforme Parlevliet (1979): durac@o do periodo de incubagdo
e latente; frequéncia de infec¢do e expansdo das lesdes e quantidade de esporos e periodo
infeccioso. Miranda et al. (2010) utilizaram o periodo de incubacdo para auxiliar na
discriminacdo entre genotipos resistentes e suscetiveis de tomateiro a mancha-de-estenfilio, os
quais formaram cinco grupos para plantas inoculadas com o isolado EH1740 e seis grupos,
quando utilizado o isolado EH1749.

Um dos grandes entraves para a avaliagcdo da mancha-de-estenfilio ndo estd na escolha
do método de avaliacdo, mas no critério de amostragem. Faltam informacgdes sobre o mais
adequado numero de foliolos ou folhas e da posic@o destes na planta. Este problema também
foi relatado por Domingues (2012) em ensaios desenvolvidos com genétipos de tomateiro
conduzidos sob manejo organico. Em relacdo a porcao da planta a ser avaliada, Kurosawa &
Mussi (1995) relatam que a incidéncia da mancha-de-estenfilio € maior na por¢do apical,
devido as folhas mais novas. Contudo, Domingues et al. (dados nao publicados), ao avaliar a
planta inteira de tomateiro quanto aos sintomas de Stemphylium, verificaram que as maiores
severidades estavam nas folhas mais velhas, e que a por¢ao ideal para a avaliacdo ¢é até a sexta
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folha (contando do dpice para a base), pois esta permite a discrimina¢do dos niveis de
suscetibilidade dos gendtipos.

2.2.8 Estratégias de controle

Para o controle da mancha-de-estenfilio em tomateiro sdao recomendadas praticas
como a eliminacdo de restos culturais logo apds a tultima colheita; restricdo ao plantio
proximo de outras lavouras de tomateiro ou outras espécies hospedeiras; rotacdo com culturas
nao-hospedeiras, uso de genétipos resistentes e aplicagdo de fungicidas, sendo este dltimo
comumente empregado nas lavouras de tomate (KUROZAWA & PAVAN, 1977).
Atualmente, sdo registrados produtos quimicos para controle da mancha-de-estenfilio a base
de clorotalonil, 6xido cuproso, mancozebe, oxicloreto de cobre; além de misturas de
oxicloreto de cobre com clorotalonil ou com mancozebe (SEAB, 2014).

No entanto, o uso indiscriminado e sem critério cientifico de fungicidas pode causar
impactos negativos no meio ambiente e acarretar no surgimento de espécies resistentes as
moléculas utilizadas. Neste sentido, Alberoni et al. (2005) testaram 516 estirpes de S.
vesicarium, oriundos de pomares de péra (Pyrus communis L) do nordeste da Itdlia, quanto a
suscetibilidade aos dicarboximidas; destes, 227 foram considerados resistentes. Ainda em §S.
vesicarium, testes in vitro e andlises moleculares confirmaram a primeira ocorréncia de
resisténcia de S. vesicarum a estrobirulinas (cresoxime-metilo, trifloxistrobina e
piraclostrobina) (ALBERONI et al., 2010).

Estudos com controle biolégico vém sendo desenvolvidos. Carrer Filho et al. (2008)
testaram a actinobactéria Nocardioides thermolilacinus, estirpe SON-17, como agente de
biocontrole de doencas do tomateiro, a qual foi capaz de inibir a germinacao do S. solani. Em
outro estudo, a germinagdo deste patégeno foi inibida em aproximadamente 70% com o uso
de Streptomyces setonii (CARRER FILHO et al., 2009).

De acordo com Hussein et al. (2007), o emprego de P. fluorescens, Bacillus subtilis e
Trichoderma harzianum inibem o crescimento micelial do S. vesicarum e os bioagentes B.
subtilis, Saccharomyces cerevisiae e P. fluorescens reduzem a severidade da doenca. Silva et
al. (2004a) utilizaram rizobactérias, anteriormente selecionadas para indugao sist€émica contra
Pseudomonas syringae pv. tomato, para controle de multiplos patégenos causadores de
doencas foliares em tomate. Entre os patégenos estudados, encontrava-se o S. solani, o qual
teve o nimero de lesdes reduzido com a utilizagcdo do controle biolégico. O controle integrado
de B. cereus com fungicida (clorotalonil 2g L) também mostrou-se eficiente para controle da
doenca (SILVA et al., 2004b).

2.2.8.1 Resisténcia genética

O uso de variedades resistentes € uma medida de controle a ser considerada, devido a
sua alta eficiéncia, praticidade e custo (MIZUBUTI & BROMMONSCHENKEL, 1996;
KUROZAWA & PAVAN 1997). Na literatura constam como resistentes a mancha-de-
estenfilio as cultivares de tomates resistentes: ‘Santa Clara’, ‘IPA 5°, ‘Angela’ e ‘Agrocica
33’ (KUROZAWA & PAVAN, 1997); ‘Ohio 4013, ‘Yoshimatsu’, ‘Havaii’ ¢ ‘Monense’
(PAULA & OLIVEIRA, 2001).

A resisténcia a diversas doengas no tomateiro, inclusive a mancha-de-estenfilio, foi
identificada por Andrus et al. (1942) em espécies de frutos vermelhos de L. pimpinellifolium.
Segundo a Tomato Genetics Cooperative, que edita o Report of the Tomato Genetics
Cooperative, até 1979 havia cerca de 970 genes descritos do tomateiro. A resisténcia ao
Stemphylium é relatada como quantitativa e determinada pela atividade de um unico gene
(gene Sm) (HENDRIX & FRAZIER, 1949).
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O termo penetrancia refere-se a presenga ou auséncia de uma caracteristica ou
condic¢do clinica sabidamente determinada por um gene (GRIFFITHS er al., 2000). Neste
caso, o individuo possui a caracteristica ou ndo. Em determinadas situa¢des, apenas uma
parcela dos portadores do gendtipo apresenta o fenétipo correspondente, o que corresponde a
penetrancia incompleta. As possiveis causas de penetrancia incompleta sdo condicdes
ambientais e o background genético. Neste ultimo, quando o hibrido na F; apresenta
expressao do fendtipo na F; suscetivel as condi¢des ambientais; pelo menos em teoria podem
obter-se nas geragdes subsequentes, apds a recombinacdo implicando os genes modificadores,
linhas puras que, fenotipicamente iguais a cada um dos progenitores da F;, seriam
compativeis com uma penetrancia completa nos hibridos entre elas. Outro fendmeno € a
expressividade que refere-se a existéncia de uma variac@o fenotipica entre individuos com o
mesmo genétipo (GRIFFITHS et al., 2000).

Outra medida para descrever a variedade de expressdao fenotipica é chamada de
expressividade. Expressividade mede a extensdo a qual um dado genétipo € expresso a nivel
fenotipico. Diferentes niveis de expressio em diferentes individuos podem ser devido a
variacdo alélica na constituicdo do resto do genoma ou a fatores ambientais. Considerando
estes conceitos, pode-se presumir que a resisténcia ao S. solani € de penetrancia incompleta e
com expressividade varidvel.

O gene Sm confere resisténcia a quatro espécies do género e apresenta grande
estabilidade, inclusive frente a diferentes isolados de S. solani e S. lycopersici (BEHARE et
al., 1991). Segundo Blancard & Laterrot (1986), apesar de este gene ser eficiente contra
isolados de S. vesicarium e S. floridanum, os mecanismos responsdveis pela expressao da
resisténcia ainda sdo desconhecidos. O gene Sm estd localizado no mesmo cromossomo em
que estdo situados os genes I e [-2, que conferem resisténcia a Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici. Assim, variedades resistentes a F. oxysporum f.sp. lycopersici também sao
consideradas resistentes a Stemphylium, conforme observado por Andrus et al. (1942). Nos
casos em que foi relatada a quebra da resisténcia pelo patdgeno, o fato estava relacionado ao
uso de gendtipos segregantes (LATERROT & BLANCARD, 1983).

Além da resisténcia genética, outros fatores estdo envolvidos nos niveis de
suscetibilidade do hospedeiro. Entre eles, a producao de o-tomatina, toxina sintetizada por
espécies de Lycopersicon e algumas solandceas. Esta toxina encontra-se presente nas folhas,
em concentra¢do de até 1 mM, com acéo na ligacdo 3 P - esterdis de hidroxi das membranas
dos fungos. No entanto, patégenos como o S. solani e Verticillium dahliae sdo tolerantes a O-
tomatina, com dosagens acima de 300 uM (SANDROCK & VANETTEN, 1998).

Durante a infec¢do determinados patdégenos podem secretar enzimas, como as
endopoligalacturonases, que degradam a parede celular do hospedeiro. Estudos preliminares
indicaram que a toxina do S. solani atua na indu¢do da flacidez nos tecidos vegetais, como
resultado da interferéncia dos sistemas de membranas celulares (ZHENG er al., 2010).
Contudo, a presenca de proteinas inibidoras da poligalacturonase (PGIPs) na parede celular do
hospedeiro pode atuar na resisténcia a doenga, retardando a invasdo do patégeno, inibindo a
sua disseminacdo e também envolvendo a resposta de defesa da planta, como a
hipersensibilidade (JANNI ez al., 2008). As endopoligalacturonases compartilham a mesma
estrutura que repeticoes proteicas ricas em leucinas (LRR), genes de resisténcia de muitas
plantas (HUANG et al., 2011), sendo a superexpressao relacionada com a resisténcia (JANNI
et al., 2008). Neste sentido, Di et al. (2012) verificaram a distribuicio de AtPGIPs e sua
expressdo induzida pela infeccdo por S. solani em Arabidopsis. Os autores, por meio da
imunofluorescéncia, localizaram AtPGIPs distribuidas em folhas, peciolos, caules e raizes,
mas principalmente em epiderme, feixes vasculares e cilindro vascular.

Outro mecanismo de defesa a ser considerado € a geracdo de espécies ativas de
oxigénio, objeto pouco abordado nos ensaios devido a dificuldade de obten¢dao de uma técnica
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precisa. Raros sdo os trabalhos como o de Bentes & Matsuoka (2005a) que intencionaram
localizar o peréxido de hidrogénio (H,0O,) associado a parede celular de tomateiro das
cultivares ‘Motelle’ (resistente) e ‘Moneymaker’ (suscetivel), em reposta de defesa ao ataque
de S. solani. Os autores nao observaram reacdo diferencial entre as cultivares quanto ao
acumulo de H,0,. Estes resultados indicam que este composto possivelmente nao participe
diretamente da resisténcia manifestada pela cultivar resistente, que € do tipo pos-penetracao e
estd relacionada com as alteragdes de parede celular e das papilas surgidas nas células do
mesoéfilo. Em outro estudo, Bentes & Matsuoka (2005b) atribuem a colonizagdo intracelular

restrita na cultivar resistente a atuacdo dos mecanismos bioquimicos de resisténcia em
conjunto com as papilas.

2.2.9 Histoérico do melhoramento genético do tomateiro

Houve grande avanco nos estudos genéticos do tomateiro, entre os anos de 1940 a
1950, como resultado de eventos sinérgicos simultaneos. Até entdo, o tomate foi considerado
como material menos relevante para a citologia cromossomica. No entanto, acontecimentos
do inicio deste periodo impulsionaram um rdpido progresso no mapeamento do genoma,
quando Butler (1952) detectou 35 marcadores. Em 1956, estudos permitiram alocar 45
marcadores em seus respectivos locus e outros 56 nos cromossomos. Em 1963, um estudo
revelou 86 locus para 136 marcadores alocados. Essas categorias atingiram 190 de 258
marcadores em 1975. Assim, até ao final do 1960, a estrutura do genoma do tomate tinha sido
estabelecida (RICK, 1991).

As pesquisas para identificacdo de fontes de resisténcia comecaram por volta de 1970
(LATERROT & BLANCARD, 1983). A maioria das espécies de tomateiro € silvestres, ainda
ndo exploradas e apresentam frutos extremamente pequenos, por vezes pubescentes. As
espécies silvestres sdo utilizadas em programas de melhoramento do tomateiro visando a
introducdo de genes de resisténcia a pragas e doencas ou que conferem melhor qualidade e
valor nutricicional aos frutos (LOURENCAO et al., 1997; SILVA & GIORDANO, 2000;
ARAGAO et al., 2002).

Neste sentido, MALUF (1994) listou espécies utilizadas em programas de
melhoramento como fontes de resisténcia e outras caracteristicas desejaveis: L. esculentum
var cerasiforme (resisténcia a Xanthomonas vesicatoria, Septoria lycopersici, Verticillium
albo-atrum); L. pimpinellifolium (resisténcia a Corynebacterium michiganense, Pseudomonas
solanacearum, Alternaria solani, Corynespora cassicola, Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, Phytophthora infestans, Stephylium solani, nematdide Heterodera schactii, aos
virus (tomato wilt virus e tomato yellow leaf curl virus); L. cheesmannii (resisténcia ao virus
tomato yellow leaf curl virus e a salinidade - espécie apresenta alto teor de sélidos soltveis
nos frutos); L. hirsitum (resisténcia a Corynebacterium michiganense, Alternaria solani,
Didymella lycopersici, Pyrenochaeta lycopersici, Septoria lycopersici, nematdide Globodera
pallida, aos virus tomato wilt virus e tomato yellow leaf curl virus, resisténcia aos alguns
coledpteros Leptinotarsa decemlineata e Epitrix hirtipennis, dipteros Lyriomyza spp.
homépteros Aphis gossipii, Myzus persicae e Trialeurodes vaporarium, lepidépteros Heliothis
zea, Keiferia lycopersicella, Manduca sexta, Tuta (syn. Serobipalpuloides) absoluta e
Spodoptera exigua e a acaros Tetranychus urticae e T. cinnabarinum; L. chmielewskii
(espécie apresenta alto teor de soélidos soliveis nos frutos); L. chilense (resisténcia a
Trialeurodes vaporarium e resisténcia a seca); L. peruvianum (resisténcia a Clavibacter
michiganense, Alternaria solani, Pyrenochaeta lycopersici, verticillium dahliae, Meloidogyne
spp, Tobacco mosaic virus, cucumber mosaic virus, tomato wilt virus, tomato yellow leaf curl
virus, resisténcia a artrépodes e Tuta absoluta) e L. pennellii (resisténcia a artrépodes, a
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Tetranychus cinnabarium, Trialeurodes vaporarium e Tuta absoluta, resisténcia a Fusarium
oxusporium, resisténcia a seca e salinidade).

O melhoramento para resisténcia a mancha-de-estenfilio iniciou-se em 1936, nos
Estados Unidos, com o programa “United States Regional Vegetable Breeding Laboratory”, o
qual visava desenvolver variedades resistentes a diversas causas da desfolha (ANDRUS et al.,
1942).

No Brasil, as cultivares como ‘Rei Humberto’, ‘Chacareiro’ e ‘Redondo Japonés’
formaram a base da tomaticultura, por meio de cruzamentos naturais e selecdo. E a partir da
década de 1930, constituiram a base da tomaticultura brasileira com o surgimento da cultivar
‘Santa Cruz’ (suscetivel a mancha-de-estenfilio) e suas selecOes mais modernas
(ALVARENGA, 2004). Matsuoka & Chaves (1973) publicaram um trabalho testando 48
variedades do banco de germoplasma da Universidade Federal de Vigosa (BGH-UFV) para
fonte de resisténcia a Fusarium oxysporum f. lycopersici (raga 1) e ao S. solani. As variedades
‘Vigosa’, ‘Sdo Sebastido’, ‘Vitéria’ e ‘Vital’ foram consideradas fontes de resisténcia as duas
doencas. Neste banco de hortalicas da UFV, constam 826 acessos da espécie L. esculentum;
dois de L. hirsutum; quatro de L. peruvianum; dois de L. cheesmani f. minor e dois de L.
pimpinellifolium (SILVA et al., 2001). Cabe aqui ressaltar, a importancia da manutencao de
um banco de germoplasma para estudos com melhoramento genético. Estima-se que existam
mais de 62.800 acessos de tomate (cultivado e silvestre) mantidos em bancos de germoplasma
em torno do mundo (ROSSI et al., 1998). Lembrando, ainda, que espécies selvagens estdo
presentes em seu centro de origem. Em 2005, Peralta et al. (2005) identificaram duas novas
espécies de tomates selvagens no Peru, S. arcanum e S. huaylasense.

No quesito estudos sobre a suscetibilidade do tomateiro ao S. solani, Bentes &
Matsuoka (2005b) determinaram que a variedade ‘Motelle’ apresentava-se resistente ao
patogeno. Paula & Oliveira (2001) selecionaram os gendtipos Ohio 4013 e o F; (‘Havaii” X
‘Monense’) para futuros programas de melhoramento. Segundo o levantamento de Reis &
Boiteux (2006), nenhum acesso avaliado dentro da espécie L. pimpinellifolium foi classificado
como resistente - a presenga de resisténcia foi constatada em acessos de L. peruvianum e L.
hirsutum (= S. habrocaites), até entdo desconhecida. Miranda et al. (2010) avaliaram a reac@o
de genoétipos cultivados e silvestres de tomateiro frente aos isolados de S. solani e S.
lycopersici, sendo identificadas 35 fontes de resisténcia as duas espécies de Stemphylium em
genotipos das espécies S. lycopersicum, S. habrochaites, S. peruvianum e S. pimpinellifolium.
Os genétipos de S. lycopersicum e S. pimpinellifolium resistentes possuem, provavelmente, o
gene de resisténcia Sm. No entanto, os genotipos de S. peruvianum e S. habrochaites podem
representar fontes de novos genes/alelos que conferem resisténcia as duas espécies flingicas.

Os gendtipos de tomateiro apresentam diferentes niveis de resisténcia, os quais
também variam de acordo com as condi¢des ambientais. No Brasil, sdo citadas como
resistentes as variedades ‘Santa Clara’, ‘IPA 5, ‘Angela’ e ‘Agrocica 33° (KUROZAWA &
PAVAN, 1997), ‘Avansus’, ‘Kindyo’, ‘Cyntia’ (Hortiagro), ‘EF-50, ‘Rocio’ (Rogers), ‘Diva’
(Rogers), ‘Densus’, ‘Séculos’, ‘SM-16’, ‘Sweet Gold’ (Sakata) (ALVARENGA, 2004).
Conforme informagdes das empresas produtoras de sementes, as variedades: ‘Sweet Million’
(Sakata), ‘Colibri’ (Clause Tezier), ‘Fanny’ (Seminis), ‘Rodas’ (Seminis), ‘AP509° (Seminis),
‘Jumbo’ (Horticeres - Seminis), ‘Bonus’ (Topseed), ‘Santa Audélia Super’ (Topseed), ‘Santa
Clara Miss Brasil’ (Topseed), ‘Duradora’ (Embrapa Hortalicas), ‘San Vito’ (Embrapa
Hortalicas), ‘Facundo’ (Rogers) e ‘Eros’ (Petoseed) também sdo exemplos de resisténcia ao
patégeno.

Algumas estratégias para apoiar os trabalhos com melhoramento genético também
vém sendo realizados. Aragao et al. (2002) aplicaram diferentes protocolos de germinagdo e
manuten¢do de hibridos interespecificos (L. esculentum x L. peruvianum) para melhoria das
condi¢des da cultura in vitro, bem como a aclimata¢do das plantas germinadas. O uso de
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técnicas para regeneracdo de plantas oriundas de tecidos ou de uma unica célula, cultura
embriondria, técnicas de fusdo celular para espécies ndo cruzdveis e tecnologia de
transformagao para introdu¢do gé€nica auxiliam os melhoristas a estender o acervo dos bancos
de germoplasma e com novas fontes ou genes aplicdveis ao tomateiro.

O tomate foi a primeira cultura destinada a alimentacdo transformada geneticamente
a ser comercializada — “Flavr-Savr”, em 1994. O genoma do tomate comegou a ser estudado
em 2003, pelo “International Solanaceae Genomics Project” (SOL) (MUELLER et al., 2005).
As espécies dipldides (2n=24 cromossomos) apresentam genoma do tamanho de 2,0 pg/2c =
9,5%105 Kb/1c (950 Mbp), o qual é composto por 77% heterocromatina e 23% eucromatina
(PETERSON et al., 1996). O genoma foi sequenciado em 2012 (The Tomato Genome
Consortium, 2012).

No caso da selecdo assistida com marcadores, praticidade e economia sdo atribuidas
ao seu uso. Carelli et al. (2006) utilizaram marcadores de RAPD para estimar a variabilidade
de 35 acessos de tomate, a técnica promoveu a reproducio de 257 bandas com o uso de 20
primers (78,6% de polimorfismo). Neste estudo, 20 das 23 linhagens brasileiras — oriundas do
sul do Brasil (landraces) - foram agrupadas, e as cultivares comerciais distribuidas em quatro
grupos, sendo as linhagens indicadas como fonte de variacdo para programas de
melhoramento. Apesar dos avangos com a tecnologia com marcadores, Foolad (2007) ndo
concorda que a selecdo assistida seja a solugdo de todos os problemas do melhoramento de
tomate. Para o autor, o mais provdvel ¢ a combinacdo entre os protocolos tradicionais de
reprodu¢dao com melhoramento assistido com marcadores para o melhoramento do tomateiro.
Cabe aqui lembrar, que para o melhoramento genético tradicional sdo fundamentais alguns
procedimentos como a manutencdo do banco de germoplasma ou cole¢do de acessos e a
caracterizacdo destes acessos.

Os principais bancos de germoplasma de tomate no Brasil estdo localizados na
Universidade de Vigosa, o Banco de Germoplasma de Hortalicas (BGH — UFV) (
http://www.bgh.ufv.br); na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (PA16 - Banco
Ativo de Germoplasma de Tomate) com mais 1600 acessos de sete diferentes espécies; no
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) e na Colecdo de Acessos Tomateiro do
Departamento de Fitotecnia, pertencente ao Instituto de Agronomia da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (IA - UFRRJ). Esta Colecao iniciou-se no final da década de 90 com
o intuito de reunir sementes de diferentes procedéncias e caracteristicas e também
disponibilizd-las para pesquisas voltadas ao desenvolvimento da cultura (SANTOS et al.,
2011a). Atualmente, constam catalogados 300 acessos de tomates cerejas e de mesa,
procedentes de doacgdes e diversas coletas (SANTOS et al., 2011a). Os acessos ao serem
introduzidos no banco de germoplasma recebem a seguinte codificdo: a sigla ENA que
significa Escola Nacional de Agronomia e “S” para Solanum, seguido de mais quatro digitos
numéricos, sendo atribuido o primeiro digito 1 (um) para designar os acessos pertencentes ao
grupo cereja e 2 para os acessos pertencentes aos demais grupos, como salada e italiano; os
demais digitos referem-se a entrada do acesso no banco.

Ao longo do tempo, estes acessos vém sendo constantemente avaliados quanto a
resisténcia a doengas, qualidade dos frutos e métodos ideais de cultivo. A caracterizagao
ocorre sobre muitos aspectos, como por exemplo, a sua diversidade genética. Rocha et al.
(2010) caracterizaram 36 acessos de tomate cereja, considerados heirloom, com base em
descritores qualitativos e quantitativos e também indicaram combinag¢des promissoras para a
producdo de hibridos de tomate cereja. A divergéncia genética, entre os acessos estudados
(ENAS 1001; ENAS 1002; ENAS 1003; ENAS 1004; ENAS 1005; ENAS 1006; ENAS
1007; ENAS 1008; ENAS 1009; ENAS 1011; ENAS 1012; ENAS 1013; ENAS 1014; ENAS
1015; ENAS 1016; ENAS 1017; ENAS 1018; ENAS 1019; ENAS 1020; ENAS 1021; ENAS
1022; ENAS 1023; ENAS 1024; ENAS 1025; ENAS 1026; ENAS 1027; ENAS 1028; ENAS
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1029; ENAS 1030; ENAS 1031; ENAS 2001; ENAS 2002; ENAS 2003; ENAS 2004; ENAS
2005 e ENAS 2006), foi considerdvel, sobretudo em relacdo a pragas e doencas. As
combinacdes ‘Samambaia’ x ‘Joanna’ (cultivares comerciais também estudadas), ENAS 2006
x ‘Joanna’ e ENAS 2001 x ENAS 2006 podem resultar em promissores hibridos de tomateiro
cereja. Estudos com estes mesmos 36 acessos também foram delineados em outro momento
(ROCHA et al., 2009).

Outra abordagem € a investigac@o sobre a aceitabilidade dos acessos, principalmentre
dos tomates cereja, por parte dos consumidores. Rocha et al. (2013a) avaliaram as
caracteristicas sensoriais dos sete acessos de tomate cereja (ENAS 1008; ENAS 1031; ENAS
1007; ENAS 1013; ENAS 1012; ENAS 1029 e ENAS 1010), considerados promissores de
acordo com o estudo de Rocha (2008). Segundo os autores, tomates com colora¢do vermelha
a vermelho rosado e formato redondo sao os mais aceitos pelos consumidores e ainda, acessos
como o ENAS 1013 e ENAS 1029, que possuem formas (péra e oblongo) e coloracdo
(amarelo) particulares foram os genétipos mais promissores quanto a inclusdo no mercado de
consumo. Os acessos ENAS 1012; ENAS 1013; ENAS 1017; ENAS 1019; ENAS 1031;
ENAS 1033 e ENAS 1037 também foram avaliados de acordo com a aceitabilidade por parte
de consumidores e chefs (ROCHA et al., 2013b).

Muitos dos estudos delineados sdo direcionados ao manejo organico, Costa (2013)
estudou 59 acessos de tomateiro cereja (ENAS 1213; ENAS 1214; ENAS 1215; ENAS 1216;
ENAS 1217; ENAS 1218; ENAS 1219; ENAS 1154; ENAS 1222; ENAS 1223; ENAS 1224;
ENAS 1225; ENAS 1226; ENAS 1227; ENAS 1228; ENAS 1229; ENAS 1007; ENAS 1026;
ENAS 1010; ENAS 1016; ENAS 1029; ENAS 1013; ENAS 1012; ENAS 1035; ENAS 1035;
ENAS 1036; ENAS 1153; ENAS 1141; ENAS 1057; ENAS 1040; ENAS 1037; ENAS 1077;
ENAS 1064; ENAS 1175; ENAS 1126; ENAS 1136; ENAS 1147; ENAS 1009; ENAS 1140;
ENAS 1071; ENAS 1015; ENAS 1174; ENAS 1017; ENAS 1031; ENAS 1025; ENAS 1008;
ENAS 1144; ENAS 1125; ENAS 1033; ENAS 1121; ENAS 1066; ENAS 1019; ENAS 1043;
ENAS 1062; ENAS 1149; ENAS 1065; ENAS 1127; ENAS 1060 e ENAS 1141) visando
genotipos produtivos e com resisténcia a Phytophthora infestans; além de verificar a
divergéncia genética dos mesmos. Apds ensaios a campo, foram selecionados 12 acessos
(ENAS 1060; ENAS 1216; ENAS 1057; ENAS 1127; ENAS 1062; ENAS 1144; ENAS
1141; ENAS 1153; ENAS 1227; ENAS 1026; ENAS 1217 e ENAS 1125) mais as cultivares
‘Carolina’; ‘Joanna’; ‘Sweet Grape’ e ‘‘Perinha Agua Branca’’, destes em geral, os mais
resistentes foram ‘Carolina’, ‘‘Perinha Agua Branca’’, ENAS 1026 e ENAS 1217.

Ainda no estudo sobre resisténcia a requeima do tomateiro, 63 cultivares do banco
foram avaliados por Corréa et al. (2009). Santos et al. (2011b) avaliaram 15 acessos (ENAS
1213, ENAS 1214, ENAS 1215, ENAS 1216, ENAS 1217, ENAS 1218, ENAS 1219, ENAS
1222, ENAS 1223, ENAS 1224, ENAS 1225, ENAS 1226, ENAS 1227, ENAS 1228 e ENAS
1229), provenientes do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Destes, os acessos ENAS
1228, ENAS 1224, ENAS 1222, ENAS 1213, ENAS 1227, ENAS 1216, ENAS, 1219, ENAS
1225 e ENAS 1217 foram promissores como fonte de resisténcia parcial a requeima.

As informacdes obtidas com os estudos no material depositado na Colecdo de
Acessos de Tomateiro do Departamento de Fitotecnia (IA - UFRRIJ) quando agregadas em um
banco de informagdo (Database) constituirdo uma importante ferramenta para trabalhos
futuros e também direcionamento no melhoramento genético.
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CAPITULO1

Desenvolvimento in vitro de Stemphylium solani sob diferentes condicoes de
temperatura, periodo de molhamento e fotoperiodo

28



RESUMO

O aumento da ocorréncia da mancha-de-estenfilio, nas principais regides produtoras de
tomate do Brasil, impulsiona a necessidade de estudos sobre o patossistema. Existem poucas
informacdes sobre este patossistema e muitas destas sdo antigas. Somado a isto, sdo
recorrentes os relatos sobre a dificuldade de producgdo de conidios de Stemphylium sp. in vitro.
O intuito deste trabalho foi estudar as diferentes fases de desenvolvimento do Stemphylium
solani (determinando as condi¢des Otimas para cada fase) em laboratério e também obter
informacdes que tornem o protocolo de producdo de conidios do fungo mais eficiente. A
germinagdo dos conidios de dois isolados de S. solani (SENA302 e SENA101) foi estudada
em trés ensaios. No primeiro foram testadas diferentes condicdes de temperatura (10; 15; 20;
25; 28; 30 e 35°C) combinadas com trés periodos de molhamento (4; 8 e 12 horas), no escuro.
Fixado a condi¢do de 25°C no escuro, no segundo ensaio, a germinagdo foi verificada nos
periodos de 2; 4; 6; 8; 12; 16; 20 e 24 horas de molhamento. Para o terceiro ensaio
estabeleceu-se a condicao de 25°C com seis horas de molhamento e estudou-se o efeito do
fotoperiodo (0; 6; 12; 18 e 24 horas de escuro) na germina¢do de conidios. O crescimento
micelial e a produgdo de conidios foram avaliados nas mesmas condi¢des de temperatura e
fotoperiodo acima citadas. Em relacdo ao processo germinativo, a mdxima germina¢do no
primeiro ensaio foi estimada a 23°C (96,91%) para o isolado SENA302 e 24,5°C (95,95%)
para o isolado SENAI101, em ambos os casos com 12 horas de molhamento. A méixima
emissdo de tubos germinativos por conidio foi estimada a 23,5°C para SENA302 (3,9) e
26,5°C para SENA101 (2,4). O maior nimero de tubos emitidos do isolado SENA302 pode
indicar maior patogenicidade deste isolado. O maximo comprimento do tubo germinativo foi
estimado a 23,5°C (188,74 um). Entre as temperaturas testadas, optou-se por fixar 25°C no
ensaio seguinte. No segundo ensaio, o periodo de seis horas de molhamento foi o suficiente
para a ocorréncia de 50% de germinacdo, e a estabilizacdo da germinacao e emissdao dos tubos
germinativos ocorreu com 16 horas de molhamento. Para o ensaio seguinte, fixaram-se as
condicdes de 25°C e seis horas de molhamento. A emissdo de tubos germinativos apresentou
uma tendéncia de aumento em funcdo da quantidade de horas de escuro. O maximo
crescimento micelial e producdo de conidios foram estimados a 24,4°C com luminosidade
continua e a 15,6°C com 15,84 horas de escuro (1,74 conidios mm'z) para SENA302 e 25,6°C
com luminosidade continua e 18°C com 15,84 horas de escuro (1,62 conidios mm'z) para
SENA101. Assim, preconiza-se para produgdo de conidios, o uso das temperaturas de 25 e
15°C, para favorecer o crescimento micelial e a esporulacdo, respectivamente. E ainda, o uso
alternado de luminosidade e do isolado SENA302 por ser o que mais esporula.

Palavras-chaves: etiologia, esporula¢do, mancha-de-estenfilio, tomate
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4. INTRODUCAO

A cultura do tomate (Solanum lycopersicum) é atacada por inimeras doengas, entre
elas, a mancha-de-estenfilio, a qual pode acarretar na reducdo da drea fotossinteticamente
ativa e, consequentemente, queda na producio (KUROZAWA & PAVAN, 1997). A
ocorréncia desta doenca em tomateiro € atribuida a quatro espécies: S. solani Weber, S.
lycopersici (Enjoji) W. Yamamoto (syn. S. floridanum Hannon & G. F. Weber), S. botryosum
f. sp. lycopersici Wallr. e S. vesicarium (Wallr) Simmons. No Brasil, foram relatadas como
causadoras da mancha-de-estenfilio as espécies S. lycopersici e S. solani, esta tGltima com
maior ocorréncia nas lavouras de tomate devido a sua adaptacdo a temperaturas mais elevadas
(SANTOS, 1995) e a maior gama de hospedeiros (REIS & BOITEUX, 2006).

Os sintomas da mancha-de-estenfilio sdo caracterizados por pintas pequenas,
irregulares, as vezes circulares, ligeiramente deprimidas, com coloragdo marrom-acinzentada
a preta, as quais se tornam rapidamente necréticas e circundadas por halo clorético, com 1 a
10 mm de didmetro, frequentemente, rompidas ao atingir seu tamanho maximo (ROTEM &
BASHI, 1977). O tamanho das lesdes e sua frequéncia nas folhas podem variar de acordo com
o gendtipo infectado e fatores ambientais (HENDRIX & FRAZIER, 1949).

Em relagdo as condicOes favoraveis ao desenvolvimento do patdogeno, na literatura
consta que para um processo germinativo bem sucedido s@o necessarias duas horas em
presenca de um filme de &4gua, sendo a faixa de temperatura favordvel 25 a 28°C
(KUROZAWA & PAVAN, 1997). Segundo Kim er al. (2004), isolados de S. solani
provenientes de pimenta apresentam Otima germinacdo e crescimento micelial a 25°C, ndo
apresentando desenvolvimento das hifas a 5 e 35°C. Rahman et al. (2010) verificaram que o
maior crescimento micelial de S. botryosum também ocorre a 25°C. No que tange ao processo
de esporulacdo, a mesma € inibida por condicdes de luminosidade continua, os conidiéforos
sdo formados, mas os conidios ndo se desenvolvem (MINUSSI et al., 1977). No hospedeiro, o
S. solani coloniza rapidamente o tecido e os sintomas sdo visiveis dois a trés dias apds a
inoculacdo e os conidios produzidos apds igual periodo (ROTEM & BASHI, 1977;
KUROZAWA & PAVAN, 1997).

Além de poucos, os estudos sobre o efeito do ambiente em S. solani, oriundo de
plantas de tomateiro, sdo antigos. E ainda, h4 a necessidade de se pesquisar isolados coletados
de regides mais quentes, como o Brasil e se estes apresentam comportamento distinto
daqueles provenientes de clima mais ameno. A maioria dos estudos com diferentes condi¢des
ambientais com espécies de Stemphylium esta restrita aos Estados Unidos, Europa e China
(KIM et al., 2004; MENZIES et al., 1991; MONTESINOS et al., 1995; MWAKUTUYA &
BANNIZA, 2010).). Aliado a isto, ha dificuldade de se produzir esporos do patégeno in vitro,
problema este levantado por muitos autores ou representada nos artigos pelos diferentes
métodos de producdo de in6culo utilizados (NAMETAKA & TOKESHI, 1967; WELLS et
al., 1971; MIRANDA, 2009; DOMINGUES, 2012).

Tendo em vista o panorama acima mencionado, este trabalho tem como objetivos
estudar as condi¢cOes ambientais favoraveis ao desenvolvimento do patogeno, in vitro e obter
informacdes sobre a producdo de conidios de S. solani. Para isto, serdo determinadas as
condi¢des Otimas de temperatura, umidade e fotoperiodo para germinacdo dos conidios,
emissao e crescimento dos tubos germinativos, bem como as condi¢cdes 6timas de temperatura
e fotoperiodo para o crescimento micelial e a esporulacdo.
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5. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois isolados de S. solani, SENA302 - procedente de uma lavoura
comercial convencional de tomate ‘Forty’ no municipio de Paty do Alferes-RJ localizada a
22° 25" 10" S, 43° 25" 21" O, 624 metros de altitude (Clima subtropical imido - Cfa) e
SENA101 - procedente de plantas do acesso ENAS 1136 cultivadas em uma d&rea
experimental orgadnica de Seropédica-RJ localizada a 22° 44’ 29" S, 43° 42" 19" O (Clima
tropical com estacdo seca - Aw), pertencentes a colecdo do laboratério de Epidemiologia e
Patologia de Sementes da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

5.1. Efeito da temperatura e periodo de molhamento no processo germinativo
(ensaio 1)

O cultivo e a producdo dos conidios foi feito em placas de Petri contendo meio V8
CaCOs3 agar (200 mL suco V8, 17 g Agar, 800 mL de 4gua destilada e 3 g de CaCOs -
DIENER, 1952) e incubadas em camara de crescimento regulada para 12 h de fotoperiodo e
temperatura de 25 + 2°C por 10 dias seguido de 15+ 2°C por mais cinco dias. As suspensodes
contendo 10* conidios mL™" foram obtidas pela adi¢do de dgua destilada esterilizada (ADE)
nas placas contendo as culturas, seguida de raspagem superficial com pincel, agitacio em
vortex por 30 segundos, filtragem em gaze e contagem em hemacitometro.

Foram depositadas aliquotas de 10 uL de suspensdo contendo 1x10* conidios mL" no
centro de laminas de vidro (26 x 76 mm) seguido de incubag¢do em camaras de crescimento
reguladas para diferentes temperaturas (10, 15, 20, 25, 28, 30 e 35°C) e trés tempos de
molhamento (4, 8 e 12 horas), no escuro. Para evitar a perda de umidade, as laminas foram
acomodadas em caixas plasticas transparentes (11,5 x 11,5 cm) contendo duas folhas de papel
germitest umedecido com 20 mL de ADE e nestas condi¢des mantidas por até quatro, oito e
12 horas. Apds os respectivos periodos, as laminas foram expostas a ventilagdo por 30
minutos a temperatura ambiente (aproximadamente 28°C) para evaporacao do excesso de
dgua, reacomodadas nas caixas, sem as folhas de papel umedecido, e retornadas para as
respectivas temperaturas, no escuro, até completarem 24 horas de incubacdo (adaptado de
SOARES et al., 2008). Ap6s as 24 horas, interrompeu-se o processo com a adi¢do de 10 uL
de lactofenol em cada lamina e iniciaram-se as avaliagdes pela determinag¢do da (0):
porcentagem de germinacdo, nimero de tubos germinativos e comprimento médio dos tubos
germinativos dos conidios (um). A porcentagem de germinacdo e o nudmero de tubos
germinativos foram avaliados em amostra de 100 conidios por ldmina. O comprimento dos
tubos germinativos foi medido em cinco conidios por lamina. Considerou-se como germinado
aqueles conidios que possuiam tubo germinativo igual ou maior ao seu comprimento. O
comprimento dos tubos germinativos foi determinado com auxilio do programa Carl Zeiss
Imaging Solutions GmbH (2006).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2x7x3, sendo dois isolados, sete temperaturas e trés periodos de
molhamento, totalizando 42 tratamentos, nove repeti¢des para as varidveis porcentagem de
germinagdo e numero de tubos germinativos emitidos e quatro repeticdes para comprimento
do tubo germinativo. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia. E em caso de
diferenga estatistica entre os fatores foram construidas curvas e os modelos matematicos
determinados (regressdo). Também foram determinados os pontos de maxima germinagao,
emissdo de tubos germinativos e comprimento dos conidios, este procedimento foi adotado
nos demais ensaios. Para a andlise estatistica utilizou-se o programa R (2005).
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5.2 Efeito do periodo de molhamento no processo germinativo (ensaio 2)

Os requerimentos minimos e a resposta de S. solani a umidade foram avaliados em um
segundo ensaio com oito diferentes periodos de molhamento: 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20 e 24 horas.
De acordo com os dados obtidos no ensaio anterior, foi fixada a temperatura de 25°C para
incubagdo, no escuro. Foi utilizada a mesma metodologia descrita para o ensaio 1, para a
instalacdo deste ensaio. O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 2x8, sendo dois isolados e oito periodos de molhamento, com seis repeticdes por
tratamento sendo cada lamina uma parcela. Para avaliacio do comprimento do tubo
germinativo utilizaram-se quatro repeticoes.

5.3 Efeito do fotoperiodo no processo germinativo (ensaio 3)

Para avaliar a resposta de S. solani ao fotoperiodo testaram-se cinco regimes de
fotoperiodo: i) 0 hora de escuro + 24 horas de claro; ii) seis horas de escuro + 18 horas de
claro; iii) 12 horas de escuro + 12 horas de claro; iv) 18 horas de escuro + 6 horas de claro e
v) 24 horas de escuro + 0 hora de claro. A condicdo de luminosidade foi fornecida por trés
lampadas fluorescentes de 15 watts dispostas no interior da camara de crescimento. Para a
condic@o de escuro as caixas plésticas foram envoltas com papel Kraft. Apos o periodo pré-
determinado na auséncia de luz, as caixas gerbox foram descobertas e assim permaneceram
até completar o periodo de 24 horas.

A mesma metodologia descrita para o ensaio 1 foi utilizada, com incubagdo a 25 °C e
seis horas de molhamento, sendo esta dltima condicao fixada a partir dos resultados do ensaio
2. O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 2x5, dois isolados
e cinco regimes de luz, com seis repeticdes compostas por uma lamina cada. Para
determina¢do do comprimento do tubo germinativo utilizaram-se quatro repeti¢oes.

5.4 Efeito da temperatura e fotoperiodo no crescimento micelial e produciao de
conidios (ensaio 4)

Os isolados SENA302 e SENA101 foram cultivados em placas de Petri contendo meio
V8 CaCOs; agar (DIENER, 1952) e incubados a 25 + 2°C, com 12 h de fotoperiodo durante 10
dias. Apods este periodo, discos de micélio localizados na borda da colonia foram retirados
para a instalacdo do ensaio.

Para avaliar o efeito da condi¢do ambiente no crescimento micelial, discos de micélio
(0,5 cm de diametro) foram repicados para o centro de placas de Petri contendo meio V8
CaCOs éagar + pentabidtico (DIENER, 1952). Em seguida, as placas foram acomodadas em
camaras de crescimento reguladas para oito diferentes temperaturas, 10, 15, 20, 25, 28, 30, 35
e 40°C e cinco diferentes regimes de fotoperiodo: 1) O hora de escuro + 24 horas de claro; ii)
seis horas de escuro + 18 horas de claro; iii) 12 horas de escuro + 12 horas de claro; iv) 18
horas de escuro + 6 horas de claro e v) 24 horas de escuro + 0 hora de claro. A condi¢do de
luminosidade foi fornecida por trés lampadas fluorescentes de 15 watts dispostas no interior
da camara de crescimento.

O crescimento micelial foi determinado por medicdes didrias do diametro das
colonias, duas medidas perpendiculares, durante 10 dias. Os dados foram integralizados no
tempo para determinacdo da Area Abaixo da Curva do Crescimento Micelial (AACCM)
(SHANER & FINNEY, 1977). A producdo de conidios foi contabilizada no 15° dia com a
adicao de 5 mL de ADE por placa e leves raspagens com auxilio de pincel macio. O liquido
foi recolhido e homogeneizado em agitador Vortex e a concentracdo determinada por
contagens em hemacitdmetro, em total de cinco amostras por placa. Neste momento, 0
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diametro da colonia foi medido para calcular a drea da mesma. Os dados foram expressos em
nimero de conidios mm™ de colédnia.

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x8x5, sendo
dois isolados, oito temperaturas e cinco regimes de fotoperiodo, e cinco repeticdes compostas
por uma placa cada. Os dados foram submetidos a andlise de variancia, em caso de efeito
estatistico significativo entre os fatores foram construidas curvas e os modelos mateméticos
determinados, com o software R development Core Team (2005). Também foram
determinados os pontos de maximo crescimento micelial e esporulacgao.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito da temperatura e periodo de molhamento no processo germinativo (ensaio
1)

Os conidios de ambos os isolados de S. solani germinaram em todas as temperaturas
testadas (10, 15, 20, 25, 28, 30 e 35°C), porém, com efeito significativo da interacdo entre o
periodo de molhamento e a temperatura (Tabela 1 e Figura 1). A capacidade de germinagdo
dos conidios deste fungo em uma ampla faixa de temperatura também foi reportada por outros
autores. Segundo Kim et al. (2004), as espécies S. solani e S. lycopersici germinaram entre 15
a 35°C. Neste sentido, Rahman et al. (2010) verificaram que a faixa de germinacdo do S.
botryosum foi de 5 a 35°C para isolados coletados de lentilha. Para Mwakutuya & Banniza
(2010) a germinagdo de S. botryosum também provenientes de lentilha ocorreu entre as
temperaturas de 5 a 30°C.

A faixa de temperatura mais favordvel a germinagdo dos conidios de ambos os
isolados variou entre 15 e 30°C com efeito positivo do aumento no periodo de molhamento. O
modelo matemdtico estimou a maxima germinagdo na temperatura de 23°C para o isolado
SENA302 (96,91%) e de 24,5°C para o isolado SENA101 (95,95%) (Tabela 2 e Figura 1A e
B). De forma geral, a germinacdo dos conidios do isolado SENA302 foi favorecida por
temperaturas menores que a requerida pelos conidios de SENA101. Para ambos os isolados, a
maior porcentagem de germinagao foi observada na maior duracdo de molhamento testado, 12
horas. Apesar da capacidade de germinacdo em ampla faixa de temperatura, o S. solani
apresentou comportamento distinto em cada temperatura, sendo o processo germinativo mais
favorecido a 25°C, entre as temperaturas testadas. Resultados similares foram encontrados
para Colletotrichum cocodes (Wallr.) S. J. Hughes (DILLARD, 1988), Oidium neolycopersici
(JACOB et al., 2008), Phakopsora euvitis (NARUZAWA et al., 2006) e S. solani e S.
lycopersici (KIM et al., 2004). Na literatura consta que, em relacdo a varidvel ambiental
temperatura, a faixa favordvel para germinacdo do S. solani esta entre 25 e 28°C (LEACH,
1967). Segundo Mwakutuya & Banniza (2010) as temperaturas de 25 e 30°C sdo as mais
favordveis para a germinagao de S. botryosum.

O maior periodo de molhamento testado, 12 horas, também fomentou a emissdo de
tubos germinativos, especialmente nos conidios do isolado SENA302 que se destacou pelo
maior ndmero de tubos germinativos que o isolado SENA 101 (Figura 1C e D). Alguns
pesquisadores relacionam esta varidvel com a patogenicidade do fungo. Latgé et al. (1982)
correlacionaram a patogenicidade de isolados de Conidiobolus obscurus, utilizado no controle
bioldgico de Acyrthosiphon pisum, com producdo de tubos germinativos pelos conidios
primérios germinados. Observou-se efeito significativo de isolado, periodo de molhamento e
temperatura e interacdo entre estes (Tabela 1). A temperatura 6tima para emissdo de tubos
germinativos foi de 23,5°C para SENA302 (3,9 tubos.conidio'l) e 26,5°C para SENA101 (2,4
tubos. conidio™) e reducdo nas temperaturas extremas, 10, 15 e 35°C (Tabela 2 e Figura 1C e
D).
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Tabela 1. Andlise de variancia para efeito da temperatura (T), periodo de molhamento (PM),
isolado (IS) e fotoperiodo (F) no processo germinativo de Stemphylium solani (isolado
SENA302 e SENA101).

Fonte de M : M
Variagao GL Germinagao Tl.lbo. GL Compnme.mo.
¢ ¢
germinativo tubo germinativo
Ensaio 1: Temperatura x periodo de molhamento x isolado'
T 1 23903,98%* 29,29* 1 28915,62*
PM 1 33567,09%* 14,88* 1 138482,58*
IS 1 529,85 38,31% 1 1647,32
T:PM 1 3,35 0,00 1 6077,30
T:IS 1 2595,06* 0,01 1 10,64
PM:IS 1 414 2,67* 1 3976,04
IS:1(T"2) 2 75676,18* 36,74* 2 81605,22%*
PM:I (T"2) 1 1388,56* 3,69%* 1 62317,80%*
T:PM:IS 1 126,89 0,10 1 1632,60
PM:IS:I (TA2) 1 846,02* 2,93% 1 1434,67
Erro 366 144,92 0,47 156 2342.,61
Ensaio 2: periodo de molhamento x isolado’
PM 1 51938,05%* 31,55% 1 261508,18*
IS 1 278,12 8,37* 1 122491
IS (PM”2) 1 14421,86* 11,27* 1 99521,74*
PM:IS 1 4,08 1,34* 1 717,86
IS:I (PM*2) 1 48,06 0,61 1 6546,38
Erro 90 173,13 0,34 58 4095,17
Ensaio 3: Fotoperiodo x isolado’
F 1 14,91 2,42% 1 1,07%*
IS 1 93,50 0,02 1 3,66*
IS(F*2) 1 6,37 0,41 1 0,004
F:1S 1 34,58 0,40 1 0,58%*
IS:I(F"2) 1 7,48 0,00 1 0,09
Erro 54 56,68 0,18 34 0,07

QM.: Quadrado médio. *5% de probabilidade de erro.
lCondigz?to: T: 10; 15; 20; 25; 28 e 30°C, PM: 4; 8 e 12 horas, no escuro. 2Condigﬁo: PM: 2; 4, 6;8;12;16; 20 e
24 horas, 25°C no escuro. 3Condig€10: F: 0, 6, 12, 18 e 24 horas de escuro; 25°C com seis horas de molhamento.
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Figura 1. Efeito da temperatura (°C) e do periodo de molhamento (horas) na germinacao (%)

(A e B), nimero (C e D) e comprimento (E) de tubo germinativo de dois isolados de
Stemphylium solani (SENA302 e SENA101), mantidos no escuro.
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Tabela 2. Equacdes estimadas para ajuste dos dados do processo germinativo dois isolados de Stemphylium solani (SENA302 e SENA101) em
fun¢do da temperatura e periodo de molhamento (ensaio 1), do periodo de molhamento (ensaio 2) e fotoperiodo (ensaio 3), e do crescimento
micelial e da esporulacdo em fun¢@o da temperatura e fotoperiodo (ensaio 4) e respectivos pontos de maxima.

Equacgido Ponto de mdxima
Y . T PM F
YORRSENASDZ = 73 862 + 10.001 * T - 4.123 * PM + 0.7639 * PM * T — 0.2064 * T~ — 0.642 * PM * T~ 96,9 23,0 12,0 -
Z YOERSENAIOL = 120.24 + 14.81 * T — 1.26 * PM + 0.1217 * PM * T — 0.3077 * T — 0.002 * PM * T* 959 245 12,0 -
'S YTOSENASZ - 3233 40,1275 * T — 0.338 * PM + 0.0433 * PM * T — 0.0022 * T* 39 235 12,0 --
G YTOSENAIO L 0502 +0.174 * T + 0.0274 * PM + 0.00176 * PM * T — 0.0029 * T* 24 265 12,0 --
YCOMP = 142,55 - 12.20 * T — 39.00 * PM + 4.64 * T * PM — 0.0099 * PM * T* 188,7 235 12,0 -
o YO=3.946+ 10335 * PM - 0.2801 * PM” 99,28 - 1845 -
2 YTOSENAIO2 = 0 4151 + 0.3410 * PM — 0.009 * PM? 3,64 - 18,94 --
£ YTOSENAIOL_ 95844 +0.2158 * PM — 0.006 * PM? 2,52 - 17,98 --
B yCOMP _ 419759 + 31.7775 * PM — 0.9013 * PM> 238,12 -- -
w  Y'9=2318+0.023681 * F -- -- -- --
o YCOMPSENASZ_ 1191 46,083 * F -- -- -- --
L%‘ YCOMPSENAIOL _ 93 35 4 ()48 * F _ _ _ _
- YAACCMSENASO2 — () 042 + 64,5*T + 38,9*F — 1,89*F — 1,30*T" — 3,85*T*F 3940 244 -- 0,0

AACCM SENAI101 2 2 2

2 Y =-0,037 + 59,9%T + 26,3*F — 1,62*F* — 1,17*T* + 0,14*T*F 3930 252 - 0,0
g YESPSENAIRZ _ 1 935 8.594e-02*T -3.205¢-01*F + 1.290e-02*F* +4.371e-02*T*F 1,7 15,6 - 15,8
H o yESPSENAIOL _ 7 5386 (] — 3.177e-02%T — 2.683e-01%F + 9.824e-03*F + 2.832e-024F*T — 1.073e-03*T*F> 1,6 18,0 - 15,8

GER = Germinacio (%); TG = niimero de tubos germinativos por conidio; COMP = comprimento dos tubos germinativos (um); AACCM: Area Abaixo do Curva do
Crescimento Micelial; ESP = Esporulagio (conidios mm™); T = Temperatura (°C); PM = horas de molhamento; F =Fotoperiodo expresso em horas de escuro. Condigdes:
Ensaio 1 (T: 10; 15; 20; 25; 28 e 30°C, 4; 8 e 12 horas de molhamento, no escuro); Ensaio 2 (PM: 2; 4; 6; 8; 12; 16; 20 e 24 horas, 25°C no escuro); Ensaio 3 (F: 0, 6, 12, 18 ¢
24 horas de escuro; 25°C com seis horas de molhamento) e Ensaio 4 (T: 10; 15; 20; 25; 28 ¢ 30°C e F: 0, 6, 12, 18 e 24 horas de escuro).
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Nao houve diferenca entre os isolados quanto ao comprimento dos tubos germinativos
(Tabela 1), diferente do observado para as varidveis anteriores, € as resposta destes as
variagdes de temperatura e periodo de molhamento estio representados em um tnico modelo
(Figura 1E e Tabela 2). O ponto de méximo comprimento do tubo germinativo foi 188,739
um, observado com 12 horas de molhamento e 23,5°C de temperatura. Os valores mais
extremos de temperatura, 10, 15 e 35°C, reduziram significativamente o alongamento das
hifas e este efeito foi mais acentuado na condicdo ideal de molhamento, 12 horas, comparado
as demais condi¢des. Temperaturas proximas de 25°C também fomentaram o crescimento dos
tubos germinativos para urediniésporos de Phakopsora pachyrhizi Syd (21,00 a 24,37°C)
(BONDE et al., 2007) e Peronosclerospora sorghi (20 e 33°C) (BOCK et al., 1999).

Uma particularidade levantada neste experimento foi a predilecio do isolado
SENA302 por temperaturas mais baixas do que o isolado SENA101. A maxima germinacdo e
emissao de tubos germinativos do SENA302 ocorreram a 23°C e 23,5°C, enquanto que do
SENA101 a 24,5°C e 26,5°C, respectivamente. Este dado pode estar relacionado com o local
de origem do isolado, SENA302 obtido em Paty do Alferes e SENA101 em Seropédica.
Embora ambos os municipios pertencam ao estado do Rio de Janeiro, sdo caracterizados por
possuirem altitudes (Paty do Alferes — 610 m e Seropédica - 26 m) e clima (mais ameno em
Paty do Alferes) diferentes. Neste sentido, Cowling et al. (1981) constataram que nos Estados
Unidos da América, o S. botryosum patégeno da alfafa é subdividido em dois bidtipos, os
quais diferem em temperatura 6tima e sintomas. As temperaturas mais baixas (18 a 20°C)
favorecem o biotipo C-T que infecta a cultura principalmente na primavera e outono, ja as
temperaturas mais elevadas (23 a 27°C), beneficiam o biotipo W-T, o qual ocorre
prevalecentemente na regido leste do pais.

Em relagdo ao local de origem do material, Mehta (2001) verificou que isolados de S.
solani coletados de algoddo e tomate apresentaram grande variacdo, a qual estava relacionada
com variagdo geogrifica e ndo especializacdo do hospedeiro. Bouamama et al. (2010)
verificaram que a germinacdo e a viruléncia de conidios de Isaria fumosorosea, isolado da
larva de Scotiaipsilon (Lepidoptera: Noctuidae) coletada em area de clima temperado (Ile-de-
France), quando mantidos em condi¢des de clima drido e subtropical foram afetados
negativamente quando comparados com os mantidos em clima temperado.

Como, em média, entre as temperaturas testadas, a de 25°C foi a que mais favoreceu a
germinacdo dos conidios e o desenvolvimento dos tubos germinativos, numero e
comprimento, optou-se por utilizar esta temperatura nos ensaios seguintes.

6.2 Efeito do periodo de molhamento no processo germinativo (ensaio 2)

A andlise de varidncia apontou diferenca estatistica para periodo de molhamento e
isolado para nimero de tubos germinativos emitidos, mantidos a 25°C e no escuro (Tabela 1 e
Figura 2). Houve efeito apenas para periodo de molhamento nas demais variaveis. O periodo
de seis horas de molhamento foi suficiente para germinacao de cerca de 50% dos conidios e o
de 18,45 horas para a maxima germinagdo (99,28%), neste ultimo os valores foram obtidos
pela derivada da equacdo (Tabela 2 e Figura 2A). Autores afirmam que para a espécie S.
botryosum em alfafa, o conidio requer apenas trés horas de incubagdo em agua livre entre 20 a
23°C para germinar (PIERRE & MILLAR, 1965). O processo germinativo bem sucedido tem
consequéncia direta no estabelecimento da doenga. Neste sentido, Alternaria cucumerina em
meloeiro requer no minimo oito horas de molhamento foliar para infeccao (EVANS et al.,
1992). De acordo com Bradley et al. (2003) Stemphylium spp. requer no minimo oito horas de
umidade a baixa temperatura (10°C) para uma infec¢do bem sucedida. A infec¢do em alho e
cebola por S. vesicarium requereu periodos mais longos que 24 horas para o desenvolvimento
dos sintomas (BASALLOTE-UREBA et al., 1999).
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A emissdo de tubos germinativos variou em fung¢do do isolado, do periodo de
molhamento e da interacdo entre estes (Tabela 1 Figura 2B e C). O isolado SENA302
destacou-se pela maior emissdo de tubos germinativos e, de modo geral, a emissdo dos tubos
germinativos estabilizou-se a partir de 16 horas, com ponto de mdximo com 18,94 e 17,98
horas, para os isolados SENA302 (3,64 tubos por conidio) e SENA101 (2,52 tubos por
conidio), respectivamente (Tabela 2). O alongamento das hifas dos tubos germinativos foi
favorecido pelo aumento do periodo de molhamento até cerca de 16 horas. A partir deste
periodo houve tendéncia a se estabilizar e 0 mdximo comprimento foi registrado as 17,63
horas de molhamento (238,12 um) (Tabela 2 e Figura 2D).

O favorecimento no processo germinativo devido aos periodos de molhamento mais
prolongados também foi reportado em outras espécies. De acordo com Evans et al. (1992), o
aumento na duracdo do molhamento acarretou no incremento da severidade da mancha-de-
alternaria (Alternaria cucumerina (Ellis &Everh.) J. A.) em folhas de meloeiro (Cucumis melo
L.) mantidas nas temperaturas de 12, 15, 18, 21, 24, 27 e 30°C. Leu (1988) constatou que a
alta umidade aumenta a germinacgdo, enquanto a presenca de luz € detrimental ao processo.
Em relacdo a espécie Stemphylium spp, a importancia da umidade para os processos iniciais,
bem como para o desenvolvimento da doenga também foi documentado em outros trabalhos
(BASALLOTE-UREBA et al., 1999; JOHNSON & LUNDEN, 1986; MONTESINOS &
VILARDELL, 1992; MONTESINOS et al., 1995; SUHERI & PRICE, 2001).

Com base nestes resultados, assumiu-se o periodo de 16 horas de molhamento como o
mais favordvel a germinagdo dos conidios e emissdo e alongamento dos tubos germinativos.
No entanto, o periodo de seis horas de molhamento foi selecionado para o ensaio seguinte, por
permitir germinacdo acima de 50% e nao ser a condi¢do Gtima para esse evento, permitindo a
discriminacao dos resultados.
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6.3 Efeito do fotoperiodo processo germinativo (ensaio 3)

A porcentagem de germinacdo de conidios submetidos a temperatura de 25°C e seis
horas de molhamento ndo apresentou diferenca estatistica significativa para fotoperiodo
(Tabela 1). No entanto, foi observado efeito de fotoperiodo sobre o nimero e comprimento
dos tubos germinativos. O comprimento dos tubos também foi afetado significativamente pelo
fotoperiodo, pelo isolado e pela interacdo entre estes (Tabela 1). Observou-se, como
tendéncia, aumento do comprimento € do nimero de tubos germinativos emitidos com o
aumento do fotoperiodo (horas de escuro), com maxima emissdo com 24 horas de escuro
(Figura 3A). Este resultado foi similar ao encontrado por Singh ef al. (2001) com conidios de
Alternaria tenuissima submetidos aos regimes de luz continua; 16 h de luz/8 h de escuro; 8 h
de luz/16 h de escuro e escuro continuo, a 25°C. Segundo os autores, os tratamentos com 8 h
de luz/16 h de escuro e escuro continuo foram os mais favordveis a maior germinagao,
emissdo de tubos germinativos emitidos € maior comprimento destas estruturas.

O efeito do fotoperiodo sobre o comprimento dos tubos germinativos, porém, variou
com o isolado, tendo sido registrado crescimento linear do comprimento destas hifas com o
aumento do nimero de horas de escuro para o isolado SENA302 e pequena resposta pelo
isolado SENA101 (Tabelas 1 e 2; Figura 3B e C). Bentes & Matsuoka (2005) observaram que
os tubos germinativos de S. solani circundavam esta estrutura até que a mesma se encontrasse
aberta para realizar a penetracdo. Assim, o maior alongamento dos tubos germinativos em
periodos mais longos de escuro pode estar relacionado com a estratégia de penetragdo no
estdmato aberto, na condicdo de luminosidade (claro). Segundo Sinha & Singh (1993),
periodos menores que 7,7 horas de sol por dia sdo considerados favordveis ao
desenvolvimento de S. botryosum em lentilhas.

O aumento do nimero de tubos germinativos emitidos com a maior exposi¢ao ao
nimero de horas de escuros pode estar relacionado com a facilidade de dessecacdo. As
estruturas hialinas com auséncia de pigmentos sdo mais facilmente dessecadas por altas
temperaturas e alta luminosidade. Ao contrdrio do observado no conidio do Stemphylium, a
presenca de pigmentos nio € observada nos tubos germinativos.
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Figura 3. Efeito do fotoperiodo sobre o comprimento (A) e nimero de tubo germinativo
(B e C) de dois isolados de Stemphylium solani (SENA302 e SENA 101), mantidos a 25°C
continuo e seis horas de molhamento.
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6.4 Efeito da temperatura e fotoperiodo no crescimento micelial e produciao de
conidios (ensaio 4)

Observaram-se diferencas significativas entre os dois isolados quanto a resposta as
variagdes de temperatura e fotoperiodo para crescimento micelial e esporulacao (Tabela 3).

Tabela 3. Andlise de variancia para efeito da temperatura (T), isolado (IS) e fotoperiodo (F),
sobre o crescimento micelial, expresso pela drea abaixo da curva do crescimento da colonia
(AACCM) e producdo de conidios (ESP), in vitro de dois isolados Stemphylium solani
(SENA302 e SENA101).

Fonte de Variacdo GL A AQCl\éM GL E%—l}\’/l
T' 1 1705008* 1 2,89%
F 1 82703 1 0,38*
I(F73) 1 -- 1 3,92%
I(TE"3) 1 -- 1 1,77*
IS 1 31568%* 1 0,69%*
T:F 1 135 1 0,12
T:IS 1 6663* 1 2,78*
I(F~3) 1 -- 1 3,92%
I(T3) 1 - 1 1,77*
F:IS 1 1175 1 0,00
IS:I(F"2) 2 6354* 2 0,10
F:1(T"2) 1 568200%* 1 0,18
IS:I(TE*2) 1 72484%* 1 0,00
TE:I(F*2) 1 28262* 1 0,29
IS:I(T"3) 2 90769* 2 0,49%*
IS:I(F"3) 1 -- 1 0,08
T:F:IS 1 16048%* 1 0,67*
F:IS:1(T"2) 1 13622* 1 0,16
F:IS:I(T"3) 2 - 2 0,41*
T:IS:I(F"2) 1 2287 1 0,35%
T:IS:I(F~3) 2 - 2 0,28*
IS:I(FA2):1(T"2) 2 13592* 2 0,88%*
Erro 281 1666 277 0,07

QM.: Quadrado médio. *5% de probabilidade de erro.
lVariagﬁo de temperatura: 10; 15; 20; 25; 28 e 30°C; 2Variag:ilo de fotoperiodo: 0, 6, 12, 18 e 24 horas de escuro

Para ambos os isolados, porém, observou-se inibi¢io do crescimento micelial nas
temperaturas de 35 e 40°C e, consequentemente, da producdo de conidios. Na temperatura de
10° C, o desenvolvimento das colonias foi muito lento com acréscimos significativos com o
aumento da temperatura até 30°C (Figura 4A e B).
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Figura 4. Efeito da temperatura e fotoperiodo no crescimento da coldnia, expresso pela drea
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A auséncia de crescimento micelial em altas temperaturas também foi relatada em
outros estudos. Segundo Zhang & Hu (2004), para C. gloeosporioides e C. horii altas
temperaturas inibem o crescimento. O crescimento de S. botryosum também foi afetado por
altas temperaturas (40°C) (HOSEN et al., 2009). Temperaturas baixas também podem
interromper o desenvolvimento do micélio; para A. helianthi o crescimento € paralisado a 5°C
(LEITE & AMORIM, 2002). Em alguns casos temperaturas extremas ndao impedem o
desenvolvimento do fungo, porém causam retardamento de suas atividades. Neste sentido,
Bock et al. (1999) relataram ripida reducdo no crescimento de P. sorghi em temperaturas
maiores que 30°C, e o decréscimo mais gradual nas temperaturas mais baixas (9°C).

A amplitude de crescimento micelial encontrada neste trabalho (10 a 30°C) foi similar
a encontrada por outros autores. De acordo com Kim et al. (2004), as colonias de S. solani e
S. lycopersici cresceram de 15 a 35°C, sendo a temperatura com maior crescimento 25°C. Para
S. botryosum o crescimento foi constatado entre 15 a 35°C, e faixa favordvel de 20-30°C
(HOSEN et al., 2009). A temperatura minima estimada para a taxa de crescimento micelial de
A. helianthi foi de 5,5°C e a maxima foi de 32,9°C, estimadas pela func@o beta generalizada
(LEITE & AMORIM, 2002).

A presenca de luz foi favordvel ao crescimento micelial, os pontos de méximo
crescimento micelial, expresso pela drea abaixo da curva de crescimento das colOnias
(AACCM), ocorreram nas condi¢des de 24,4°C com luminosidade continua (AACCM = 394)
para o isolado SENA302 e de 25,6° C com luminosidade continua (AACCM = 393) para o
isolado SENA101 (Figura 4C e D e Tabela 2). Na literatura é relatada diferentes respostas dos
fungos frente a exposicdo a luz, dependendo de sua intensidade, qualidade, tempo de
exposicao e temperatura (ALAM et al., 2001). Neste estudo, a auséncia de luz implicou em
uma redug@o no crescimento da coldnia, sendo necessdria para o desenvolvimento da mesma
a alternancia de claro/escuro. A diferenciacdo da hifa e sua capacidade de producdo de
conidios também se mostraram interligadas com necessidade de alternancia das condi¢des de
luminosidade. Estudos na India baseados em dados climaticos concluiram que a epidemia da
mancha-de-estenfilio em lentilha era favorecida até 7,7 horas de luz ao dia. No entanto, oito
horas ou mais determinavam uma condi¢cdo desfavordvel para o desenvolvimento da doenca
(SINHA & SINGH, 1993). Por outro lado, ensaios com S. solani submetidos aos regimes de
escuro total, luz ambiente de laboratério e fotoperiodo de 10 horas, demonstram que o
crescimento micelial e a esporulacdo nao foram afetados por estas diferentes situagcdes
(WELLS et al., 1971).

De forma geral, houve acréscimos na producao de conidios com o aumento do nimero
de horas de escuro, especialmente para o isolado SENA302 e com a reducdo da temperatura
(Figura 4 e Tabela 3). A maior producdo de conidios foi registrada para a combinacdo 15,84
horas de escuro e 15,6°C para o isolado SENA302 (1,74 conidios mm'z) e 15,84 horas de
escuro e 18°C para o isolado SENA101 (1,62 conidios mm'z) (Tabela 2). No que diz respeito
ao processo de reproducdo, Paulus & Pound (1955) relataram que a esporulacdo de S. solani
pode ocorrer na faixa de temperatura de 14 a 26° C, com 12 a 24 horas de molhamento. Estes
mesmos autores atribuem a esporulacdo abundante de S. solani nesta faixa de temperatura a
umidade relativa de 100% durante 24 horas. Contudo, temperaturas baixas como 10°C podem
inibir a esporulagdo, mesmo quando utilizado maior periodo de molhamento (48 horas).

Em termos gerais, as temperaturas fora da faixa 6tima podem inibir a esporulacio,
assim como as demais fases de desenvolvimento do fungo (AGRIOS, 2005). Embora autores
tenham atribuido a temperatura de 25°C, como a melhor condi¢do para propiciar a
esporulacdo, a exemplo de S. botryosum f. sp. lycopersici, Bashi & Rotem (1975) constataram
que na auséncia de luminosidade a maior producdo de conidios de S. botryosum f. sp.
lycopersici ocorre a 25°C; e em condi¢des de luminosidade continua ou 12 horas de escuro
seguido de 12 horas de claro, a maior produgdo de conidios ocorreu na temperatura de 15°C.
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Resultado semelhante ao observado neste ensaio, com o uso alternado de luminosidade (12
horas de fotoperiodo) a maior producao de conidios foi observado a 15°C.

Referente a luminosidade, Boss & Day (2001) descrevem o Stemphylium como um
esporulador diurno, o qual requer a alternancia de ciclo luz e escuro para o desenvolvimento
do esporo. A producdo de conidiéforos requer luz ultravioleta, enquanto, a segunda fase
(quando o conidio é produzido) necessita de periodo de escuro. Na condi¢do de escuro
continuo sdo produzidos poucos conidios e em luminosidade continua os conidiéforos
produzidos sdo estéreis. Corroborando com estas informacdes, Minussi et al. (1977) relatam
que a luminosidade continua inibe a esporulacao de S. solani; os conidiéforos sdo formados,
mas sem desenvolvimento dos conidios. O efeito inibitério da luminosidade continua também
foi observado em S. botryosum f. sp. lycopersici (LEACH, 1967), porém este efeito diminuia
com a redugdo da temperatura (BASHI & ROTEM, 1975). Alguns estudos apontam que a
condicdo de escuro total pode promover a esporulacdo de S. botryosum f.sp. lycopersici em
tomate (BASHI & ROTEM, 1975). Outros trabalhos relatam o efeito positivo da luz em
promover a producdo de conidios, neste caso S. floridanum em folhas destacadas de tomate
(HANNON & WEBER, 1955).

Em relagcdo ao comprimento de onda, alguns fungos patogénicos (a exemplo,
Alternaria, Botrytis, e Stemphylium) esporulam somente quando recebem luz na faixa do
comprimento de onda do ultra-violeta (UV) (abaixo 360 nm) (AGRIOS, 2005). Neste sentido,
S. botryosum e S. trifolii obtiveram melhor esporulacdo quando cultivados em meio V8 e
submetidos a 20°C com 12 horas de luz perto do ultravioleta (KIM et al., 2004). Para
Alternaria porri f. sp. solani, o aumento da intensidade luminosa (9,5 para 195 YE) e na
exposicdo a luz (8 a 12 horas) fomentaram a esporulacdo (BASHI & ROTEM, 1975)

Para cada fase de desenvolvimento do patégeno hd determinadas condi¢des favoraveis,
o que afeta diretamente o estabelecimento da doenga e desenvolvimento dos sintomas. Neste
sentido, Menzies et al. (1991) observaram que dois dias de molhamento foliar sdo suficiente
para Stemphylium sp. em aspargos (Asparagus officinalis L.) atingir a severidade maxima, em
plantas incubadas a 14°C durante o periodo de infec¢do. Plantas mantidas nesta temperatura
tiveram maiores niveis de infeccdo do que aquelas mantidas a 20 ou 26°C. A importincia de
cada condicdo climdtica pode variar segundo o patossistema. No estudo com Monilinia
fructicola infectando frutos de pessegueiro (Prunus persica L.), as andlises de regressdao
demonstraram que a concentrac¢io de indculo e dura¢do do periodo de molhamento sdo fatores
mais significantes para a infeccdo secundaria, quando comparados com a temperatura (LUO
et al., 2001). Assim, conhecer o efeito de cada condicdo ambiental em determinada fase de
desenvolvimento do patdégeno € fundamental para entender o comportamento deste no campo.
Além da possibilidade de relacionar o efeito dos componentes climaticos sobre a epidemia.

Os resultados aqui obtidos auxiliardo futuros protocolos de produgdo de indculo. As
temperaturas de 25 e 15°C sdo recomendadas por favorecer o crescimento micelial e fomentar
a esporulacdo, respectivamente. Ainda, para a esporulacdo abundante € necessdrio a
alternancia de luminosidade (claro/escuro). Além de priorizar isolados mais esporulantes,
como o SENA302, para a produgdo de in6culo.
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7. CONCLUSOES

Efeito da temperatura e periodo de molhamento no processo germinativo
O processo germinativo é favorecido pela maior duragdo do periodo de molhamento
(12 horas).
A maior porcentagem de conidios germinados foi estimada a 23°C (96,91%) para o
isolado SENA302 e 24,5°C (95,95%) para o isolado SENAT101.
A maior emissdo de tubos germinativos foi estimada na temperatura de 23,5°C para
SENA302 (3,9) e 26,5°C para SENA101 (2,4).
O ponto de maximo estimado para o comprimento do tubo germinativo foi 188,739
um a 23.5°C.
Recomenda-se o uso da temperatura de 25°C para demais ensaios futuros com
germinacdo de conidios de S. solani.

Efeito do periodo de molhamento no processo germinativo
. Entre os periodos testados, 16 horas de molhamento € o mais favordvel a germinacdo
dos conidios e emissao e alongamento dos tubos germinativos.
. Na temperatura de 25°C (no escuro), seis horas de molhamento € suficiente para que
50% dos conidios germinem. Este periodo foi selecionado para os ensaios seguintes
com germinagao.

Efeito do fotoperiodo no processo germinativo
. O niimero e comprimento dos tubos germinativos aumentaram com a maior exposi¢ao
ao numero de horas de escuro.
. O efeito do fotoperiodo é mais acentuado sobre o comprimento dos tubos
germinativos no isolado SENA302.

Efeito da temperatura e do fotoperiodo no crescimento micelial e na producao de
conidios

. O maior didmetro da colonia do SENA302 foi estimado na temperatura de 24,4°C e
25,6°C SENAI101.

. A maxima esporulag¢do ocorreu na condi¢io de 15,84 horas de escuro a 15,6°C (1,74
conidios mm™) SENA302 e 18°C com 15,84 horas de escuro (1,62 conidios mm™)
para SENAI10]1.

. Para futuros protocolos de producao de indculo sdao recomendadas as temperaturas de
25°C para favorecer o crescimento micelial e de 15°C para fomentar a esporulagdo.
Para a producdo abundante de conidios € necessario a alternincia de luminosidade
(claro/escuro) e o uso de isolados mais esporulantes, como o SENA302.
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