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RESUMO

MAZIERO, Jos¢ Marcelo Nogueira, M.S. Universidade Federal de Vigosa,
marco de 2001. Influéncia da temperatura e do tempo de molhamento
foliar nos componentes epidemiologicos de Phytophthora infestans e
validagdo do simulador Blight no Brasil. Orientador: Eduardo Seiti
Gomide Mizubuti. Conselheiros: Luiz Antonio Maffia e Sérgio Zolnier.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatwa e do tempo
de molhamento foliar nos componentes epidemiologicos de isolados das
linhagens clonais US-1 e BR-1 de isolados de Phytophthora infestans existentes
no Brasil e a validagdo do simulador de epidemias de requeima Blight nas
condicdes ambientais do Pais. Os componentes epidemioldgicos avaliados neste
estudo foram o periodo de incubagdo, o periodo latente, o crescimento das lesoes,
a esporulagdo e a germinacdo dos esporangios do patdgeno. Estudou-se o efeito
da temperatura na germinagdo dos esporangios, no periodo de incubagdo, no
periodo latente, no crescimento das lesdes e na esporulagio do patdgeno. As
linhagens clonais US-1 e BR-1 foram afetadas de maneira diferenciada pelas
variagdes de temperatura. Os isolados de US-1 e BR-1 apresentaram maior
percentual de germinagdo indireta em temperaturas inferiores a 15°C. O maior
percentual de germinagdo direta foi a 22°C, em ambas as linhagens. Os menores

valores de perfodo de incubagio e de periodo latente ocorreram a 22°C em ambas



as linhagens. A essa temperatura, o periodo de incubagdo para US-1 foi de 66,7 h
e, para BR-1, de 44,0 h, enquanto o periodo latente foi de 93,3 h para US-1 e de
68,0 h para BR-1. O crescimento das lesdes também foi influenciado pela
variagio de temperatura entre 10 e 27°C, em ambas as linhagens clonais. Na
avaliacgdo da esporulagdo, em plantas de batata e tomate observou-se maior
esporulagdo a 22°C. Na quantificagdo dos efeitos do bindmio temperatura —
tempo de molhamento foliar, a linhagem clonal BR-1 apresentou maior nimero
de lesdes no hospedeiro a 10°C com 24 horas de molhamento foliar, € a US-1, a
15°C, com o mesmo tempo de molhamento foliar. Na validagio do simulador
Blight, realizaram-se dois ensaios de campo, um no inverno € outro no periodo
de primavera-verdo, com a cultura da batata. Quantificouse o progresso da
doenca nessas duas épocas, € com os dados climaticos coletados foram realizadas
simulacdes. Houve boa correlagdo entre a epidemia observada no campo no
periodo do inverno e a simulada. No segundo ensaio, o simulador subestimou a
intensidade da doenga. Para ser usado no Brasil, o simulador Blight necessitara

de ajuste nas equacdes matematicas que o compdem.



ABSTRACT

MAZIERO, Jos¢ Marcelo Nogueira, Universidade Federal de Vigosa, March,
2001. Influence of temperature and leaf wetness period on the
epidemiological components of Phytophthora infestans and validation of
Blight simulator in Brazil. Advisor: Eduardo Seite Gomide Mizubuti.
Committee members: Luiz Antonio Maffia and Sérgio Zolnier.

This study aimed at evaluating temperature and leafwetness period
effect on the epidemiological components of clonal lines of Phytophthora
infestans isolates US-1 and BR-1 present in Brazil and to validate the simulator
of the late blight epidemic Blight unde Brazilian environmental conditions. The
isolates were affected differently by the temperature variation although
maximum indirect and direct sporangial germination of both the isolates occurred
at temperatures below 15°C and at 22°C, respectively. Both the isolates had the
least incubation and latent period at 22°C, which was, respectively, 66.7 h and
93.3 h for US-1 and 44.0 h and 68.0 h for BR-1. In both the clonal lines, the
lesion growth was also affected by the temperature variation between 10 to 27°C.
The maximum sporulation on potato and tomato plants occurred at 22°C.
Quantification of the combined effect of temperature and leafwetness period
showed that the largest lesion, in 24 h, on the host was produced at 10°C by the
BR-1 and at 15°C and by the US-1 lines with 24 h leaf-wetness period. The



Blight simulator was validated on the winter and  spring-summer season potato
crop . Simulations were done by quantifying the disease progress and using the
climatic data of the crop period. While there was a good correlation between the
observed epidemic and the simulation in the winter planting, the simulator under-
estimated the disease intensity in the spring-summer season. Therefore, the
Blight simulator may require adjustments in the component mathematical

equations for use in Brazil.



INTRODUCAO

Das culturas olericolas produzidas no Brasil, a batata e o tomate
apresentam significativa importincia na producdo nacional. A cultura da batata
(Solanum tuberosum L.) ocupa uma area plantada de 133.725 ha, com produgio
anual de 2,2 milhdes de toneladas. A cultura do tomate (Lycopersicon esculentum
Mill.) ocupa uma drea de 46.350 ha, e a producdo anual ¢ de 2,7 milhdes de
toneladas (IBGE, 2000). Essas culturas sdo afetadas por varios patdgenos, € o
mais destrutivo € Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, agente causal da
requeima ou mela (FRY e GOODWIN, 1997; FRY ¢ GOODWIN, 1997a). Como
0 patdgeno pode ocasionar perdas totais de produgdo, um intenso programa de
aplicacdo de fungicidas ¢ utilizado na tentativa de controlé-lo.

Phytophthora infestans pertence ao reino Stramenopila ou Cromista e a
classe Oomycetes (ERWIN e RIBEIRO, 1996). O patdégeno ¢ uma espécie
heterotdlica, e para que a reproducdo sexuada ocorra, ¢ necessario o contato de
isolados dos grupos de compatibilidade Al e A2. At¢ hd bem pouco tempo,
somente no Vale do Toluca, no México, era possivel encontrar isolados dos dois
grupos de compatibilidade em condigdes de campo. Nos demais locais, as
populagdes de P. infestans eram constituidas por isolados do grupo Al
(GOODWIN et al., 1994). Por muitos anos, a reproducdo de P. infestans se deu

apenas de modo assexuado, o que implicou a formacdo e o desenvolvimento de



uma linhagem clonal, isto ¢, uma populagdo originada de modo assexuado, de um
ou poucos gendtipos (ANDERSON e KOHN, 1995). A linhagem clonal
predominante, constituida por isolados pertencentes ao grupo de compatibilidade
Al, foi denominada US-1 (GOODWIN et al, 1994).

A migracdo de novos genotipos de P. infestans, pertencentes aos grupos
Al e a A2, ocorreu na década de 70, com a importacdo de tubérculos de batata do
Meéxico (SPIELMAN et al, 1991; Niederhauser, 1991; FRY et al. 1993). Assim,
atualmente, isolados do grupo de compatibilidade A2 se encontram difundidos
em varios paises, por causa da migragdo do seu centro de origem para a Europa.
Na década de 80, ocorreu nova migragdo de isolados do grupo A2, desta vez da
Europa para vérias partes do mundo, inclusive para o Brasil, via comércio de
tubérculos-semente de batata.

Com a ocorréncia, concomitante, no mesmo local de isolados Al e A2,
ha possibilidade de reproducdo sexuada. Esse fato teria conseqiiéncias diretas na
epidemiologia da doenca, pois o odsporo resultante ¢ estrutura de sobrevivéncia
e pode se constituir em inoculo primario para epidemias de requeima, além de
originar populagdes com maior variabilidade genética. Em populacoes com alta
diversidade genética, ¢ mais freqliente o surgimento de genOtipos mais
agressivos, resistentes a fungicidas, e at¢ mesmo com capacidade de causar
doenga em condigdes de ambiente distintas daquelas consideradas favoraveis a
requeima. Esses fatos levaram pesquisadores de varios paises a analisarem o0s
componentes epidemiologicos das populagdes locais do organismo. Em alguns
paises, como Estados Unidos e Canadd, ocorre nimero reduzido de linhagens
clonais, com nitida predominancia de algumas. Por essa razdo, foi possivel
caracteriza-las  individualmente e  associar  caracteristicas  epidemiologicas
especificas que podem interferir diretamente no controle da requeima
(MIZUBUTI e FRY, 1998).

Como as epidemias de doengas de plantas resultam da interacdo entre
patégeno e hospedeiro, sob a influéncia do ambiente, o0 manejo da doenca deve
ser baseado na modificacdo de cada um desses fatores ou em suas interagcoes

(ZADOKS ¢ SCHEIN, 1979). Quanto a requeima, no que concerne aos aspectos do



hospedeiro pouco ha que se fazer, dada a ndo-disponibilidade de variedades
resistentes. No entanto, alguns aspectos do patégeno e de ambiente podem ser
modificados de modo a minimizar a intensidade da doenca. As epidemias de
requeima sao altamente dependentes dos fatores abidticos (HARRISON, 1992).
A interferéncia desses fatores ¢ marcante em varias etapas do ciclo de vida de
P. infestans, como na germinagdo de esporangios, na esporulacdo, na dispersao e
na sobrevivéncia. O  conhecimento desses fatores ¢ primordial para
estabelecimento de taticas de controle eficientes.

No Brasil, pouco se conhece acerca dos componentes epidemioldgicos
das linhagens clonais de P. infestans existentes. A linhagem US-1 estd associada
a epidemias de requeima em tomate, e a linhagem BR-1, a epidemias em batata
(BROMMONSCHENKEL, 1988; GOODWIN et al., 1994; REIS et al., 2000).
No entanto, ndo ha informagdes detalhadas quanto aos efeitos de variaveis
climaticas  sobre os  componentes  epidemiologicos  nessas  linhagens,
principalmente acerca dos efeitos da temperatura, da umidade relativa e do tempo
de molhamento foliar. Esses estudos sdo necessarios para gerar informagoes
confidveis sobre a ecologia do patdgeno e epidemiologia da requeima, que,
futuramente, subsidiardo estratégias de manejo da doenga nas condigdes
brasileiras.

Modelos de simulacdo e sistemas de previsdao da epidemia baseados em
varidveis climaticas sdo recursos uteis para avaliagdo e, ou, estabelecimento de
taticas de controle da doenga. Os modelos que t€ém como base as condi¢des
climaticas estdo sendo usados em vdarios paises para aumentar a eficiéncia de
controle de doengas em varias culturas (CAMPBELL e MADDEN,1990;
SHTIENBERG, 2000).

Os objetivos deste trabalho foram: quantificar o efeito da temperatura na
germinacdo de esporangios de P. infestans ¢ do bindmio temperatura - tempo de
molhamento foliar no niimero de lesdes; quantificar o efeito da temperatura no
periodo de incubagdo, no periodo latente, na expansdo das lesdes e na
esporulacdo de isolados das linhagens clonais US-1 e BR-1; e validar o

simulador de requeima Blight nas condi¢cdes ambientais do Brasil.



CAPITULO1

EFEITO DA TEMPERATURA NA GERMINACAO DE ESPORANGIOS
DE Phytophthora infestans E DO BINOMIO - TEMPERATURA E TEMPO
DE MOLHAMENTO FOLIAR NA INTENSIDADE DA REQUEIMA

1. INTRODUCAO

Depois de mais de cento e cinqiienta anos da devastacdo nas lavouras de
batata na Europa, a requeima, causada por Phytophthora infestans (Mont.) de
Bary, continua reduzindo a producdo de batata e tomate em todo o mundo (FRY
e GOODWIN, 1997). No Brasil, ela ¢ considerada a principal doenca na cultura
da batata (Solanum tuberosum L.) e do tomate (Lycorpersicon esculentum Mill),
nos quais causa perdas expressivas, € o seu controle implica o aumento do custo
de produgao.

Epidemias de requeima estdo associadas com umidade relativa do ar
elevada e temperaturas moderadas (HIRST e STEDMAN, 1960; HARRISON,
1992; ERWIN e RIBEIRO, 1996; FRY e MIZUBUTI, 1998). No campo, sob

condi¢des favoraveis, mesmo que a severidade inicial da doenga seja baixa, pode



haver destruicdo total da parte aérea das plantas em poucos dias, devido ao
rapido progresso da doenca. No intuito de controlar a doenga, fungicidas
protetores e sistémicos sdo aplicados freqlientemente. No entanto, o controle da
doenca tem se tornado menos eficiente (KATO et al, 1997; JOHNSON et al,
1997) e maior quantidade de fungicida tem sido usada para assegurar a produgao.
Esse fato pode estar relacionado com mudangas na populacdo do patogeno (FRY
et al, 1993; FRY e GOODWIN, 1997) e com a dispersdao e predominancia de
isolados mais agressivos ¢ resistentes ao fungicida metalaxyl (FRY e
GOODWIN, 1997a).

Duas populagdes de P. infestans ocorrem no Brasil, uma associada ao
tomate — US-1 e outra associada a batata — BR-1. Essas populagdes tém grande
especificidade por hospedeiro e, por causa da estrutura clonal, sdao denominadas
linhagens clonais (REIS et al, 2000). A linhagem US-1 ¢ mais “antiga” e,
aparentemente, antes de meados da década de 70, encontrava-se dispersa por
todas as regides do mundo, causando requeima em batata e em tomate
(GOODWIN et al., 1994). A lnhagem BR-1, mais “nova”, causa requeima em
batata e foi introduzida mais recentemente no Brasil, possivelmente como
resultado de migragdes de isolados de P. infestans do seu centro de
origem/diversidade (Vale do Toluca, regido central do México) para a Europa
(SPIELMAN et al, 1991) e deste continente, via batata-semente, para o Brasil.
Em outros paises, onde h4 predomindncia de novas linhagens clonais de
P. infestans, estas possuem caracteristicas epidemiologicas distintas, quanto a
influéncia  de  fatores  climaticos,  principalmente  temperatura,  daquelas
conhecidas para os isolados de US-1 (MIZUBUTI e FRY, 1998). Como as
epidemias de requeima sdo altamente influencidas por fatores climaticos
(HARRISON, 1992), a quantificacdo do efeito desses fatores pode resultar em
informacgdes aplicaveis a0 manejo da doenga.

A temperatura influencia diversos eventos no ciclo de vida de
P. infestans. Do ponto de vista epidemioldgico, os efeitos da temperatura de
maior interesse seriam na esporulacdo do patogeno (SUJKOWSKI, 1987), na
infecdo e expansdo das lesdes (HARTILL et al, 1990), na sobrevivéncia de



propagulos (MINOGUE e FRY, 1981) e na germinacdo de esporangios
(MIZUBUTI e FRY, 1998). Os esporangios de P. infestans podem germinar de
modo direto ou indireto, dependendo da temperatura (CROSIER, 1934). A
germinagdo direta consiste na formagdo do tubo germinativo e ¢ favorecida por
temperaturas acima de 20°C (CROSIER, 1934; SATO, 1994b). A germinagdo
indireta € caracterizada pela formagdo e liberagdo de zoodsporos e ocorre em
temperaturas iguais ou menores que 12°C (CROSIER, 1934; SATO, 1994a). Os
efeitos da temperatura na germinagdo de esporangios tem implicagdes diretas no
manejo da requeima. Os principais sistemas de previsdo de ocorréncia da doenca
sdo baseados em fatores climaticos, que, em ultima andlise, influenciam a
germinacao/infeccao.

Outra varidvel climatica importante no processo de infecgdo do patdgeno
¢ a umidade. A presenca de 4gua no estado liquido e o tempo de molhamento
foliar sdo essenciais para que os esporangios germinem ¢ para que se estabeleca a
infec¢ado (DE WEILLE, 1964; HARTILL et al., 1990; HARRISON, 1992). A
umidade também pode influenciar a esporulagio (HARRISON e LOWE, 1989;
HARRISON, 1992) e sobrevivéncia do patogeno (MINOGUE e FRY, 1981).
Conhecer o tempo minimo de molhamento foliar e a temperatura Otima
requeridos para que a infeccdo se estabeleca e os efeitos da temperatura na
germinacdo direta ou indireta dos esporangios das linhagens clonais existentes no
pais ¢ de extrema importancia.

E possivel que as linhagens clonais US-1 e BR-1 apresentem
caracteristicas  diferentes quanto aos requerimentos de temperatura para
germinagdo de seus esporangios. A determinagdo dessas possiveis diferengas ¢ de
fundamental importancia para o controle mais racional da requeima. Os
resultados obtidos com o estudo dos componentes epidemiologicos do patdgeno
poderdo servir de suporte a sistemas de previsio da requeima nos campos de
producdo de batata e tomate do Brasil, além de constituirem informagao
importante para definicdo de metodologias em trabalhos de melhoramento, entre

outros.



Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de quantificar o efeito
da temperatura na germinagdo dos esporangios € o efeito da temperatura e do
tempo de molhamento foliar no nimero de lesdes de P. infestans, em foliolos de

batata e tomate.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Efeito da temperatura na germinacio de esporangios de Phytophthora
infestans

2.1.1. Isolados do patégeno

Os isolados utilizados nos experimentos foram selecionados da colecdo de
P. infestans do Laboratorio de Epidemiologia — Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Vigosa. Como critério de selecdo foi utilizada a
representatividade  geografica das principais regides produtoras de tomate e

batata do Brasil (Quadro 1).

2.1.2. Producao de esporangios

Os isolados foram cultivados em meio de cultura centeio-agar-B (CAB)
(CATEN e JINKS, 1968), mantidos a 18°C, com fotoperiodo de 16 horas. Apds
14 dias, foram adicionados 10 ml de agua destilada esterilizada (ADE) a cada
placa, e os esporangios foram removidos com auxilio de um pincel de cerdas

finas. Foram obtidas suspensdes, cujas concentracdes foram ajustadas para



Quadro 1 - Caracteristicas dos isolados de duas linhagens clonais de
Phytophthora infestans utilizados nos experimentos

Isolados Linhagem Hospedeiro Grupo ‘d‘e Estado de  Sensibilidade
Clonal Compatibilidade  Coleta ao metalaxyl
Pib- 4 BR-1 Batata A2 SC Intermediério
Pib- 193 | BR-I Batata A2 MG Resistente
Pib-198 | BR-I1 Batata A2 MG Resistente
Pib- 214 | US-1 Tomate Al SC Sensivel
Pib- 239 US-1 Tomate Al MG Sensivel
Pib-256 | US-1 Tomate Al SP Sensivel

10* esporangios/ml, com auxilio de hemacitometro. Foliolos de batata da cultivar
Bintje ou de tomate da cultivar Kada, coletados de plantas cultivadas em casa de
vegetacdo, com idade entre cinco e seis semanas, foram levados para o
laboratério e colocados em caixa tipo gerbox com papel-filtro esterilizado e
umedecido com ADE, para criar condicdo de camara umida. Foram utilizados
quatro gerbox para cada isolado de BR-1 ou de US-1.

Préximo a parte central de cada foliolo, foi depositada uma gota de 20 pl
da suspensdo de esporangios. Apds a inoculagdo, os gerbox contendo os foliolos
inoculados foram levados para uma incubadora a 18°C, sob luz difusa e continua,

onde permaneceram por até 10 dias.

2.1.3. Quantifica¢ao da germinacio de esporangios

Apds os 10 dias de incubacdo, foram selecionados os foliolos que

apresentavam lesdo com esporulacdo abundante. Com um pedago de papel-filtro



(I x 1 cm), umedecido em ADE, foram tocadas as lesdes por dois segundos e, em
seguida, tocou-se a superficie do meio agar-agua (1,5%) contido nas placas de
Petri, para transferir os esporangios. ApoOs a transferéncia, as placas foram
levadas para incubadoras a 10, 15, 22 ou 27°C, na auséncia de luz. Apos
12 horas, selecionowse uma drea de 4 cm’ na superficie do meio de cultura que
continha esporangios. Uma por¢cdo de meio compreendida nessa area foi cortada
com auxilio de um escalpelo, e a fatia, transferida para uma lamina de vidro.
Sobre a fatia foi depositada uma gota de lactofenol e, sobre esta, uma laminula
para observagdo microscopica (100x). Avaliaram-se as germinacOes direta e
indireta de, no minimo, 300 esporangios por lamina.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial (temperatura x linhagens clonais), com cinco repeticdes para
cada isolado e temperatura. Cada placa de Petri contendo esporangios constituiu
uma repeticdo. O experimento foi realizado duas vezes, e utilizouse estatistica

descritiva para analise dos dados.

2.2. Efeito da combinacio temperatura e tempo de molhamento foliar no
numero de lesdes causadas por isolados das linhagens clonais US-1 e
BR-1 de Phytophthora infestans em batata e tomate

2.2.1. Producio do indculo

Foram utilizados os isolados Pib — 214 e Pib — 256 (linhagem clonal
US-1) e os isolados Pib — 4 e Pib — 198 (linhagem BR-1). Suspensdes de
esporangios provenientes de culturas puras desses isolados foram obtidas e
aplicadas em foliolos destacados de batata ou tomate, conforme metodologia
descrita em 2.1.2.

Plantas de batata foram inoculadas com os isolados da linhagem clonal
BR-1, e as plantas de tomate, com os isolados da linhagem clonal US-1. Para
isso, em cada planta atomizowse suspensdo de inoculo ajustada para

3 x 10" esporangios/ml, por atomizagdo, com auxilio de um pulverizador manual



da marca HOMEL (Home Hardware Stores Limited, St. Jacobs, Ontario,
Canadd). Em seguida, essas plantas foram envoltas com sacos de polietileno
umedecidos com agua destilada e deixadas em local sombreado por 24 horas.
Apo0s esse periodo, os sacos de polietileno foram retirados e durante sete dias, em
intervalos de oito horas, atomizowse &gua destilada nas plantas, para evitar
ressecamento das lesoes.

Sete dias apds a inoculagdo, as plantas foram novamente envoltas pelos
sacos de polietileno umedecidos, a fim de estimular a esporulacdo do patdgeno.
Apds 24 horas, os sacos plasticos foram retirados, os foliolos que apresentavam
lesdes esporulantes foram coletados, os esporangios das lesdes foram retirados
com auxilio de um estilete e prepararam-se suspensdes na concentragdo de

10° esporangios/ml para cada isolado.

2.2.2. Inoculagao

Foram utilizadas plantas de batata e¢ de tomate com, em média, 40
foliolos e com idade de 40 dias apdés a emergéncia ou semeadura. As plantas
foram inoculadas com a atomizagdo da suspensio de inoculo preparada em
221, com o auxilio de um atomizador manual da marca HOMEL. Apos a
inoculagdo, as plantas foram envoltas por saco de polietileno (MALTESE
EVOLA et al., 1995; PEDERSEN e MORRALL, 1994; HARTILL et al., 1990) e
levadas para cdmaras de crescimento mantidas a 10, 15, 22 ou 27°C, com
fotoperiodo de 14 horas. Transcorridas 6, 12, 18 ou 24 horas de molhamento
foliar, retiraram-se os sacos de polietileno, as plantas receberam um jato de ar,
com auxilio de um ventilador, para interromper o molhamento foliar, e foram

mantidas em suas respectivas camaras de crescimento.



2.2.3. Avaliacao

Ap6s quatro dias, contou-se o nimero de lesdes em 40 foliolos de cada
vaso, em cada combinagdo temperatura — tempo de molhamento. Na camara de
crescimento a 10°C, a contagem das lesdes ocorreu aos oito dias apos a
moculacao.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente —casualizado,
com trés repeticdes por isolado em cada tempo de molhamento foliar e
temperatura, em que cada planta consistia de uma repeticdo. O ensaio foi
realizado duas vezes.

Como uma estatistica para integracdo dos efeitos da temperatura e do
tempo de molhamento foliar sobre o nimero de lesdes, foi calculado o volume

abaixo da superficie de resposta (VASR) para os isolados de US-1 e de BR-1.



3. RESULTADOS

3.1. Efeito da temperatura na germinacao dos esporangios

A temperatura influenciou de maneira desigual a germinagdo dos
esporangios dos isolados das linhagens clonais US-1 e BR-1. Ambas as linhagens
apresentaram maior percentual de germinagdo indireta a 10°C (Figura 1). Com o
aumento da temperatura, ocorreu decréscimo da germinagdo indireta de
esporangios dos isolados das duas linhagens clonais. Maior percentual de
germinagdo indireta foi observado para a linhagem BR-1. A 22°C, houve
germinagdo indireta dos isolados da linhagem clonal BR-1, mas o mesmo ndo
ocorreu para os isolados de US-1. Nao se constatou germinacdo indireta de
esporangios de isolados de ambas as linhagens clonais a 27°C (Figura 1).

Observouse maior germinagdo direta dos espordngios para ambas as
linhagens clonais, a 22°C (Figura 2). Esporingios de isolados de ambas as
linhagens ndo germinaram diretamente a 10°C. A 15°C, na linhagem US-1
ocorreu maior percentual de germinagdo direta. Por outro lado, a 27°C, verificow
se maior germinacdo direta de isolados de US-1. Em geral, os isolados da
linhagem clonal US-1 apresentaram maior percentual de germinagdo direta que

os isolados de BR-1 (Figura 2).
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Figura 1 - Germinagdo indireta de esporangios de isolados de Phytophthora
infestans pertencentes & linhagens clonais BR-1 e US-1, em fungao
da temperatura. Média de dois ensaios. As barras verticais indicam o
erro-padrao das médias.
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Figura 2 - Germinacdo direta de esporangios de isolados de Phytophthora
infestans pertencentes & linhagens clonais BR-1 e US-1, em fungdo
da temperatura. Média de dois ensaios. As barras verticais indicam
o erro-padrao das médias.



3.2. Efeito da temperatura e do tempo de molhamento foliar no nimero de
lesdes causadas por isolados das linhagens clonais US-1 e BR-1 em
batata e tomate

A temperatura e o tempo de molhamento foliar influenciaram
diferencialmente o numero de lesdes causadas por isolados de US-1 e BR-1 nos
respectivos hospedeiros.

Para a linhagem US-1, ndo se observaram lesdes em plantas de tomate,
em toda a faixa de temperatura, com seis horas de molhamento foliar (Figura 3).
Analogamente, ndo houve desenvolvimento de lesdes a 10°C mesmo com
24 horas de molhamento foliar. No entanto, a 15 ou a 22°C, ocorreu aumento do
numero de lesdes com o aumento do tempo de molhamento foliar. Maior numero
de lesdes foi observado a 15°C e 24 horas de molhamento foliar (Figura 3). A
27°C, observou-se menor nimero de lesdes, as quais somente ocorreram em
plantas em que o tempo de molhamento foliar foi de 24 horas.

Para os isolados da linhagem clonal BR-1, maior numero de lesdes foi
observado a 10 e 15°C, apds 12 horas de molhamento foliar (Figura 4). O numero
maximo de lesdes, na temperatura Otima de 10°C, ocorreu com 24 horas de
molhamento foliar. A 22°C, o numero de lesdes diminuiu, sendo o seu maior
numero verificado em plantas submetidas a 24 horas de molhamento foliar. A
27°C, ndo se detectaram lesdes em plantas de batata, mesmo com 24 horas de
molhamento foliar (Figura 4).

Na avaliagdo do volume abaixo da superficie de resposta, a linhagem
clonal BR-1 apresentou maior volume total, em relacdo a linhagem clonal US-1,

nos dois ensaios realizados (Quadro 2).
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Figura 3 - Efeito da temperatura e da duragdo do molhamento foliar no niimero

de lesdes causadas por isolados da linhagem clonal US-1, de
Phytophthora infestans, quando inoculados em foliolos de tomate.
A - ensaio 1; B - ensaio 2.



(@ @C\

Tempe! aw

Figura 4 - Efeito da temperatura e da duracdo do molhamento foliar no numero
de lesdes causadas por isolados da linhagem clonal BR-1, de
Phytophthora infestans, quando inoculados em foliolos de batata.
A - ensaio 1; B - ensaio 2.



Quadro 2 - Volume abaixo da superficie de resposta do numero de lesdes
(lesdo.h.°C) para isolados das linhagens clonais de Phytophthora

infestans (US-1 e BR-1)

Linhagem clonal Ensaio 1 Ensaio 2
US-1 24.446" 25.059
BR-1 38.665 34.107

‘Médias dos volumes de cada linhagem clonal, originadas das médias dos
isolados.



4. DISCUSSAO

A temperatura interferiu de modo diferenciado na germinacdo dos
esporangios de isolados das linhagens clonais US-1 e BR-1 de P. infestans
existentes no Brasil. Essa diferenga também foi observada entre os trés isolados
que representavam cada linhagem clonal, porém esses isolados apresentam
tendéncias e caracteristicas distintas para cada linhagem clonal. Na linhagem
clonal US-1, a germinagdo indireta foi maior a 10°C e praticamente nula a 22 e
27°C, resultados semelhantes aos observados por CROSIER (1934). Por se tratar
da linhagem US-1, esperava-se ndo haver grandes discrepancias com o0s
resultados de outros autores que trabalharam com isolados do grupo de
compatibilidade Al, desta linhagem clonal. Para os isolados da linhagem clonal
BR-1, do grupo de compatibilidade A2, a germinagdo indireta foi maior em
temperaturas mais baixas e praticamente nula em temperaturas acima de 20°C -
esta praticamente nao ocorreu. Esses resultados foram observados por
MIZUBUTI e FRY (1998) para as linhagens clonais US-7 e US-8 (grupo A2),
existentes no Estados Unidos.

Isolados das duas linhagens clonais apresentaram maior percentual de
germinagdo direta a 22°C. A 27°C, praticamente ndo houve germinagdo, direta ou
indireta, de esporangios de isolados de BR-1. A 15°C, ocorreu baixa germinagdo

direta para isolados de BR-1, mas alto percentual de germinagdo indireta. Essa



aparente “limitacdo” imposta pela faixa de temperatura mais estreita pode ser
compensada pelo aumento do numero de zooOsporos, pela maior velocidade de
germinacdo de esporangios e, ou, pela maior freqiiéncia de infeccdo. Esporangios
de isolados das novas linhagens clonais de P. infestans (US-7 e US-8)
germinaram mais rapidamente que isolados de US-1 a 15°C, temperatura
considerada oOtima para as trés linhagens clonais (MIZUBUTI e FRY, 1998). As
demais possibilidades levantadas ainda ndo foram testadas. Nada se sabe sobre o
tempo minimo requerido para a germinacdo dos esporangios das linhagens
clonais existentes no Pais.

Ao analisar o efeito isolado da temperatura sobre a germinagdo de
esporangios de BR-1, pode-se questionar sobre a ocorréncia de epidemias de
requeima em batata em clima tropical. As areas de producdo de batata no Brasil
estdo localizadas em regides altas e de clima ameno, condi¢des favordveis a
germinacdo de esporangios da linhagem BR-1. Em locais mais quentes, ¢
possivel haver germinagdo de esporangios de isolados de BR-1, desde que no
periodo noturno haja condigdes favoraveis.

A semelhanga do discutido para o efeito da temperatura, ha davidas
acerca do efeito de umidade relativa e molhamento foliar na germinacdo de
propagulos. Seguramente, pode-se generalizar que condicdes de alta umidade
favorecem a germinacdo de propagulos de P. infestans (DUNIWAY, 1983;
MINOGUE e FRY, 1981; HARRISON, 1992) e que sdo necessdrias, no minimo,
trés horas de molhamento foliar para que haja germinacdo — infeccdo (ROTEM et
al., 1978). Sob temperaturas favoraveis, 10°C para BR-1 e¢ 15°C para US-1,
foram observadas poucas lesdes com o menor tempo de molhamento foliar
investigado neste estudo: seis horas.

Ao se considerar o bindmio temperatura — tempo de molhamento foliar, a
temperatura parece ser o fator que exerce maior influéncia sobre o nimero de
lesdes. Para as duas linhagens foram necessarias, no minimo, 12 horas de
molhamento foliar para que houvesse grande numero de lesdes. No entanto,
mesmo com 24 horas de molhamento foliar, a temperatura limitou o

desenvolvimento de lesdes de modo diferenciado. O nao-desenvolvimento de



lesdes de BR-1 a 27°C pode ser atribuido ao baixo percentual de germinagdo de
esporangios, porém, a mesma argumentagdio ndo ¢ valida para o ndo-
desenvolvimento de lesdes por isolados de US-1 a 10°C, pois houve germinagio
nesta temperatura. E possivel que a 10°C o patdgeno ndo se estabeleca nos
tecidos do hospedeiro, ou, se estabelecer, a taxa de crescimento ¢ lenta. Em geral,
as temperaturas mais adequadas ao desenvolvimento de epidemias de requeima
estdo entre 16 ¢ 23°C (HARRISON, 1992). Apesar de haver relatos controversos
com relacdo ao Otimo das condigdes ambientais para o desenvolvimento de
epidemias, ¢ consenso que a doenga ndo se desenvolve com taxas expressivas em
temperaturas abaixo de 7°C (HYRE, 1954) ou acima de 28°C (ROTEM et al.,
1971). Considerando-se apenas o efeito da temperatura sobre o nimero de lesoes,
os resultados obtidos para os isolados de US-1 sdo coerentes com o0s
mencionados anteriormente. A linhagem US-1 apresentou maior numero de
lesdes quando a temperatura foi de 15°C e o tempo de molhamento foliar foi de
24 horas. Supostamente, esse fato ocorreu devido a germinacdo indireta dos
esporangios.

As linhagens clonais de P. infestans existentes no Brasil apresentam
caracteristicas ~ epidemiologicas  diferentes. Essa  diferenga  pode  interferir
diretamente no manejo da requeima. Por exemplo, o uso de sistemas de previsdo
desenvolvidos com base nos efeitos da temperatura sobre a germinagao de
esporangios da linhagem US-1 pode ndo ser adequado para prever a ocorréncia
de requeima em batata. Esse fato também pode ocorrer devido a alta
especificidade dos isolados das linhagens clonais existentes no Pais por seus
hospedeiros. A linhagem clonal US-1 apresenta isolados associados a cultura do
tomate, e a linhagem BR-1, a cultura da batata. Assim, a implementagdo direta e

sem valida¢do adequada desses sistemas pode comprometer o manejo da doenga.



CAPITULO 2

EFEITO DA TEMPERATURA NOS COMPONENTES
EPIDEMIOLOGICOS DE ISOLADOS DAS LINHAGENS CLONAIS
US-1 E BR-1 DE Phytophthora infestans

1. INTRODUCAO

A requeima, causada por Phytophthora infestans (Mont.) de Bary, ¢
considerada a doenga mais importante das culturas de batata e tomate. Sob
condicoes climaticas favoraveis, alta umidade relativa (acima de 90%) ou chuva
e temperaturas entre 15 e 21°C (HARRISON, 1992), as epidemias da doenga
podem ocasionar grandes perdas de producdao. Como o patdgeno esta distribuido
nas principais regides produtoras de batata e tomate do Brasil e as cultivares
mais plantadas sdo suscetiveis a P. infestans, as condicoes ambientais
determinam a ocorréncia da doenga ¢ sua intensidade.

Virios estddios do ciclo de vida de P. infestans sao influenciados por
varidveis climaticas, principalmente a temperatura e a umidade (HARRISON,
1992). Do ponto de vista epidemiologico, os efeitos da umidade seriam mais

restritos & fases de germinacdo/infeccdo, esporulagdo e sobrevivéncia; ja a



temperatura influencia os processos biologicos que ocorrem nas diferentes fases
do ciclo de vida do patogeno.

No estddio da germinacdo, a temperatura determina o modo de
germinagdo dos esporangios (MELHUS, 1915; CROSIER, 1934) e, por
conseguinte, interfere na freqiiéncia de infeccdo (HARTILL et al, 1990). Uma
vez no interior da planta, a colonizagdo (HARTILL et al., 1990) dos tecidos ¢ a
multiplicacdo/esporulagdo  do  patdgeno sdo  afetadas pela  temperatura
(HARRISON, 1992; HARTILL et al., 1990). Os esporangios sao formados em
periodos com temperaturas entre 18 € 22°C e alta umidade relativa (90 a 100%)
(HARRISON, 1992; HARTILL et al., 1990). Em temperaturas acima de 22°C, a
producio de esporangios ¢ reduzida a 28°C e ndo ha esporulagdo (SUIKOWSKI,
1987). Maior quantidade de esporangios ¢ dispersa em dias quentes (até 35°C) e
secos (ROTEM e COHEN, 1974). O principal efeito da temperatura na fase de
sobrevivéncia ¢ na viabilidade tanto de esporangios (DE WEILLE, 1963;
MINOGUE e FRY, 1981) quanto de o6sporos (FAY e FRY, 1997; MEDINA e
PLATT, 1999; DRENTH et al., 1995).

Diferentes populacdes de um mesmo patogeno podem ser afetadas de
modo diferenciado pela temperatura. Em locais onde P. infestans se reproduz de
modo assexuado, as populagdes sdao constituidas por linhagens clonais
(ANDERSON e KOHN, 1995). Nos Estados Unidos, demonstrou-se que a
germinacdo de esporangios de isolados das linhagens clonais "novas" US-7 e
US-8 foi limitada por temperaturas acima de 20°C, o que ndao ocorreu com a
germinacdo de espordngios de isolados da linhagem clonal "antiga" US-1
(MIZUBUTI e FRY, 1998). Nao se observaram diferencas quanto ao efeito da
temperatura no periodo de incubagdo, na area lesionada e na esporulacdo destas
linhagens (MIZUBUTI e FRY, 1998).

No Brasil, ha duas linhagens clonais de P. infestans: US-1 e BR-1. A
linhagem US-1, mais antiga, ¢ composta por isolados do grupo de
compatibilidade sexual Al e estd associada a epidemias de requeima em tomate.
A linhagem BR-1, descrita recentemente por GOODWIN et al. (1994) ¢

composta por isolados do grupo A2 e causa requeima em batata. Como as



populagdes de US-1 ocorrem no Pais hd muito tempo, possivelmente elas tenham
se adaptado & condi¢Oes tropicais ou subtropicais. Dessa forma, as informagoes
disponiveis sobre o efeito da temperatura em componentes epidemiologicos de
P. infestans geradas em paises de clima temperado, provavelmente, nao sdo
validas para as condigdes do Brasil. E possivel que alguns componentes
epidemiologicos das linhagens clonais US-1 e BR-1 de P. infestans existentes no
Brasil sejam influenciados de modo diferenciado pela temperatura. O
conhecimento do efeito da temperatura nos componentes epidemioldgicos das
linhagens clonais aqui existentes poderd ser util para entender melhor a
epidemiologia da requeima e podera subsidiar racionalmente a implementagdo de
sistemas de previsao da requeima no Brasil.

O objetivo deste estudo foi quantificar o efeito da temperatura no periodo
de incubacdo, no periodo latente, na esporulagdo e no crescimento de lesdo de
isolados de Phytophthora infestans das linhagens clonais US-1 e BR-1, em

foliolos de tomate e batata, respectivamente.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolados de Phytophthora infestans utilizados

Os isolados utilizados nos experimentos foram selecionados da colecdo de
P. infestans do Laboratorio de Epidemiologia — Departamento de Fitopatologia
da Universidade Federal de Vigosa. Como critério de sclecdo foi utilizada a
representatividade  geografica das principais regides produtoras de tomate e

batata do Brasil (Quadro 1).

2.2. Producio do inéculo

De colbonias de P. infestans cultivadas em meio de cultura centeio-
sacarose-agar-B (CAB) (CATEN e JINKS, 1968) foi preparada uma suspensao
de inoculo, cuja concentragdo foi ajustada para 3 x 10" esporangios/ml, com
auxilio de um hemacitdmetro. Foliolos de batata “Bintje” e de tomate ‘“Kada”,
coletados de plantas cultivadas em casa de vegetagdo, foram colocados com a
face abaxial voltada para cima, em caixa tipo gerbox, contendo papel-toalha
esterilizado e umedecido com dagua destilada esterilizada (ADE), para criar

condi¢des de camara umida.



Quadro 1 - Caracteristicas dos isolados de duas linhagens clonais de
Phytophthora infestans utilizados nos experimentos

Isolados Linhagem Hospedeiro Grl.lp‘o‘ Estado de  Sensibilidade
Clonal Compatibilidade  Coleta ao metalaxyl
Pib- 4 BR-1 Batata A2 SC Intermediério
Pib- 193 | BR-I Batata A2 MG Resistente
Pib-198 | BR-I1 Batata A2 MG Resistente
Pib- 214 | US-1 Tomate Al SC Sensivel
Pib- 239 US-1 Tomate Al MG Sensivel
Pib- 256 | US-1 Tomate Al SP Sensivel

Proximo a parte central de cada foliolo, foi depositada uma gota de 20 pl
da suspensdo de indculo. Apds a inoculagdo, os gerbox contendo os foliolos
inoculados foram levados para uma cimara climatizada a 18°C, sob luz difusa.
Transcorridos 10 dias, recortaram-se as ksdes que apresentavam esporulagdo
abundante, ¢ as por¢des recortadas foram acondicionadas em tubos de ensaio
contendo ADE e submetidos a agitacdio em um agitador tipo vortex.
Posteriormente, para cada isolado, foi preparada uma suspensao de indculo na
concentragio de 10" esporfngios/ml, a qual foi utilizada nos ensaios de periodo
de incubagdo, periodo latente, expansao das lesdes e esporulagdo de isolados das

linhagens clonais.

2.3. Efeito da temperatura no periodo de incubacio, no periodo latente e na
expansio de lesao

Foliolos de batata “Bintje” e de tomate “Kada”, coletados de plantas

cultivadas em casa de vegetacdo, com idade entre cinco e seis semanas, foram



levados para o laboratério e colocados em camara umida, conforme descrito em
2.2. Foram utilizados quatro gerbox para cada isolado de batata ou de tomate;
cada gerbox continha trés foliolos e constituiu uma repeticdo. Proximo a parte
central de cada foliolo foi depositada uma gota de 50 Pl da suspensdo de indculo,
com auxilio de um pipetador automatico. Os isolados de batata e os de tomate
foram inoculados nos foliolos dos hospedeiros respectivos. Apds a inoculagdo, os
gerbox contendo os foliolos inoculados foram levados para incubadoras a 10, 15,

22 ou 27°C, com fotoperiodo de 14 horas.

2.3.1. Periodo de incubacao (PI)

O periodo de incubagdo foi estimado com base em avaliagoes visuais de
sintomas nos foliolos, os quais foram observados em diferentes intervalos de
tempo: 36, 44, 52, 60, 68, 76, 84, 92, 100, 108 ¢ 116 horas apds a inoculagdo. O
periodo de incubagdo foi considerado concluido quando os sintomas se

manifestaram em dois dos trés foliolos de cada gerbox.

2.3.2. Periodo latente (PL)

Para estimar o periodo latente, observowse cada lesio com o auxilio de
um microscopio estereoscopico, nos mesmos intervalos de tempo adotados para
determinar o PI (item 2.3.1). O periodo latente foi considerado concluido quando
as lesdes em dois dos trés foliolos de cada gerbox apresentavam sinais, isto ¢,

esporangidforos e, ou, esporangios do patogeno.



2.3.3. Crescimento de lesoes (CL)

A éarea de cada lesdo, em cada foliolo, foi determinada diariamente, a
partir de 36 horas apos a inoculagdo (HAI), e estendeu-se até 180 HAIL As lesodes
foram fotografadas com uma camara digital, e as imagens, processadas com
auxilio do programa ImageTool. Os dados obtidos (4rea de lesdo, em cm’) foram
plotados em fungao do tempo (HAI) para estimar o crescimento das lesdes.

Para integrar os efeitos da temperatura ¢ do tempo (idade da lesdo) sobre
o valor da area de bsoes, foi calculado o volume abaixo da superficie de resposta
(VASR) para isolados de US-1 e de BR-1.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial (temperatura x linhagem clonal), e conduzido por duas

vezes. Com os dados, foram calculadas estatisticas descritivas.

2.3.4. Efeito da temperatura na esporulacio

Este ensaio foi realizado com plantas inteiras de batata “Bintje” e de
tomate “Kada”, produzidas em casa de vegetacdo, com idade de 40 dias apos a
emergéncia ou transplantio, respectivamente. O indculo foi produzido como
descrito no item 2.2, utilizando os isolados Pib-4, Pib-198, Pib-214 e Pib-256.

De cada planta foram inoculados 15 foliolos, depositando-se, na regido
central, face abaxial, uma gota com volume de 50 Ml com o auxilio de um
pipetador automdtico. Os isolados de batata e tomate foram inoculados em
plantas dos hospedeiros respectivos.

Imediatamente apds a inoculagdo, as plantas foram envoltas por sacos de
polietileno borrifados com 4agua destilada, para criar a condicdo de camara
tmida, e transferidas para cAmaras de crescimento a 10, 15, 22 ou 27°C, com
fotoperiodo de 14 horas. Apo6s 24 horas, os sacos plasticos foram retirados.

Diariamente, em intervalos de oito horas, atomizowse agua destilada nas

plantas, a fim de evitar o ressecamento das lesdes. Transcorridos sete dias para as



plantas nas camaras a 15, 22 ou 27°C e 10 dias para as plantas a 10°C, atomizou-
se agua destilada nas plantas, e estas foram novamente envoltas por sacos de
polietileno por 24 horas, para estimular a esporulagiao do patdgeno.

Em cada planta, com o auxilio de uma régua, mediram-se o maior
comprimento ¢ a maior largura de 12 lesdes, para posterior estimativa da area
lesionada pelo patdgeno. Em seguida, as lesdes foram recortadas dos foliolos e
transferidas individualmente para tubos de ensaio contendo 2 ml de solucdo de
preservagdo (2,5 ml de agua destilada e 2,5 ml de 0,04 M CuSO,/0,2M acetato de
sodio/acido acético, pH 5,4). Os tubos foram agitados por 20 segundos em
agitador tipo vortex, para desprendimento dos esporangios, € armazenados a 4°C;
num periodo de 144 horas, realizou-se a contagem dos esporangios, usando-se
um hemacitometro.

O nimero de esporangios produzido por unidade de area da lesdo foi
determinado  multiplicando-se o total de espordngios determinado no
hemacitometro pelo volume da solugdo de preservacdo e dividindo pela area total
da lesdo. Para o calculo da 4area das lesOes, utilizaram-se as seguintes equacoes:
area da lesdo em batata = -2,331 + 1,703 x comprimento + 1,117 x largura
(R2 = 0,88 para foliolos de batata); e area da lesdo em tomate = -2,09 + 1,213 x
comprimento + 1,634 x largura (R* = 0,85 para foliolos de tomate).

Para gerar uma equagdo que permitisse a estimativa de area de lesdes,
mediram-se 0 maior comprimento e a maior largura de 100 lesdes, de diferentes
tamanhos, em foliolos de batata e 100 lesdes em foliolos de tomate. Em seguida,
a area de cada lesdo foi determinada com o auxilio do programa ImageTool. Os
valores das areas foram submetidos a andlise de regressao em fungdo do maior
comprimento e da maior largura, para obten¢ao das equagdes.

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial (temperatura x linhagem clonal), com trés repeticdes por
isolado e temperatura. Cada planta, em um vaso, constituiu uma unidade

experimental. Este ensaio foi realizado duas vezes.



3. RESULTADOS

Os menores valores de PI foram registrados a 22°C, para isolados de
ambas as linhagens clonais de P. infestans (Figura 1). A 22°C, o PI para US-1 foi
de 66,7 h e, para BR-1, de 44 h. A 10 ¢ 15°C, o PI para US-1 foi de 134,6 h e
96,7 h, respectivamente, enquanto para BR-1 os valores foram de 86,7 e 64,7 h.
A 27°C, o PI da linhagem clonal US-1 (74,0 h) foi menor que o da BR-1 (96,7 h).
As duas linhagens clonais apresentam tendéncia quadritica dentro da faixa de
temperatura avaliada para o periodo de incubagdo (Figura 1).

Os isolados da linhagem clonal US-1 e os de BR-1 a 27°C ndo
esporularam (Figura 2). Para as duas linhagens, os menores valores de PL foram
a 22°C, com 93,3 h para US-1 e 68,0 h para BR-1. O PL diminuiu com o
aumento da temperatura para BR-1. Para US-1 a 15°C, observou-se PL maior que
o de BR-1, e a 27°C o PL foi de 1273 h. Os isolados da linhagem clonal BR-1
apresentaram tendéncia linear dentro da faixa de temperatura avaliada para o
periodo latente, e os isolados da linhagem US-1, tendéncia quadratica (Figura 2).

Os isolados da linhagem clonal BR-1 causaram lesdes maiores a 22°C,
enquanto os da linhagem US-1, a 27°C (Figuras 3 e 4). Ndo houve
desenvolvimento de lesdes causadas por isolados de US-1 a 10°C, nem por

isolados de BR-1 a 27°C.
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Figura 1 - Periodo de incubagdo de isolados de Phytophthora infestans das
linhagens clonais BR-1 e US-1 em diferentes temperaturas, em
foliolos de batata e tomate, respectivamente. Médias de dois ensaios.
As barras verticais representam o erro-padrao da média.
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Figura 2 - Periodo latente de isolados de Phytophthora infestans das linhagens
clonais BR-1 e US-1 em diferentes temperaturas, em foliolos de
batata e tomate, respectivamente. Médias de dois ensaios. As barras
verticais representam o erro-padrao da média.
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Figura 3 - Efeito da temperatura e do tempo no crescimento das lesdes de

isolados da linhagem clonal US-1 de Phytophthora infestans em
foliolos de tomate. A - ensaio 1; B - ensaio 2.
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Figura 4 - Efeito da temperatura ¢ do tempo no crescimento das lesdoes de

isolados da linhagem clonal BR-1 de Phytophthora infestans em
foliolos de batata. A - ensaio 1; B - ensaio 2.



Isolados da linhagem clonal US-1 apresentaram maior média de
esporangios produzidos por 4area quando as plantas foram mantidas a 22°C
(Quadro 2). Para os isolados da linhagem BR-1, verificouse maior média de
esporulagio nas temperaturas de 15 e 22°C (Quadro 2). A 10°C, as lesdes
causadas por isolados de US-1 ndo esporularam. Para lesdes causadas por
isolados de BR-1, nao houve esporulagdo quando as plantas foram mantidas a
27°C. Com aumento da temperatura entre 10 e 22°C, ocorreu aumento da

producdo de esporangios por area lesionada para BR-1 (Figura 6).

Quadro 2 - Esporulagio por unidade de &rea lesionada (esporéngios/cmz) de
quatro isolados de Phytophthora infestans das linhagens clonais
US-1 e BR-1 em diferentes temperaturas, em plantas de tomate e

batata
Linhagem clonal
Temperatura (0 ©)
US-1 (Tomate) BR-1 (Batata)
10 0 4624°
. 15 6724 21424
Ensaio 1
22 20271 23514
27 8169 0
10 0 3214
) 15 10767 20224
Ensaio 2
22 22132 22005
27 8149 0

* Média de esporangios produzidos por area lesionada, calculada com os dados
originais de cada temperatura.
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Figura 5 - Efeito da temperatura na esporulagdo por unidade de area de isolados
da linhagem clonal US-1 de Phytophthora infestans em plantas de
tomate. As barras verticais representam o erro-padrao da média.
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Figura 6 - Efeito da temperatura na esporulacdo por unidade de éarea de isolados
da linhagem clonal BR-1 de Phytophthora infestans em plantas de
batata As barras verticais representam o erro-padrao da média.

No estudo da area lesionada pelo patdgeno em fungdo da temperatura, foi
observado que a linhagem clonal BR-1 apresentou maior volume abaixo da
superficie de resposta (Quadro 3). Em relacdo a US-1, a linhagem clonal BR-1
apresentou maior capacidade de crescimento das lesdes na variagdo de

temperatura avaliada.



Quadro 3 - Volume abaixo da superficie de resposta do crescimento de lesdes,
sob efeito da temperatura (cm”h.°C), de isolados de Phytophthora

infestans das linhagens clonais US-1 e BR-1

Linhagem clonal
BR-1 US-1
Ensaio — 01 4716" 3059
Ensaio — 02 4755 2128

“ Média de cada repeti¢io de trés isolados de cada linhagem clonal.



4. DISCUSSAO

A temperatura influenciou de modo diferenciado os componentes
epidemiolégicos das linhagens clonais US-1 e BR-1. Os efeitos mais marcantes
foram sobre o periodo latente ¢ a esporulagdo, possivelmente os mais diretamente
associados ataxa de progresso da doenca no campo.

De modo geral, ndo houve efeito diferenciado da temperatura sobre o
componente PI. Em ambas as linhagens, observouse tendéncia de redugdo do PI
com o aumento da temperatura até atingir a temperatura Otima (menor PI),
seguida de aumento do PI com aumento da temperatura. Os isolados de ambas as
linhagens clonais apresentaram menor PI ¢ PL a 22°C. O PI de uma doenga ¢
determinado em grande parte pela reagdo do hospedeiro e, em geral, ¢ expresso
tdo logo a infecgdo seja estabelecida. Assim, ¢ possivel que a temperatura tenha
pouca influéncia e que ndo seja capaz de interferir de modo diferenciado nas duas
linhagens clonais. Por outro lado, o PL ¢ um componente associado a
caracteristicas do hospedeiro e do patogeno (PARLEVLIET, 1979) e, em geral,
demanda maior tempo de interagdo patogeno-hospedeiro. Se de fato as linhagens
clonais sdo afetadas de modo diferencial pela temperatura, esse efeito tem mais
chance de ser detectado com o componente PL do que com o PI.

O PL das linhagens clonais de P. infestans foi afetado de modo

diferenciado pela temperatura. Para a linhagem BR-1, houve esporulacio em



temperatura baixa (10°C). Estudar os efeitos da temperatura sobre o crescimento
de P. infestans no hospedeiro ¢ dificil; em um dos poucos trabalhos realizados
em tecidos do hospedeiro, foi relatado maior crescimento, medido como aumento
da massa de hifas, em foliolos mantidos a 17°C do que a 13°C (HARRISON et
al., 1990). Estes trabalhos foram realizados com isolados de P. infestans do
grupo de compatibilidade Al e, possivelmente, da linhagem US-1. Ainda ndao ha
relatos sobre os efeitos da temperatura no crescimento de isolados das novas
linhagens clonais de P. infestans, mas, com base nos resultados do presente
estudo, ha evidéncias de que os efeitos sejam distintos daqueles em US-1.

Apesar de ndo fer havido esporulagio de US-1 a 10°C e de BR-1 a 27°C,
os foliolos foram colonizados e o patogeno estava vivo. Apos 15 dias de
incubagdo a 10°C, os foliolos inoculados com US-1, que ndo apresentavam lesdes
com esporulagdo, foram transferidos para incubadora a 20°C. Apo6s 12 horas de
incubagdo nesta temperatura, observouse esporulacdo abundante nas lesdes. O
mesmo procedimento foi realizado para foliolos inoculados com BR-1, depois de
oito dias de incubagdo a 27°C. Esse fato evidencia que os isolados das linhagens
clonais podem sobreviver em condigdes adversas e que, havendo condigdes
favoraveis, podem se tornar ativos e contribuir para o desenvolvimento da
epidemia. Supostamente, esse fato pode contribuir para a sobrevivéncia das
linhagens clonais em condigdes tropicais.

Os maiores valores de 4rea lesionada causados por isolados de US-1 e
BR-1 ocorreram em temperaturas distintas. A semelhanga do observado para
periodo latente, houve limitagdo de crescimento dos isolados de BR-1 a 27°C e
de US-1 a 10°C. Os maiores valores de AL ocorreram quando os foliolos
inoculados com BR-1 e US-1 foram mantidos a 22 e 27°C, respectivamente. O
efeito da temperatura sobre a AL deve ser visto considerando-se o efeito da
temperatura sobre o patégeno e sobre o hospedeiro. Assim como para o PL, o
crescimento de AL resulta de uma interacdo relativamente duradoura entre
patdgeno e hospedeiro e, portanto, mais sujeita a efeitos diferenciais da

temperatura. Observouse que a AL parece estar diretamente relacionada ao



periodo latente. Espera-se que lesdes que possuam menor periodo latente
apresentem maiores areas.

A temperatura Otima para esporulacdo de isolados das duas linhagens
clonais foi de 22°C. Pelo fato de o componente esporula¢io ter sido quantificado
nos mesmos foliolos que os demais componentes, houve alta correlacdo deste
componente com o PL e a AL. Por essa razdo, nao houve esporulacdo de US-1 a
10°C e de BR-1 a 27°C. O efeito diferencial da temperatura na esporulagdo pode
ser explicado como uma diferenca intrinseca das linhagens clonais em resposta a
temperatura. Outra possivel explicagdo pode estar associada ao bindmio
temperatura — umidade relativa (UR). Em condi¢cdes de UR elevada, como foi o
caso neste trabalho, a formagdo de esporangios ¢ favorecida por temperaturas na
faixa de 18 a 22°C (DUNIWAY, 1983; MALTESE EVOLA et al., 1995). Para
haver esporulacio em temperaturas muito baixas ou muito altas, sdo necessarios
longos periodos de UR elevada. Os esporangios nao sao formados quando a
umidade relativa ¢ menor que 91% (DE WEILLE, 1964) e sdo formados em
pequeno ntmero a 97% (CROSIER, 1934). No presente trabalho, os foliolos
foram mantidos durante todo o experimento em ambiente “‘supostamente” com
alta UR. Entretanto, ndo se pode assegurar que a UR foi mantida constante e
proxima a 100%. A combinagdo temperatura desfavoravel e pequena alteracdo na
UR pode ter resultado em supressao de esporulagao.

O efeito diferencial da temperatura sobre os componentes revela que as
populacdes de P. infestans no Brasil possuem atributos epidemioldgicos
distintos. Ha evidéncias de que os isolados de BR-1 podem causar doengas em
locais onde a temperatura média ¢ inferior a adequada para US-1. No Brasil, o
cultivo de batata ¢ realizado em regides mais altas e de temperaturas amenas.
Nessas condi¢oes, haveria maior favorecimento aos isolados de BR-1 do que aos
de US-1. O tomate ¢ cultivado em varios locais, mas, geralmente, ocupa regides
com temperaturas mais altas que as de regides produtoras de batata. Nessas
condi¢des, os isolados de US-1 encontrariam melhores condi¢des para causar
epidemias. O fato de US-1 ser capaz de se desenvolver em condigdes de clima

mais quente sugere que os isolados desta linhagem clonal no Brasil tenham se



adaptado & condigOes tropicais. Assim, ¢ provavel que os efeitos da temperatura
sobre os componentes epidemiologicos de isolados de P. infestans das linhagens
clonais US-1 e BR-1 contribuam de alguma forma para a alta especificidade de
hospedeiro dessas populagdes no Brasil.

Outra implicagdo do efeito diferencial da temperatura sobre as linhagens
clonais seria na utilizagdo de sistemas de previsio de ocorréncia da requeima.
Diferencas entre as linhagens clonais quanto ao efeito da temperatura devem ser
levadas em consideracdo na utilizagdo desses sistemas. Portanto, a validagdo e, se
necessario, a adaptacdo desses sistemas para as condi¢oes brasileiras sdo de

grande importancia.



CAPITULO3

VALIDACAO DO SIMULADOR BLIGHT NAS CONDICOES
AMBIENTAIS DO BRASIL

1. INTRODUCAO

O controle da requeima, doenca causada por Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary, ¢ altamente dependente de aplicagdes de fungicidas, pois ndo ha
variedades comerciais resistentes e outros métodos de controle sdo pouco
eficientes. As epidemias, sob condi¢oes favoraveis, t€m alta taxa de progresso e,
se medidas de controle ndo forem tomadas, perdas totais de producdo podem
ocorrer (FRY e GOODWIN, 1997).

Para aumentar a eficiéncia do uso de fungicidas e, possivelmente, reduzir
a quantidade aplicada, recursos como simuladores de doenca vém sendo
utilizados. Essas ferramentas, desenvolvidas com base na estreita relagdo
existente entre o desenvolvimento da requeima e os fatores ambientais, sdo
exemplos de recursos que integram as relagdes ambiente-doenca capazes de

contribuir para o manejo da doenga (SHTIENBERG, 2000). O primeiro modelo



de simulagdo da requeima, implementado em computador, o EPIDEM, surgiu em
1969 (WAGGONER e HORSFALL, 1969). Com a maior disponibilidade de
recursos computacionais e dados meteorologicos, incrementouse o interesse de
utilizagdo de simuladores.

A simulacdo de doengas ¢ bastante util em estudos epidemioldgicos e de
manejo de doengas de plantas. Por meio de simulagdo, ¢ possivel estabelecer
taticas de manejo mais coerentes, diminuir o uso de fungicidas, reduzir custo,
ganhar tempo € ndo contaminar o meio ambiente. Mesmo que um modelo de
simulacdo ndo represente a realidade completamente, os resultados podem servir
para indicar potenciais estratégias eficazes. Assim, simulagdo de epidemias em
computador permite a analise de diferentes situagdes, como variagcdes de
condi¢cdes climaticas, diferentes tratamentos fungicidas (produtos, dose, intervalo
de aplicagdo, misturas etc.), eficiéncia da resisténcia das cultivares, entre outras
(SHTIENBERG e FRY, 1990).

Entre os modelos de simulagdo de requeima, o simulador Blight
(BRUHN e FRY, 1981) tem sido um dos poucos cuja utilizacdo resultou em
medidas praticas de controle da doenga no campo (SHTIENBERG et al., 1994).
O Blight simula o efeito do clima, da resisténcia de cultivares e de dois
fungicidas, o clorotalonil e o metalaxyl, em epidemias da requeima. Ele foi
utilizado para responder perguntas ou testar hipoteses relativas ao manejo da
requeima em batata. Com base no simulador, foi desenvolvido um sistema de
previsaio da requeima conhecido como SIMCAST (FRY et al, 1983;
GRUNWALD et al., 2000). O simulador foi também utilizado para responder
algumas perguntas basicas referentes a aspectos metodologicos, como estudo da
distribuicdo espacial da requeima (MINOGUE e FRY, 1983), para quantificacdo
da magnitude da interferéncia entre parcelas em ensaios de campo (PAYSOUR e
FRY, 1983) e como um meio de avaliagdo quantitativa das condigdes climaticas
favoraveis ao progresso da requeima (MICHAELIDES, 1985). Questdes mais
elaboradas, como o manejo da resisténcia de P. infestans a metalaxyl, foram
também abordadas com o simulador (MILGROOM e FRY, 1988). No entanto,

aparentemente, os resultados de simulagdo de maior aplicacdo pratica foram os



obtidos por SHTIENBERG et al. (1994), para estabelecer um calendario de
pulverizagao ajustado para a resisténcia da cultivar.

O Blight foi desenvolvido para requeima da batata em condigdes
ambientais do estado de Nova York, Estados Unidos (BRUHN e FRY, 1981). Os
parametros das equacgOes utilizadas no simulador foram estimados com dados
experimentais de campo obtidos para isolados de P. infestans da linhagem clonal
US-1. Essa linhagem clonal se encontrava distribuida em todo o mundo e
causava epidemias de requeima em tomate e batata. Atualmente, novas linhagens
clonais de P. infestans se encontram distribuidas em varios paises, inclusive no
Brasil (GOODWIN et al, 1994), e algumas tém caracteristicas epidemioldgicas
distintas das dos isolados da linhagem US-1 (MIZUBUTI e FRY, 1998).
Portanto, para que o simulador possa ser utilizado para fins de manejo da
requeima, ¢ imperativo submeté-lo avalidagao nas condic¢des locais.

O simulador Blight ainda ndo foi validado para as condi¢des tropicais ou
subtropicais, como as do Brasil. Nas condigdes de clima temperado onde foi
desenvolvido, o simulador ¢ acurado em simular epidemias de requeima em
batata (DOSTER et al, 1990). No entanto, no Brasil, as condigdes climaticas sdo
bastante distintas ¢ variaveis ao longo do ano. Adicionalmente, a linhagem clonal
que causa requeima em batata ¢ a BR-1. Do ponto de vista epidemiologico, ¢
importante validar o simulador para as condigdes brasileiras, pois este seria um
recurso Util na investigagdo de varios aspectos da epidemia de requeima em
batata. Assim, o objetivo deste trabalho foi validar o simulador Blight nas

condi¢des ambientais do Brasil.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Instalacio dos experimentos

Realizaramrse dois ensaios em um campo experimental localizado no
municipio de Teixeiras, MG (20° 35” latitude sul e 42° 52” longitude oeste). Nas
proximidades, ndo havia campos de produg¢do de batata ou de tomate. O primeiro
ensaio foi instalado em 04/05/2000, e o segundo, em 31/08/2000.

Nos dois ensaios foram utilizadas batatas-semente certificadas, cultivar
Bintje, suscetivel & requeima. As parcelas tinham 16 m’ (4 m de largura x 4 m de
comprimento). O espacamento foi de 1,0 m entre linhas e 0,50 m entre plantas,
resultando em 64 plantas por parcela. As parcelas foram espacadas de 4 m entre
si, na linha, e 3 m entre linhas de parcelas. Esse desenho foi adotado para reduzir

a interferéncia entre parcelas durante a conducdo do ensaio.

2.2. Tratos culturais

No plantio, aplicaram-se 500 g de N-P-K por metro linear de sulco, na

formula 4-14-8, e trinta dias apds a emergéncia das plantas realizou-se a



amontoa juntamente com a adubagdo de cobertura, com 500 g da mesma
formula, por metro linear.

No primeiro ensaio, pulverizaram-se fungicidas para impedir infecgdes
de requeima, antes da inoculacdo artificial das parcelas. Foram feitas quatro
pulverizacdes com clorotalonil (Dacostar 750) (0,75 kg ia/ha) em intervalos de
sete dias e duas pulverizagdes com metalaxyl + mancozeb (Ridomil Mancozeb
BR) (0,08 kg iaha) em intervalos quinzenais. Para controle de pragas, foram
realizadas duas pulverizagdes com o inseticida paration metilico (Folidol 600)
(0,06 kg iaha). No segundo ensaio, foram realizadas apenas uma puverizacdo
com clorotalonil ¢ uma com metalaxyl. Imediatamente apds o plantio, foi

aplicado o herbicida metribuzim (Sencor 480) (0,48 kg i.a/ha).

2.3. Producao de inéculo

Selecionowse o isolado Pib—102 da linhagem clonal US-1 (grupo de
compatibilidade Al), obtido de plantas na regido de Vigosa e sensivel ao
metalaxyl. De wuma cultura pura do isolado em placas, retiraram-se 0s
esporangios por meio da adicdo de agua destilada esterilizada e com auxilio de
pincel de cerdas macias. A suspensdo de esporangios foi coletada em um béquer,
a concentragio foi ajustada para 3 x 10° esporangios/ml e colocada a 4°C,
durante uma hora, para estimular a liberagdo de zodsporos.

Foliolos de batata 'Bintje', de plantas com seis a oito semanas apos
plantio, foram inoculados por meio da atomizacdo da suspensdao de esporangios.
Ap6s a inoculagdo, as plantas foram envoltas com sacos de polietileno
umedecidos com 4gua destilada e levadas para cimara de crescimento a 22°C,
para garantir condigdes favoraveis a germinacao e infecgao.

Apods 24 horas, os sacos de polietileno foram retirados e durante sete
dias, a intervalos de oito horas, atomizowse &agua destilada nas plantas, para
evitar o ressecamento dos foliolos inoculados. No sétimo dia de incubagdo, as

plantas inoculadas foram envoltas novamente com os sacos de polietileno



umedecidos com 4gua destilada, a fim de estimular a esporulagdo do patogeno.
Apds 24 horas coletaram-se as lesdes e preparowse uma suspensao com 500
esporangios/ml, a qual foi mantida a 4°C por cinco horas, antes da inoculagio,

para estimular a liberagao de zoosporos.

2.4. Inoculacio

No primeiro ensaio, realizaram-se duas inoculagdes: a primeira em
21/07/2000 e a segunda em 28/07/2000. Antes das inoculagdes, as parcelas foram
irrigadas por aspersdo, para assegurar microclima favordvel a infecgdo. Todas as
plantas de cada parcela foram inoculadas no inicio da noite (19 horas), com o
auxilio de um pulverizador costal manual. No segundo ensaio, realizaram-se
também duas inoculagdes: a primeira em 23/10/2000, em todas as plantas das
parcelas, e a segunda em 28/10/2000, apenas nas plantas das parcelas dos blocos
situados na extremidade da area experimental. Esse procedimento foi necessario,
em razd3o do insucesso da primeira inoculagdo. Os demais procedimentos foram

conforme descrito para o primeiro ensaio.

2.5. Tratamentos

Foram avaliados quatro tratamentos: 1 — aplicacdo do fungicida protetor
clorotalonil, a 1,13 kg 1aha (Dacostar 750), em intervalos semanais;
2 — aplicagdo do fungicida sisttmico metalaxyl + mancozeb (0,2 kg i.a/ha)
(Ridomil Mancozeb BR), em intervalos quinzenais; 3 — aplicacoes alternadas, em
intervalos semanais, de fungicida protetor com sistémico (clorotalonil +
metalaxyl), nas dosagens descritas nos tratamentos 1 e 2, respectivamente; e
4 — testemunha, aplicacio de dgua em intervalos semanais. As pulverizagdes
com os fungicidas foram iniciadas aos sete dias apdés a segunda inoculagdo

(DOSTER etal., 1990; SHTIENBERG e FRY, 1990).



2.6. Avaliacio da intensidade da requeima

A severidade da requeima nas parcelas foi estimada visualmente por dois
avaliadores, a cada trés dias, at¢é o final da epidemia. Para isso, foi utilizada uma
chave diagramatica (JAMES et al, 1971), modificada por FRY et al. (1979).
Adicionalmente, em ambos o0s ensaios, avaliaramrse os seguintes componentes
epidemiologicos: Y, — severidade da doenga aos sete dias apos a inoculagdo e
Y max— severidade maxima observada ao final da epidemia.

Os ensaios foram montados em blocos casualizados, com quatro

repeticdes e quatro tratamentos.

2.7. Simulacio de epidemias

Durante a condugdo dos experimentos, registraramrse os valores das
variaveis climaticas temperatura (Model-108 Temperature Probe), umidade
relativa (237- Leaf Wetness Sensor) e precipitagdo (TE — 525 Tupping Bucket
Rain), com o auxilio de um coletor automatico de dados (CR-10X Campbell
Scientific[]). Todos os sensores foram amostrados em intervalos de um minuto.
Os dados registrados foram utilizados para estimar valores médios de cada
variavel climatica, em intervalos de 15 minutos.

Para a simulagdo, foram utilizados como entrada de dados no modelo os
valores de precipitagdio acumulada diariamente, temperatura média do dia,
numero de horas em que o valor de umidade relativa foi maior ou igual a 90% e
temperatura média durante o periodo em que o valor de umidade relativa esteve
maior ou igual a 90%. O inicio e o final da epidemia foram considerados como o
dia da segunda inoculagdo e 90 dias apds a emergéncia, respectivamente. A
epidemia foi simulada em uma cultivar suscetivel “Bintje” inoculada com um
isolado sensivel ao metalaxyl. A quantidade de indculo inicial foi estabelecida

como seis lesdes por parcela, observadas aos sete dias ap6s a inoculagio.



3. RESULTADOS

No primeiro ensaio, nao foi observado o progresso da epidemia. A
inoculagdo foi bem sucedida, pois, apés um periodo latente, havia de seis a oito
lesdes por parcela, originadas da inoculagdo, porém a epidemia ndo se
desenvolveu durante o ensaio. Usando os dados relativos & condi¢oes climaticas
e a quantidade de inoculo inicial presente no ensaio de campo em 28/07/00, o
resultado da simulacdo foi o ndo-desenvolvimento da doencga, similarmente ao
observado no campo.

No segundo ensaio, houve rapido desenvolvimento das epidemias de
requeima nas parcelas. A severidade final Y, foi de 100% e ocorreu aos 70 dias
apés a emergéncia. Nao houve efeito dos tratamentos com fungicidas (Figura 1).
Em todos os tratamentos, o nivel de severidade maxima ocorreu na mesma
época, supostamente devido ao alto indice pluviométrico registrado na época
(Figura 3), que acelerou a degradagao dos fungicidas aplicados sobre as parcelas.

A simulagdo, com os dados climaticos registrados durante a época em
que o segundo ensaio foi conduzido, resultou em uma epidemia de requeima
(Quadro 1). Na simulagdo, a epidemia iniciouse 15 dias apds a observada no
campo (Figura 2). Quando a severidade da doenca observada no campo atingiu
100%, a simulada pelo Blight foi de 42%. A severidade segundo o modelo de

simulagdo atingiu 100% dez dias apos a que foi observada no campo.
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Figura 1 - Progresso da requeima em parcelas de batata causado por
Phytophthora infestans, nas quais foram aplicados diferentes
tratamentos para controle da doenga. Ensaio 2. As barras verticais
representam o erro-padrdo das médias.
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Figura 2 - Progresso da requeima segundo o simulador Blight. Epidemia em uma
cultivar suscetivel e em parcelas de batata nas quais ndo foram
aplicados fungicidas. Ensaio 2.



Quadro 1 - Meédia das variaveis climaticas obtidas durante a conducdo dos
ensaios 1 e 2

Variaveis climaticas Ensaio 1 Ensaio 2
Temperatura média 15°C 21,6°C
Meédia do numero de horas em que a umidade relativa do
.. ) 8 horas 14 horas
ar foi maior ou igual a 90%
Me¢édia da temperatura durante o periodo em que a 12°C 20°C
umidade relativa do ar esteve maior ou igual a 90%
Média de umidade relativa do ar 56,8% 80%
Precipitagao média / dia 0,7 mm 9 mm
100
90
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< 60
g 501
E 40
£ 301
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0

e e e e e i b i

Figura 3 - Precipitacdo didria durante o ensaio 2. As setas representam o dia em
que os fungicidas foram aplicados.




4. DISCUSSAO

O progresso das epidemias da requeima foi afetado de modo marcante
pelas condicoes climaticas. No primeiro ensaio, conduzido durante os meses de
junho a setembro, a intensidade de precipitagdo pluviométrica praticamente foi
zero, a média didria da umidade relativa, de 50%, e a temperatura média no
periodo, de 15°C. Essas condi¢des climaticas ndo foram favoraveis ao progresso
da requeima. O isolado da linhagem clonal US-1 utilizado requer valores mais
altos de umidade para se estabelecer. Segundo o observado nos capitulos 1 € 2, a
temperatura mais adequada para o desenvolvimento de isolados de US-1 foi em
torno de 22°C. De acordo com os dados apresentados no capitulo 2, ndo ocorreu
esporulagio de isolados de US-1 a 10°C. No experimento de campo, a
temperatura média durante o periodo em que a umidade foi maior ou igual a 90%
foi de 12°C, muito proxima da temperatura que limita o desenvolvimento do
patdgeno.

A umidade, na forma de umidade relativa do ar, de precipitagio ou de
irrigacdo, também limitou a epidemia no primeiro ensaio. Apesar de se ter
irrigado por aspersdo, a quantidade de &4gua ndo foi suficiente para permitir
rapido progresso da doenga. O pequeno numero de horas com umidade igual ou
superior a 90% (oito horas em média) pode ter resultado em menor niimero de

lesdes formadas, conforme demonstrado no capitulo 2. Em condi¢des semi-



aridas, a baixa umidade relativa do ar dificulta o progresso de uma epidemia de
requeima (EASTON, 1982; JOHNSON et al, 1996). Uma combinagdo de baixa
temperatura e baixa umidade parece ser a explicagdo mais provavel para o ndo-
desenvolvimento da requeima no experimento de inverno.

As simulagdes realizadas com os dados climaticos do primeiro ensaio
resultaram em nao-desenvolvimento da epidemia, similarmente ao observado. A
ndo-favorabilidade das condigdes climaticas foi simulada adequadamente pelo
Blight. Durante o primeiro ensaio de campo realizado no inverno nao foi
observado o progresso da epidemia de requeima. Assim, nas condigdes da Zona
da Mata de Minas Gerais, ¢ possivel manejar a requeima com menor nimero de
pulverizacoes de fungicidas, ou utilizando produtos menos eficientes, como, por
exemplo, cupricos, mas de menor custo € menos toxicos.

No segundo ensaio, realizado durante a primavera e o inicio do verdo,
houve severa epidemia de requeima. Nessa época, a média de precipitacdo diaria
(chuva + irrigacdo) foi de 9 mm, a média diaria da umidade relativa, de 80%, ¢ a
temperatura média, de 21,6°C. O numero de horas didrias médio com umidade
relativa do ar maior ou igual a 90% foi de 14 horas. Nessas condigdes
ambientais, o patdgeno ¢ capaz de ocasionar severa epidemia, destruindo a
cultura em poucos dias (MICHAELIDES, 1985). Os resultados obtidos no campo
corroboraram aqueles obtidos em laboratorio, onde o bom desenvolvimento de
isolados de US-1 (maior niimero de lesdes, menor periodo latente, maior area
lesionada e maior esporulagdo) ocorreu em temperaturas proximas a 22°C ¢
longo periodo de molhamento foliar.

As simulagdes realizadas com os dados climaticos do segundo ensaio
resultaram em epidemia severa no tratamento testemunha, mas com atraso de
15 dias em relacdo ao inicio da epidemia “real” observada no campo. Nao houve
epidemias severas quando se simularam os efeitos dos tratamentos com
fungicidas. Entretanto, no campo, as epidemias das parcelas tratadas foram tao
severas quanto as das parcelas testemunhas. Provavelmente, os altos valores de
precipitagdo pluviométrica no periodo reduziram a eficicia dos tratamentos

fungicidas. Existem relatos de que a alta pluviosidade diminui os residuos do



fungicida clorotalonil sobre o hospedeiro (ELLIOT e SPURR, 1993) e causa
declinio de residuos de metalaxyl (MILGROOM et al., 1988).

E importante destacar que, quando se planeja utilizar um modelo de
simulagdo, ¢ imprescindivel executar sua validagdo. Essa validacdo deve ser
realizada com os dados climaticos do local em que se deseja simular a epidemia,
considerando que o simulador estd sendo testado em local diferente daquele em
que foi programado e validado. Assim, qualquer modelo de simulagio de
epidemias de requeima que venha a ser implementado no Brasil deve ser
validado. Com a validacdo do simulador de epidemias de requeima, poder-se-a
dispor de uma estratégia adicional para testar varias taticas de manejo da doenca.
Assim, serd possivel executar um controle mais racional das epidemias de

requeima ocorridas no Pais.



CONCLUSOES

Os componentes epidemiologicos das linhagens clonais US-1 e BR-1 sdo
influenciados de maneira distinta pela temperatura. Essa diferenca foi observada
nos seguintes componentes epidemioldgicos: periodo de incubacdo, periodo
latente, expansdo da lesdo e esporulacio do patdgeno. Além desses efeitos, foi
observado que a temperatura afeta de modo diferenciado a germinacdo de
esporangios de P. infestans das linhagens US-1 e BR-1. Esse efeito diferencial
mostra que as linhagens clonais de P. infestans existentes no Pais possuem
atributos epidemioldgicos distintos. Portanto, essa diferenga deve ser levada em
consideracdo no manejo da doenca; em  temperaturas mais altas a linhagem
clonal US-1 associada a cultura do tomate ¢ favorecida, e em temperaturas
amenas, a linhagem BR-1 em batata.

No estudo da temperatura e do tempo de molhamento foliar, observouse
que a temperatura e a umidade sdo importantes varidveis climaticas que
interferem no desenvolvimento de uma epidemia de requeima. Assim, essas
diferengas  epidemiologicas entre as linhagens clonais podem interferir
diretamente no controle da requeima e deverdo ser consideradas se se pretender
utilizar sistemas de previsdo de ocorréncia da requeima.

O simulador de epidemia de requeima Blight ndo simulou com precisdo

epidemias de requeima quando as condicdes ambientais foram muito favoraveis a



doenga. Assim, novos ensaios em vdrias épocas do ano e em anos diferentes sdo
necessarios. Pelos resultados preliminares observados, as equagdes matematicas
que compdem o simulador necessitardo de ajustes para poder simular com

precisao epidemias de requeima desenvolvidas no Brasil.
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