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RESUMO

CARDOSO, Carine Rezende, M.S., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de
2010. Agressividade de Alfernaria tomatophila, A. grandis e A. solani em
batateira e tomateiro. Orientador: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti. Co-
orientadores: Luiz Antonio Maffia e Robert Weingart Barreto.

A pinta preta € uma das principais doencas da batateira e do tomateiro. No
Brasil, a doenca foi reportada ser causada por Alternaria solani, no entanto,
recentemente, constataram-se as espécies A. grandis e A. tomatophila associadas a pinta
preta em batateira e em tomateiro, respectivamente. Por se tratarem de espécies
recentemente relatadas no Brasil, estudos relativos a especificidade por hospedeiro e
requerimentos ecoldgicos ainda ndo foram realizados. Em outros paises, héd evidéncia de
especificidade em populacdes de Alternaria spp., principalmente de A. solani,
possivelmente em decorréncia de diferencas de agressividade de individuos. No
presente estudo quantificaram-se os efeitos de varidveis climdticas nos componentes
epidemioldgicos: drea da lesdo (AL), drea abaixo da curva de crescimento micelial
(AACCM), frequéncia de infec¢do (FI) e periodo de incubacdo (PI) associadas aos
isolados de Alternaria spp. Estudaram-se 11 isolados de Alternaria spp.: 6 isolados de
A. grandis, 4 de A tomatophila e 1 de A. solani, inoculados em batateira e tomateiro.
Quantificaram-se os efeitos da temperatura sobre o crescimento micelial (15, 22, 25, 30
e 35 °C) e AL (18, 22, 25 ¢ 30 °C) e os efeitos da duragio do periodo de molhamento
foliar (PMF) (2, 4, 8, 12, 24 h) sobre a FI e PI causados por Alternaria spp. Maiores
valores de AL, FI e menores valores de PI foram observados em batateira,
independentemente dos isolados inoculados. A alta suscetibilidade da cultivar de batata
‘Opaline’ e o estddio fenolégico o qual as plantas foram inoculadas, interferiram no
resultado. A temperatura influenciou a AL de forma diferenciada conforme a
combinacdo espécie - hospedeiro. Os isolados de A. grandis, A. solani e A. tomatophila,
causaram maior AL em seus hospedeiros de origem; A. grandis foi mais agressivo que
A. solani em batateira. Em batateira, maior AL associada a A. grandis e A. solani
ocorreu tanto em temperaturas baixas como a 30 °C, mas 25 °C foi a temperatura 6tima
para AL associada a todas as espécies. A temperatura afetou o crescimento micelial de
Alternaria spp. Maior crescimento foi constatado para isolados de A. grandis. A

temperatura 6tima para crescimento micelial de A. grandis, A. solani e A. tomatophila
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foi 24, 24 e 26 °C, respectivamente. A FI foi afetada pelo PMF, porém o efeito variou
conforme a combinacgdo espécie - hospedeiro. Os valores de FI foram semelhantes para
todas as espécies, porém sob condicdes limitantes de 2 h de PMF, maiores valores de FI
foram verificados para A. grandis em batateira. Em tomateiro, os valores de FI foram
semelhantes para todos os isolados de Alternaria spp. No experimento realizado durante
o inverno, ndo foram observados sintomas da doengca em tomateiros inoculados com A.
solani e houve desenvolvimento mais lento da pinta preta. Poucas diferengas foram
verificadas em relacdo ao PI dos isolados de Alternaria spp., em ambos os hospedeiros,
sob diferentes PMF. Ha evidéncias de preferéncia ao hospedeiro em populacdes
brasileiras de Alternaria spp. associadas a pinta preta em batateira e tomateiro apesar de

A. grandis e A. tomatophila poderem causar doenca em ambos hospedeiros.
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ABSTRACT

CARDOSO, Carine Rezende, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February 2010.
Aggressiveness of Alternaria tomatophila, A. grandis and A. solani in potato and
tomato. Adviser: Eduardo Seiti Gomide Mizubuti. Co-Adviser: Luiz Antonio Maffia
and Robert Weingart Barreto.

Early Blight is an important disease of potato and tomato crops worldwide. In
Brazil, Alternaria solani was considered the only causal agent of early blight. Recently,
A. grandis and A. tomatophila were found to be the main species associated with early
blight in potato and tomato, respectively. Due to the novelty of these findings no studies
about host specificity and ecological requirements were conducted yet. In other
countries, there is evidence of host specificity in populations of Alternaria spp.,
including of A. solani, caused or largely influenced by differences in aggressiveness. In
the current study, we quantified the effects of the main climatic variables on the
following epidemiological variables: lesion area (LA), area under the curve of mycelial
growth (AUCMG), infection frequency (IF), and incubation period (IP). Eleven isolates
of Alternaria spp were studied: 6 isolates of A. grandis, 4 of A tomatophila and 1 of A.
solani were inoculated in potato and tomato plants. The effects of temperature on
mycelial growth (15, 22, 25 30, and 35 °C) and LA (18, 22, 25, and 30 °C) and the
effects of duration of leaf wetness period (DLW) (2, 4, 8, 12, and 24 h) on IF and IP of
Alternaria spp were assessed. Higher values of LA, IF and lower values of IP were
observed in potato, regardless of the isolates. The higher susceptibility of potato
'Opaline’ and the phenological stage at which the plants were inoculated influenced this
result. Temperature differentially affected LA depending on the species x host
combination. A. grandis, A. solani and A. tomatophila, caused higher LA in the original
hosts. A. grandis was more aggressive than A. solani in potato and caused higher LA at
low temperature and at 30°C, but the optimum temperature for LA for all species was
25°C. Mycelial growth of Alternaria spp. was affected by temperature. The highest
growth was found for A. grandis. The optimum temperature for A. grandis, A. solani,
and A. tomatophila was 24, 24, and 26 °C, respectively. The FI was affected by the
DLW, but the effect varied according to the species x host combination. The values of
IF were similar for all species in most DLW. However, under limiting conditions of 2 h
of DLW in potato, A. grandis had higher IF values than A. solani and A. tomatophila.

In tomato, similar IF values were recorded for all isolate of Alternaria spp. In the fall
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experiment no symptoms were observed in tomato plants inoculated with A. solani and
the development of early blight was slower than in the summer experiment. There is
evidence of host preference in the Brazilian populations of Alternaria spp. associated
with early blight in potato and tomato, even though A. grandis and A. tomatophila can

cause disease in both hosts.
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1. INTRODUCAO

A pinta preta, uma das principais doencas foliares das culturas da batateira
(Solanum tuberosum L.) e do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) (Guenthner et al.,
1999, Shuman & Christ, 2005, Mantecén, 2007), era atribuida ser causada pelo fungo
mitosporico Alternaria solani Sorauer (Rotem, 1994). Entretanto, em 2000, Simmons
descreveu uma nova espécie, A. tomatophila Simmons, cujos individuos eram
comumente associados a pinta preta em tomateiro (Simmons, 2000). Nos Estados
Unidos, epidemias de pinta preta em tomateiro e batateira sdo causadas por espécies
distintas de Alternaria: A. solani em batateira e A. tomatophila em tomateiro (Simmons,
2000). Posteriormente, confirmou-se haver diferencas morfolégicas e culturais entre as
espécies causadoras de pinta preta em batateira e tomateiro e haver preferéncia por
hospedeiros (Frazer & Zitter 2003).

No Brasil, nenhum estudo taxondmico detalhado havia sido realizado com as
populacdes de Alternaria spp. associadas a pinta preta em seus principais hospedeiros,
batateira e tomateiro. Contudo, semelhantemente ao realizado em outros paises (Bonde,
1929, Henning & Alexander, 1959), constatou-se, baseado em evidéncias culturais,
patogénicas e moleculares, haver diferencgas entre as populagdes brasileiras de A. solani
que afetam batateira e tomateiro (Fancelli, 1991, Castro et al., 2000, Martinez et al.,
2004). Isolados de A. solani oriundos do tomateiro formaram um grupo distinto
daqueles oriundos de batateira (Castro et al., 2000, Martinez et al., 2004).

Recentemente, demonstrou-se haver populacOes distintas de Alfernaria spp.
associadas a pinta preta em batateira e tomateiro (Lourenco Jr. et al., 2009; Rodrigues,
2009). Empregaram-se varios marcadores moleculares e técnicas analiticas de genética
de populacdes e constatou-se que a pinta preta em tomateiro € causada,
predominantemente, pelas espécies A. tomatophila Simmons e A. cretica Simmons
(Rodrigues, 2009), enquanto a espécie mais comumente associada a pinta preta em
batateira ¢ A. grandis Simmons (Rodrigues, 2009). Curiosamente, ndo se detectaram
isolados de A. solani causando pinta preta nas culturas hospedeiras.

Apesar de haver associacdo da populagdo do patégeno com as espécies
hospedeiras, a especificidade ndo é completa; isto é, isolados das espécies que afetam
tomateiro podem infectar batateira e isolados de A. grandis, que afetam batateira,

podem causar doenca em tomateiro (Rodrigues, 2009). Isolados de A. tomatophila
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foram mais agressivos que isolados de A. solani quando inoculados em folhas, peciolos
e caules de tomateiro (Frazer & Zitter, 2003). No Brasil, diferencas de agressividade em
funcdo da combinagdo espécie — hospedeiro ainda ndo foram quantificadas. Como a
especificidade ndo € absoluta, acredita-se que diferencas de agressividade possam
explicar a associacdo de espécies de Alternaria com o hospedeiro, pois como explicar a
ocorréncia de espécies distintas de Alternaria causando pinta preta em tomateiro e
batateira se cultivos destas olericolas sdo comumente implantados numa mesma
microrregiao? Uma hipétese seria: A preferéncia por hospedeiro ocorre por diferengas
de agressividade das espécies.

Diferencas quanto a agressividade dos isolados sdo postuladas ser importantes
para permitir a separacdo das populagdes. Por exemplo, no caso da requeima, outra
doenca da batateira e tomateiro, causada por Phytophthora infestans, determinou-se que
a associacdo das linhagens clonais do patégeno com hospedeiros pode ser explicada, ao
menos em parte, por diferencas de agressividade dos isolados quando inoculados nas
plantas hospedeiras (Suassuna et al., 2004). A ndo identificacio de isolados de A. solani
no Brasil pode ter como uma possivel explicacdo o fato de as espécies prevalentes
serem mais agressivas em plantas hospedeiras do que A. solani. Entretanto, até o
momento, ndo se conduziram estudos para mensurar estas eventuais diferencas de
agressividade entre isolados brasileiros de Alternaria spp. que causam pinta preta.

A agressividade € definida pela quantidade de doenca produzida em uma dada
interagdo patdgeno - hospedeiro suscetivel (Andrivon, 1993). Para estima-la muitas
vezes se separam e se quantificam os elementos de caracteristicas quantitativas do ciclo
de vida do patégeno (Pariaud et al., 2009). Estas caracteristicas sdo referidas como
componentes de agressividade e sdo utilizados na quantificacdo da variabilidade
patogénica das populacdes. Os componentes de agressividade correspondem aos
componentes epidemioldgicos, sendo 0s mais comumente quantificados, o periodo
latente, periodo de incubacdo, drea abaixo da curva, taxa de expansdo da lesdo, drea da
lesdo e frequéncia de infeccdo (Carlisle et al., 2002, Suassuna et al., 2004, Chacén et
al., 2007).

Além de eventuais diferencas quanto aos componentes epidemiolégicos
associados a agressividade, é possivel também que haja respostas diferenciadas das
espécies de Alternaria a varidveis ambientais e que estas possam afetar a preferéncia

por hospedeiros. No Brasil, tomateiros sdo cultivados em condi¢des climaticas amplas
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enquanto os cultivos de batateira estdo concentrados em regides de altitude, em geral,
acima de 800 m. A presenca de “ecétipos”, ou raca ecoldgica, ou seja, populacdes
ecologicamente distintas e que estdo estritamente sujeitas a eventos periodicos de
selecdo (Ward et al, 2008), poderia explicar a distribuicdo das espécies e se as
epidemias por elas causadas respondem de forma similar ao conhecido para A. solani. E
importante avaliar se as Alternaria spp. diferem entre si em relacdo a requerimentos
ecologicos.

A hipétese testada nesse trabalho é que ndo ha especificidade de espécies de
Alternaria a cultura do tomateiro e da batateira. A partir dessa hipdtese, os objetivos do
trabalho foram:

1- caracterizar a agressividade de isolados de Alfernaria spp. em batateira e
tomateiro por meio de componentes epidemioldgicos,

ii- investigar a especificidade de isolados de Alternaria spp. a cultura do
tomateiro e da batateira e

iii- quantificar o efeito das varidveis temperatura e duragdo do periodo de
molhamento foliar sobre componentes epidemioldgicos de Alternaria spp. oriundos da

batateira e do tomateiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Agentes causais da pinta preta da batateira e do tomateiro:
Alternaria solani, A. grandis e A. tomatophila

Até recentemente, a pinta preta da batateira (Solanum tuberosum L.) e do
tomateiro (Solanum lycopersicum L.), principais hortalicas cultivadas no Brasil
(AGRIANUAL, 2008), era atribuida ser causada pelo fungo mitospdrico Alternaria
solani Sorauer (Rotem, 1994). Entretanto, em 2000, o Dr. Emory G. Simmons, por meio
de andlise morfolégica e cultural, descreveu uma nova espécie, A. tomatophila
Simmons cujos individuos eram comumente associados a pinta preta em tomateiro
(Simmons, 2000). No levantamento, por ele realizado foi verificado que as populacdes
de A. solani estdo predominantemente associadas a pinta preta em batateira (Simmons,
2000). Estudo posterior realizado por Frazer & Zitter (2003), confirmou as diferencas
morfoldgicas e culturais relatadas por Simmons concluindo que a pinta preta € causada
por ao menos duas espécies de Alternaria.

Estudos recentes realizados no Brasil demonstraram haver fortes evidéncias de
ocorréncia de populagdes distintas de Alternaria spp. associadas a pinta preta em
batateira e tomateiro (Lourenco Jr. et al., 2009). Mais de 100 isolados de diferentes
regides foram avaliados e empregaram-se varios marcadores moleculares e técnicas
analiticas de genética de populacdes para estudar estas populagdes mais
detalhadamente. Constatou-se que a pinta preta em tomateiro € predominantemente
causada por individuos das espécies A. tomatophila Simmons e A. cretica Simmons
(Rodrigues, 2009), enquanto a espécie mais prevalente em batateira € A. grandis
Simmons (Rodrigues, 2009). Curiosamente, ndo se detectaram isolados de A. solani
causando pinta preta em tomateiro ou em batateira.

O género Alternaria, pertence ao grupo dos fungos mitospdricos. A
determinagdo taxonOmica de espécies de Alternaria é baseada principalmente na
morfologia dos conidios. As espécies sdo caracterizadas pela formacdo de conidios
multicelulares, grandes, com septos longitudinais e transversais, ovoides ou obclavados,
escuros e com bicos filamentosos (Simmons, 1997).

Conidios jovens de A. solani s@o hialinos, alongados ou ovéides e t€ém de 3 a 6

septos. Os conidios maduros sdo lisos e tipicamente marrons, a forma pode variar de



longos a curtos, de largos a estreitos, possuem de 10 a 11 septos transversais e de 1 a 2
septos longitudinais. Na populacdo de A. solani predominam conidios com um bico,
seguido por aqueles que t€m dois e raramente ocorrem conidios com trés bicos
(Simmons, 2000).

Para A. tomatophila, o corpo dos conidios é ovédide, longo, podendo ser
elipséide. Quando maduros, os conidios possuem de 8 a 15 septos transversais e de 1 a
2 longitudinais (Simmons, 2000). Muitos apresentam trés, quatro e até cinco bicos, o
que € raro em A. solani (Frazer, 2002).

Na espécie A. grandis, os conidios sdo largos e diferem de A. solani pelo seu
padrdo de esporulacdo, forma conidial, tamanho e nimero de bico (Simmons, 2000). No
trabalho de morfologia realizado recentemente no Brasil verificou-se que isolados de A.
grandis produzem conidios solitarios, multiseptados, de coloracdo marrom, elipsdide
com uma dilatacdo no meio do corpo e possuem 1 bico (Rodrigues, 2009).

Apesar de ja terem sido realizados estudos de caracterizacdo morfoldgica,
cultural e estudos moleculares das novas espécies de Alternaria, até 2000 somente A.
solani era considerada como agente causal da pinta preta em tomateiro e em batateira.
No Brasil, o primeiro relato de ocorréncia das novas espécies ocorreu em 2009
(Rodrigues, 2009). Consequentemente, pouca sdo as informagdes sobre a biologia
dessas espécies e sobre as epidemias de pinta preta que causam.

O género Alternaria € um taxon grande, diversificado e de grande importancia
econdmica (Rotem, 1994). O fungo, mais especificamente, A. solani, pode sobreviver
em restos de cultura, sobretudo devido a presenca de clamiddsporos (Patterson, 1991) e
em outros hospedeiros, como a berinjela e o jilé (Fancelli, 1991). A penetracdo do
patégeno no hospedeiro pode ser direta ou indireta através dos estdmatos e ferimentos.
Normalmente, os sintomas sdo manifestados, entre trés a cinco dias apds a penetracao
(Jones, 1991: Rotem, 1994).

Para entender o sucesso destes fungos como patégenos, € importante conhecer as
caracteristicas que favorecem a patogenicidade e sua distribuicdo (Strandberg, 1992). A
utilizacdo de caracteristicas morfoldgicas, moleculares em estudos com Alternaria spp.
que causam pinta preta ja foram realizados, no entanto hd necessidade de correlacionar
essas caracteristicas com as caracteristicas epidemioldgicas das espécies para que sejam

diferenciadas quanto a agressividade.



2.2.  As culturas e a doenca

Entre as principais hortalicas cultivadas no Brasil destacam-se o tomateiro e a
batateira (AGRIANUAL, 2008). Em 2008, foram produzidas aproximadamente trés
milhdes de toneladas de tomate, em uma drea de 57,6 mil ha, o que fez com que o Brasil
fosse o sexto produtor mundial desta hortalica (AGRIANUAL, 2008). A producdo de
batata foi de 3.671.116 toneladas numa area de 144.699 ha, alcancando produtividade
média de 25.371 kg/ha (IBGE, 2008).

As culturas do tomateiro e da batateira sdo afetadas por vdrias doengas, que
limitam a produtividade e cujos programas de manejo acarretam em aumentos dos
custos de producdo. Dentre as doengas foliares mais destrutivas, destaca-se a pinta preta
(Van Der Walls et al., 2004), causada por Alternaria solani Sorauer (Rotem, 1994) e, no
caso do Brasil, também pelas espécies, A. tomatophila e A. grandis (Rodrigues, 2009),
que causa perdas em praticamente todos os locais onde se cultivam tomateiro e batateira
(Rotem 1994).

A doenca pode ser observada em qualquer estddio de desenvolvimento da planta,
porém é mais severa em tecidos maduros e senescentes (Johnson & Teng, 1990; Dita
Rodriguez et al., 2006). Nestes, o patégeno causa lesdes necréticas em foliolos, hastes,
frutos ou tubérculos (Rotem, 1994). Independentemente da espécie causadora e do
hospedeiro, os sintomas tipicos observados sdo: no caule, lesdes escuras levemente
deprimidas, podendo apresentar-se de forma alongada e circulares, com anéis
concéntricos bem evidentes; nos frutos, as lesdes sdo deprimidas, escuras e
concéntricas, podendo atingir grande extensdao (Tokeshi & Carvalho, 1980; Jones,
1991). A alta severidade da doenga causa a desfolha da planta, reducio do rendimento e
da qualidade dos frutos de tomateiro (Castro et al., 2000).

A pinta preta é de dificil controle. O patdégeno possui um ciclo de vida curto,
apresentando vdrios ciclos de vida em apenas um ciclo da cultura, assim conidios
secundérios sdo produzidos nas plantas infectadas sendo rapidamente e facilmente
disseminados, podendo chegar a longas distancias (Strandberg, 1992).

Estudo realizado no Brasil demonstrou que as epidemias de pinta preta podem
ocorrer em qualquer época do ano (Batista et al., 2006). Porém, a doenca é mais severa
nas épocas de altas temperatura e umidade, condi¢des em que € comum a destruicao
completa da lavoura caso ndo se implementem medidas de controle (Lopes & Santos,

1994; Salustiano, 2000). Para reduzir as perdas, o controle da pinta preta se baseia quase
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que exclusivamente em aplica¢des intensivas de fungicidas (Guenthner ef al., 1999,
Tofoli et al., 2003, Shuman & Christ, 2005, Mantec6n, 2007), pois até o momento nao
existem cultivares comerciais de batateira ou tomateiro resistentes a doenca e com boas
caracteristicas comerciais (Dita et al., 2007) e, o controle bioldgico ainda nédo € aplicado
em plantios comerciais. Estudos voltados a geracdo de conhecimentos para aumentar a
eficdcia do manejo da doenca, como o uso racional de fungicida e o desenvolvimento de
variedades resistentes sdo prementes. Dentre esses, destacam-se aqueles voltados a
determinac¢do da variabilidade patogénica e as possiveis diferencas epidemiolégicas em

populacdo do patégeno.

2.3. Variabilidade patogénica de A. solani e componentes de agressividade

Do ponto de vista evolutivo, a variabilidade genética das populacdes ¢é
importante por determinar seu potencial de adaptacdo as condi¢des adversas. Do ponto
de vista epidemioldgico, a variabilidade patogénica tem implicagdes diretas no manejo
da doenca. A maior agressividade dos isolados de um patégeno implica em maior
consumo de fungicidas (Kato et al., 1997) ou em revisdo das estratégias de programas
de melhoramento visando resisténcia a doengca (McDonald & Linde, 2002).

Populacdes de A. solani possuem alta variabilidade genética (Van Der Walls e?
al., 2004). Essa foi detectada em caracteristicas morfoldgicas (Bonde, 1927; Bonde,
1929; Rotem, 1966; Rotem, 1994), fisiologicas (Bonde, 1927; Bonde, 1929; Rotem,
1966; Henning & Alexander, 1952; Henning & Alexander, 1959; Rotem, 1994),
patogénicas (Higgins, 1952; Rotem, 1966; Henning & Alexander, 1952; Henning &
Alexander, 1959; Rotem, 1994), moleculares (Martinez et al., 2004, Lourenco Jr. et al.,
2009) e também nos grupos de compatibilidade vegetativa (Van Der Walls et al.,
2004).

Estudos anteriores, realizados em outros paises, relataram variacdes quanto a
agressividade de isolados de A. solani tanto oriundos de tomateiro (Bonde, 1929) quanto
de batateira (Henning & Alexander, 1959). Pesquisas realizadas sobre populacdes
brasileiras de A. solani também revelaram diferencas com relagdo a agressividade
conforme o hospedeiro de origem do isolado (Fancelli, 1991; Castro et al., 2000;
Martinez et al., 2004). Fancelli (1991) observou diferenga na agressividade de isolados
de A. solani inoculados em tomateiros, entretanto foram utilizados isolados coletados de

uma unica regido do pais. Em trabalhos realizados por vdrios outros pesquisadores, nao



necessariamente no Brasil, tais como: Weir et al., (1998); Castro et al., (2000); Martinez
et al., (2004) evidenciam a ocorréncia de especializacdo a hospedeiros, uma vez que,
isolados de A. solani oriundos de tomateiro formaram um grupo distinto daqueles
oriundos de batateira.

Em um trabalho mais recente, com a descri¢do das novas espécies, verificou que
isolados das espécies que afetam tomateiro podem infectar batateira e isolados de A.
grandis, que afetam batateira, podem causar doenca em tomateiro (Rodrigues, 2009),
assim apesar de haver associagdo da populacdo do patégeno com as espécies
hospedeiras, a especificidade ndo € completa. Entretanto, o fato de ndo haver
especificidade completa, ndo impede de haver certo grau de preferéncia por hospedeiro,
possivelmente ocasionada por diferencas de agressividade dos individuos. Contudo, até
o presente, sdo poucas as informagdes quanto a biologia de espécies de Alternaria que
afetam batateira e tomateiro, principalmente com relacdo aos fatores de patogenicidade
e agressividade (Rodrigues, 2009).

A agressividade definida pela quantidade de doenca produzida em uma dada
interagdo patdgeno - hospedeiro suscetivel (Andrivon, 1993), muitas vezes € separada
em elementos de caracteristicas quantitativas do ciclo de vida do patégeno (Pariaud et
al., 2009). Estas caracteristicas referidas como componentes de agressividade sdo
comumente mensuradas para avaliar a variabilidade do patégeno. Os componentes de
agressividade correspondem aos componentes epidemioldgicos, sendo o0s mais
comumente quantificados, o periodo latente (PL), periodo de incubacgdo (PI), édrea
abaixo da curva, taxa de expansdo da lesdo, area da lesdo e frequéncia de infec¢do (FI)
(Carlisle et al., 2002, Suassuna et al., 2004, Chacén et al., 2007). Para alguns
patogenos, a capacidade de producdo de toxinas € também avaliada como um dos
componentes (Pariaud et al., 2009). O PL € determinado pelo intervalo, em dias, entre a
inoculacdo e a producgdo de esporos (Griffiths & Jones, 1987); O PI é determinado pelo
nimero de horas entre a inoculac@o e o aparecimento dos sintomas (Parlevliet, 1979). O
PI é componente informativo, pois € possivel inferir sobre os niveis de resisténcia das
plantas. Por exemplo, uma cultivar suscetivel tende a ter PI mais curto que uma cultivar
resistente. Os componentes PL e PI ji foram utilizados para a caracterizacdo da
variabilidade em espécies de Alternaria (Michereff et al., 2003).

Outra varidvel potencialmente informativa € a drea abaixo da curva de progresso

da doenga (Shaner & Finney, 1977). A érea abaixo da curva integra a intensidade da



doenca entre dois periodos de tempo, sendo utilizada para sumarizar a curva de
progresso (Campbell & Madden, 1990). O tamanho inicial da lesdo e sua subsequente
expansao podem ser utilizados por melhoristas de plantas e fitopatologistas para
selecionar cultivares resistentes a varios patdgenos, além de permitir inferir quanto a
agressividade dos isolados, pois permite estimar a intensidade da interacdo planta-
patégeno ao longo do tempo (Johnson & Taylor, 1976). Suassuna et al. (2004)
utilizaram a taxa de expansao de lesdo e a drea da lesdo para estudar a especificidade de
duas linhagens clonais de P. infestans a batateira e tomateiro. Foram observadas
diferengas significativas nos valores da taxa de expansdo da lesdo para diferentes
isolados de P. infestans provenientes das culturas do tomate e da batata. Estas
diferencas explicaram parcialmente a preferéncia por hospedeiro.

A frequéncia de infeccdo (FI) é determinada como a probabilidade de um
esporo depositado na superficie do hospedeiro, produzir uma lesdo na auséncia de
interacdes competitivas (Pariaud et al., 2009), ou seja, representa o sucesso da infeccao
do patégeno. Esse componente algumas vezes ndo é quantificado devido a dificuldade
de ser estimado precisamente, por depender do nimero de esporos depositados, bem
como das condicodes climaticas, que sdo de dificil controle (Lehman &Shaner, 1997).
No entanto, essa ¢ também uma varidvel importante para quantificar agressividade
(Parlevliet, 1979), pois estd associada a taxa reprodutiva do patdégeno (Higgins,1952).
Suassuna et al. (2004) e Chacén et al. (2007), utilizaram este componente no
patossistema P. infestans batateira (ou tomateiro) com o propodsito de determinar
diferenca de agressividade entre os isolados coletados por cada autor. No patossistema
A. solani — batateira, essa varidvel foi usada em estudos de caracterizacdo da resisténcia
de cultivares a pinta preta (Pelletier & Fry, 1990; Dita Rodriguez et al., 2006).

Em sua maioria, os componentes epidemiolégicos foram quantificados em
estudos de caracterizacdo da resisténcia de cultivares a pinta preta (Castro, 1997; Paula
& Oliveira, 2003; Dita Rodriguez et al., 2006). Portanto, hd poucos trabalhos
conduzidos com isolados brasileiros de Alternaria spp. nos quais os componentes

epidemioldgicos foram quantificados a fim de avaliar a agressividade (Silva, 2006).



24. A influéncia de variaveis climaticas no desenvolvimento da pinta
preta

Varidveis climdticas como temperatura, umidade relativa, luminosidade e
molhamento foliar influenciam as etapas do ciclo de vida de A. solani (Stevenson &
Pennypacker, 1998; Vloutoglou & Kalogerakis, 2000). Apesar da ocorréncia
generalizada da pinta preta, as condicdes climdticas durante o cultivo influenciam a
intensidade da epidemia. A severidade da doenca foi maior sob condi¢des de
precipitagdes pluviométricas frequentes e temperaturas entre 25 ¢ 30°C (Andrade, 1997,
Salustiano, 2000). Deste modo, ao conhecer as condi¢des ambientais que favorecem a
doenga € possivel interferir no ciclo de vida do patégeno impedindo que este seja
completado. Além disso, fatores climaticos podem interferir na adaptacdo de patégenos.
Milus et al. (2006) demonstraram que a melhor adaptacdo dos isolados de Puccinia
striiformis f. sp. tritici a temperaturas altas pode ter sido possibilitada pela variacao
dessa populagdo na regido estudada. Porém, sdo poucos os estudos conduzidos com o
propodsito de investigar as relacdes entre estrutura de populacdo de patégeno e clima.

O tempo entre o inicio da infec¢do e o aparecimento de sintomas nas folhas é
dependente das condi¢des ambientais, idade da folha e a suscetibilidade do cultivar, dai
a importancia de se caracterizar a agressividade de isolados de A. solani em relagcdo as
variaveis climaticas: temperatura e periodo de molhamento foliar. Rotem (1994) relatou
temperaturas minima, 6tima e maxima de 5, 27 e 35 °C, respectivamente para a
germinacdo dos conidios de A. solani. Porém, as temperaturas minimas para infeccao
podem ser reduzidas de 20 °C para 10 °C, as méaximas podem aumentar de 30 para 35 °C
e as temperaturas 6timas se estenderem de 25 °C para uma faixa de 20 a 30 °C se o
in6culo estiver presente e se o periodo de molhamento foliar for favordvel. Em outro
trabalho sobre a influéncia da temperatura na infeccao e na severidade da pinta preta em
tomateiro, a 13°C o ndmero de lesdes foi menor do que a 17, 21 e 25 °C (Pound, 1951).
Concluiu-se que, a frequéncia de infeccao foi maior a 26°C.

Além da temperatura, conidios do patégeno dependem de &dgua livre na
superficie foliar e a germinacao e infec¢do no hospedeiro sio afetadas pelo periodo de
molhamento foliar. Espécies de Alternaria tém habilidade, que difere de outros fungos,
em utilizar o orvalho como fonte de umidade. Isto devido a sua resisténcia em suportar

condi¢des adversas entre 0 momento da dispersdo e a formacdo de orvalho, além da
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capacidade de esporular e infectar em regimes de orvalho interrompidos por periodos
secos (Bashi & Rotem, 1974).

No estudo do manejo da pinta-preta do tomateiro em épocas de temperaturas
baixas (Salustiano, 2006), foi observado que as temperaturas baixas ou escassez de
chuva e/ou curtas duracdes dos periodos de molhamento foliar propiciaram baixa
incidéncia da pinta-preta. Lesdes causadas por A. solani ndo foram observadas em
tomateiro na auséncia de molhamento foliar ou quando sua duragdo foi inferior a 4 h
(Vloutoglou & Kalogerakis, 2000). A ocorréncia da pinta preta, em condi¢cdes de
temperaturas baixas, em alguns paises, foi atribuida a presenca de periodo de
molhamento foliar prolongado (Rotem, 1994). Bashi & Rotem (1974) observaram que
em alguns casos, os esporos podem germinar em periodo de molhamento foliar
prolongado, mesmo quando sujeitos a temperatura de 2 °C.

Alguns trabalhos visando compreender as relagdes entre varidveis climdticas e
desenvolvimento de epidemias de pinta preta ja foram realizados no Brasil. Porém,
nestes trabalhos, ndo foram estudados componentes epidemioldgicos em condigdes
controladas; apenas hé relatos da possivel associagdo entre varidveis climdticas e o
progresso da doenca (Andrade, 1997; Paul et al., 1998, Salustiano, 2000). Ainda nao
foram realizados estudos sobre requerimentos ecoldgicos de A. grandis e A. tomatophila
que ocorrem no Brasil.

A ocorréncia das novas espécies associadas a pinta preta no pais requer a
realizacdo de estudos que quantifiquem eventuais diferencas na agressividade e nos
requerimentos ecolégicos. Apenas o estudo da agressividade ndo € suficiente para se
propor medidas diferenciadas de controle, uma vez que tanto o hospedeiro como o
ambiente influenciam a agressividade de um isolado (Andrivon, 1993). Para tal objetivo
€ necessdrio avaliar se as espécies de Alternaria associadas a pinta preta diferem entre si
em relacdo a requerimentos ecoldgicos. No estudo da requeima (P. infestans), os efeitos
da temperatura nos eventos do ciclo de infeccdo das linhagens clonais do patégeno
foram distintos a ponto de poderem afetar o controle da doenca (Maziero et al., 2009).

A principal contribuicdo das informacgdes geradas seria subsidiar estratégias de
manejo, as quais, atualmente, estdo baseadas nas caracteristicas observadas para
isolados de A. solani. Além disso, a predominancia de populacdes adaptadas a
determinadas condi¢Oes ecoldgicas pode interferir com a especificidade de Alternaria

spp. em plantas hospedeiras.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolados de Alternaria spp. e producio de in6culo

Foram utilizados 11 isolados de Alternaria spp., de diferentes regides
geograficas: 4 de A. tomatophila ortundos de tomateiro, 6 de A. grandis e 1 de A. solani,
estes 7 oriundos de batateira (Tabela 1). Os isolados de A. fomatophila e A. grandis
foram selecionados da colecdo de culturas do laboratério de Biologia de Populacdes de
Fitopatégenos, do Departamento de Fitopatologia, da Universidade Federal de Vigosa.
As colonias estavam armazenadas em fragmentos de papel filtro, a -80 °C, mantidos em
envelopes de papel esterilizados. As culturas-tipo e o isolado representante de A. solani
foram fornecidos pelo Dr. Emory G. Simmons.

Para a producio de indculo, os isolados foram cultivados em meio V8 CaCOs;
dgar (175 mL de suco V8, 3 g CaCOs, 20 g dgar, 1L) a 25 +2 °C, fotoperiodo de 12 h.
No quinto dia de incubagdo, adicionou-se dgua destilada a cada placa e, com um pincel,
retirou-se o micélio. As placas foram mantidas, sem tampa, a 22 +2 °C, sob 6 lampadas
de luz negra 40 W (Sylvania® - 1,20 m de comprimento, distanciadas de 3 cm entre si e
posicionadas a 30 cm de altura das placas), em fotoperiodo de 16 h de escuro e 8 h de
luz. Apds 24 h, os conidios foram removidos com a adi¢do de 10 mL de dgua destilada
em cada placa seguida de raspagem superficial da colonia com escova de cerdas macias.
Filtrou-se a suspensdo em dupla camada de gaze esterilizada, a qual foi recolhida em
um béquer. A concentracdo foi ajustada, de acordo com a necessidade de cada
experimento, considerando a contagem do numero de conidios presentes em uma gota
de 10 pL da suspensdo depositada sobre uma lamina por meio de microscopio

estereoscopico (10X) (Dita Rodriguez et al., 2006).
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Tabela 1. Isolados de Alternaria spp. utilizados neste estudo

Espécie Hospedeiro  Cdédigo do Local de Coleta Data da

de Origem Isolado Coleta
Alternaria grandis Batateira As 169 Bueno Brandao-MG 2006
As 220 Camanducaia-MG 2006

As 248 Conselheiro Lafaiete-MG 2005

As 260 Cristalina-GO 2005

As 263 Cristalina-GO 2005

EGS 44-108 Pennsylvania-EUA 1996

Alternaria tomatophila ~ Tomateiro As 109 Vassouras-RJ 2000
As 422 Jaiba-MG 2005

As 423 Jaiba-MG 2005

EGS 42-156 Indiana-EUA 1995

Alternaria solani Batateira  EGS 44-098 Washington-EUA n.d

*n.d. informagdo ndo disponivel

3.2.  Area das lesdes causadas por isolados de Alternaria spp. em batateira

e tomateiro em diferentes temperaturas

Tomateiros da variedade Santa Clara e batateiras ‘Opaline’ foram cultivados em
mistura de substrato comercial Plantmax, solo esterilizado e areia na propor¢ao de 1:1:1,
em vaso plastico de 4 L, em condi¢des de campo. Os tratos culturais € o controle de
pragas foram realizados conforme recomendacdes para cada cultura. Para evitar a
ocorréncia antecipada da pinta preta, pulverizou-se, semanalmente, o fungicida
clorotalonil (150 g do i.a./L de 4gua), interrompendo a pulverizacdo 10 dias antes da
inoculacao.

As plantas, com idade entre 45 e 55 dias (Castro et al., 2000), foram inoculadas
pela deposicao de duas gotas de 15 uL de suspensdo 10* conidios/mL, dos isolados
(Tabela 1), exceto o isolado EGS 44-108, adicionada de gelatina sem sabor, incolor

(1%), com pipetador automadtico. Cinco foliolos dos tercos inferior e médio, de cada
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planta, foram escolhidos ao acaso e inoculados. As plantas foram mantidas em camara
de nevoeiro a 25 °C. Apés 16 h, foram transferidas e mantidas em cimaras de
crescimento a 18, 22, 25 ou 30 °C. Como testemunha, uma planta, ndo inoculada, de
cada hospedeira, foi colocada em cada uma das camaras de crescimento.

Antes da inoculagdo, dois foliolos de cada planta foram retirados, lavados e o
liquido obtido da lavagem do foliolo foi transferido para fragmento de papel filtro. Estes
fragmentos foram examinados sob microscépio estereoscopico (45X), para verificar a
eventual presenca de conidios depositados nos foliolos, antes da inoculagao.

Ap6s 4 dias da inoculagdo, determinou-se a drea da lesdo (AL) da pinta preta.
Para tal, mediram-se a largura e o comprimento das lesdes com paquimetro digital e a
AL (mmz) foi estimada considerando-se a area de um circulo (n(D2/4)). A média das
dreas das lesdes formadas nos foliolos, em cada planta, em cada temperatura, foi

considerada como uma observagdo. O experimento foi executado uma vez.

3.3. Crescimento micelial de isolados de Alternaria spp. em diferentes

temperaturas

Cultivaram-se os 11 isolados de Alfernaria spp. em meio batata-dextrose agar
(BDA) a 25 £2 °C, sob fotoperiodo de 12 h, durante 7 dias. Dos bordos das colonias
retiraram-se discos de cultura (4 mm de diametro) contendo estruturas do fungo e estes
foram depositados no centro de placas de Petri contendo BDA. As placas foram
dispostas aleatoriamente em incubadoras a 15, 22, 25, 30 ou 35 °C. Diariamente,
mensurou-se com uma régua o didmetro de cada coldnia, nos dois sentidos
perpendiculares, até que o micélio de qualquer das coldnias atingisse a borda da placa.
Determinou-se o didmetro médio de cada colonia, em cada temperatura, e calculou-se a
area abaixo da curva de crescimento micelial, AACCM = X [(yi+Yi+1)/2].(tis1-ti), onde y;
€ Yi+1 sao os valores do diametro médio de cada col6nia em duas avaliacdes
consecutivas e ti;-ti o intervalo entre as avaliacdes (Shaner & Finney, 1977). O
experimento foi conduzido duas vezes. Cada col6nia em uma placa de Petri foi

considerada uma unidade experimental.
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34. Frequéncia de infeccio e periodo de incubacao em batateira e

tomateiro em diferentes duracoes do periodo de molhamento foliar

Tomateiros e batateiras cultivados como descrito no item 3.2, foram inoculados
por atomizacdo de suspensdo de 10° conidios/mL (item 3.1.1), com auxilio de
atomizador De Vilbiss N°15. Apés a inoculagdo, as plantas foram mantidas a diferentes
intervalos de tempos a 100% de umidade relativa, para simular diferentes duracdes de
periodos de molhamento foliar (PMF): 2, 4, 8, 12 e 24 h, e temperatura ambiente.

Para definir os PMF, utilizou-se de um sistema composto por bicos de
pulverizacdo acoplados a uma tubulacdo hidrdulica e de estruturas compostas de
madeira e de plastico, fechada nas suas laterais (dimensao 2 m de comprimento X 3 m
de largura x 1,8 m de profundidade). Na parte superior da estrutura, construiu-se uma
tampa para permitir a abertura e fechamento do compartimento.

Ap6s cada PMF, as plantas foram retiradas da camara imida e deixadas em casa
de vegetacdo para secagem das folhas. Decorrido o dltimo PMF e apds as folhas
estarem secas, todas as plantas foram transferidas para condi¢des de campo, onde
haviam sido cultivadas, e aplicou-se o fungicida clorotalonil como em 3.2. para evitar
novos eventos de infeccao.

Os componentes epidemioldgicos avaliados foram frequéncia de infeccao (FI) e
o periodo de incubacdo (PI). A FI foi determinada como a razdo entre o nimero de
lesdes/cm” pelo nimero médio de conidios depositados/cmz. Para quantificar a FI, seis
foliolos foram marcados, aleatoriamente, em cada planta. Dois desses foliolos foram
destacados imediatamente apds a inoculacao e utilizados na determinacido do nimero de
conidios depositados. Para tal, lavaram-se os 2 foliolos em 10 mL de dgua contida em
um recipiente, sob agitacdo manual. A suspensdo de conidios obtida foi transferida para
fragmento de papel filtro, o qual foi examinado sob microscépio estereoscopico (45X) e
o nimero de conidios foi determinado. A 4rea dos 6 foliolos selecionados de cada planta
foi estimada por um integrador de area foliar (LI-COR 3100, Area Meter). Quatro dias
apds a inoculagdo, o nimero de lesdes foi contado nos outros 4 foliolos previamente
marcados e calculou-se a razdo entre o nimero de lesdes/cm’ pelo nimero médio de
conidios depositados/ cm? (FI).

O PI, tempo decorrido entre a inoculacdo e o aparecimento dos sintomas, foi

determinado por observacdes didrias dos sintomas a intervalos de 12 h. As avaliacdes

15



iniciaram-se as 24 h apds a inoculagdo e se estenderam até 168 h apds a inoculacdo. O
PI para cada isolado foi considerado completado quando 50% dos foliolos marcados
apresentaram sintomas da pinta preta. Considerou-se como foliolo com sintoma aquele
que apresentou pelo menos uma lesdo de pinta preta.

Durante a condu¢do do ensaio, os valores de temperatura e umidade relativa
dentro da casa de vegetacdao foram registrados em coletor automatico de dados (Hobo
PRO RH/TEMP). Os dados de temperatura, umidade relativa e precipitagdo nas
condi¢des de campo foram obtidos da estacdo meteoroldgica principal da Universidade
Federal de Vicosa, localizada a 1.155 m da 4rea experimental.

O experimento foi conduzido duas vezes. A primeira execugdo ocorreu no mes
de marco e a segunda no més de junho de 2009. Para o segundo experimento o PI ndo

foi quantificado. Para as testemunhas procedeu-se como no item 3.2.

3.5. Delineamento Experimental e Analises Estatisticas

O delineamento experimental para o experimento de AL, PI e FI foi o de blocos
casualizado. Para o componente AL realizou-se um experimento com 3 repeticdes no
tempo e 4 fatores: temperatura, espécies, isolados e hospedeiros. Para PI e FI,
empregam-se 4 repeti¢des no tempo e 4 fatores: periodo de molhamento foliar, espécies,
isolados e hospedeiros. Para andlise estatistica, o fator isolado foi considerado como
aleatério e aninhado dentro de espécie, seguindo o modelo linear aninhado-cruzado

(Kuehl, 1994), o modelo ajustado para esses componentes epidemioldgicos foi:

Yajkim= B+ 0 +Bj + yic+ digy + (off)ij + (oy)ix + Bk + (afy)ijk + emGix),
No experimento para AACCM o delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com 3 repeti¢des no tempo e 3 fatores: temperaturas, isolados e espécies. O

fator isolado foi considerado como fator aleatério estando aninhado dentro de espécie,

para esse componente o modelo ajustado foi:

Yaijim= W + o +Bj + digy + (a)ij + em(ij),
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onde u= média, a;= efeito fixo para espécie, fj= efeito fixo para temperatura ou PMF,
vk= efeito fixo para hospedeiro, di;= efeito aleatério de isolado aninhado dentro de
espécie, (af);= interacdo espécie - temperatura ou espécie - PMF, (oy)i= interagdo
espécie - hospedeiro, (By)j= interagdo temperatura - hospedeiro ou PMF - hospedeiro,
(aPy)ij= interacdo espécie — hospedeiro - temperatura ou PMF e en(iju) € em(ij)) = erro
experimental (Kuehl, 1994).

O modelo escolhido atende o objetivo do trabalho de avaliar as diferencas entre
as espécies de Alternaria em estudo, os isolados por serem considerados fatores
aleatérios do modelo, representam a populacdo de Alternaria spp. e portanto as
inferéncias sao validas para toda a populagao.

Para realizar a andlise de variancia e testes de hipoteses adequados para o modelo
linear em uso, determinou-se, manualmente, o quadrado médio esperado (E(QM)) de
cada uma das fontes de variacdo da andlise de variancia (ANOVA), conforme Kuehl
(1994).

No caso de interacdes significativas envolvendo fatores quantitativos, os dados
foram plotados e, por meio do ajuste de modelos, estimaram-se pardmetros (Ps) e foi
realizada a avaliacdo da equacdo do ajuste. Quando pertinente, as estimativas de
parametro das diferentes curvas de interesse foram comparadas por meio do intervalo de
confianca a 95% de probabilidade (IC95%) da diferenca dos valores estimados
(Campbell & Madden, 1990). Quando adequado, realizou-se o teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Todas as andlises foram realizadas com o programa R versio 2.9 (R

Development Core Team, 2009).
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4. RESULTADOS

4.1. Area das leses causadas por isolados de Alternaria spp. em batateira

e tomateiro em diferentes temperaturas

Houve interacdo hospedeiro - temperatura (P< 0,0001) (Tabela 2). Maiores
valores médios de AL foram registrados a 25 °C, tanto em batateira (98,5 mm?) quanto
em tomateiro (13,8 mmz). Em batateira, a 30 °C a AL foi maior (67,8 mmz) do que a 22
°C (22,3 mmz). Em tomateiro, a AL a 30 °C (6,8 mmz) foi menor do que a 22 °C (8,5
mmz) (Figura 1).

As diferencas das estimativas do parametro B do termo quadritico do modelo,
para os dois hospedeiros em relacdo a temperatura, foram testadas pelo intervalo de
confianca (IC95%). As curvas geradas para batateira ndo diferiram das geradas para
tomateiro [IC95% = (-0,341 - 1,425)].

A interacdo espécie x hospedeiro foi significativa (P < 0,0001) (Tabela 2).
Maiores valores de AL foram registrados em batateira, para todas as espécies. Isolados
de A. grandis em batateira causaram maior AL (62,7 mmz), seguido de A. solani (53,3
mmz) e A. tomatophila (30,4 mmz). Em tomateiros, a média dos valores de AL para A.
tomatophila foi 9,4 mmz, para A. solani, 7,8 mm? e 7,6 mm?> para A. grandis (Figura 2).
Em batateira, houve diferencgas entre as AL das espécies (Figura 2). Em tomateiro, a AL
média para A. grandis diferiu da de A. tomatophila e a média de AL para A. solani ndo

diferiu de A. grandis e A. tomatophila (Figura 2).
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Tabela 2. Andlises de variancia apds ajuste de modelo cruzado-aninhado para as varidveis, area da lesdo, drea
abaixo da curva de crescimento micelial, frequéncia de infeccdo e periodo de incubacdo estimadas apds
inoculagdo de isolados (Isol) de diferentes espécies de Alternaria (Esp) em plantas dos dois hospedeiros (Hosp),
que foram mantidos em diferentes temperaturas (Temp) ou periodos de molhamento foliar (PMF)

Fonte de variacéo Area da Lesao (AL) Area Abaixo da Curva do Crescimento Micelial (AACCM)
GL' QM: F P GL QM F P

Esp 2 6261 1,3 0,3243 Esp 2 1338,3 7,3 0,0154

Hosp 1 98552 1586 <0,0001 Temp 4 4282,1 583,1  <0,0001

Temp 3 35943 578  <0,0001 Isol(Esp) 8 182,2 248 <0,0001

Isol(Esp)* 7 4714 16 <0,0001 Esp x Temp 8 237,1 32,3 <0,0001

Esp x Hosp” 2 7801 12,6  <0,0001 Residuo 307 7,3

Esp x Temp © 6 982 1,6 0,154

Hosp x Tempd 3 23839 384 < 0,0001

Esp x Hosp x Temp © 6 988 1,6 0,152

Residuo 209 621

Fonte de variacdo

Frequéncia de Infeccio
(FI-experimento 1)

Frequéncia de Infeccio (FI-exp2)

Periodo de Incubacao (PI)

Esp

Hosp

PMF

Isol(Esp)

Esp x Hosp

Esp x PMF¢

Hosp x PMF?

Esp x Hosp x PMF*
Residuo

GL

2
1
4
7
2
8
4

8

363

QM F P
0,049 03 0,7514
14,98 1973,7  <0,0001
1,13 1492  <0,0001
0,16 21,6  <0,0001
005 63 0,0021
002 24 0,0165
0,05 7 0,0001
001 14 0,205
0,01

GL QM F P
2 0,01 0,3 0,801
1 1,2 4289  <0,0001
4 0,17 604  <0,0001
7 0,03 11,6  0,0001
2 004 17,6  0,0001
8 0,01 1,8 0,067
4 0,05 16 0,0001
8 0,001 0,551 0,851

363 0,003

GL
2
1
4
7
2
8
4
8

363

QM F P
1319 0,3 0,731
136161 1358,8  <0,0001
8947 89,3  <0,0001
4028 402  <0,0001
3193 31,9 0,0001
100 1 0,433
698 7 0,0001
231 2.3 0,02

100

“isolado aninhado dentro de espécie; ‘interacdo espécie-hospedeiro; ‘interacio espécie- temperatura /periodo de
molhamento foliar; ¢ interagio hospedeiro-temperatura ou hospedeiro- periodo de molhamento foliar; “interacdo espécie-
hospedeiro-temperatura ou hospedeiro-periodo de molhamento foliar ; ‘ graus de liberdade; ¢ quadrado médio.
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Figura 1. Areas de lesdes de pinta preta em batateira e tomateiro, apds 4 dias de
inoculagdo de isolados de trés espécies de Alternaria e de manutengdo em diferentes

temperaturas.
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Figura 2. Area da lesdo causada por isolados de Alternaria grandis, A. tomatophila e A.
solani inoculados em batateira e tomateiro. Para cada hospedeiro, as médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a S5 % de probabilidade.
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4.2. Crescimento micelial de isolados de Alternaria spp. em diferentes
temperaturas

Houve similaridade de variancia dos dois experimentos (QMR experimento 1=
6,7 e experimento 2= 6,4) e os dados foram analisados em conjunto. A interacio espécie
x temperatura foi significativa (P<0,0001) (Tabela 2). Maiores valores de AACCM
foram verificados para isolados de A. grandis em relacdo aos isolados de A. tomatophila
e A. solani, quando cultivadas a 18, 22, 25 ¢ 30 °C. A 35 °C, os valores de AACCM
para A. grandis foram inferiores aos estimados para A. tomatophila. Diferentemente do
observado para A. grandis e A. tomatophila, para A. solani houve redugdo dos valores
da AACCM a partir de 30 °C (Figura 3). Houve diferenca entre as curvas de
crescimento de A. grandis e A. solani [1C95%=(0,0076 - 0,0878)], em relacdo ao
parametro  do termo quadritico do modelo. N@o houve diferenca entre as curvas de
crescimento de A. grandis e A. tomatophila [1C95%= (-0,0009 - 0,0819)] e A.
tomatophila e A. solani [1C95%=(-0,0264 - 0,0404)].

B A pernana grands y=0,1500F + 7 E2AN 6267 A= 70
40 4 —¥ - Agernariz tomatophiis Y= 01155 4 6,156 56,90 F°=0,74
—8— jternaniz solni =0 1190X° + 5,355 45,08 R=0.80

35

30

25

AACCW
=
1

Telmelmum{ot}

Figura 3. Area abaixo da curva de crescimento micelial (AACCM) de isolados de trés
espécies de Alternaria cultivados em meio de cultura BDA em diferentes temperaturas.
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4.3. Efeito do periodo de molhamento foliar sobre a agressividade de

isolados de Alternaria spp. em tomateiro e batateira

Os experimentos para avaliar o efeito de PMF sobre FI foram conduzidos em
épocas de condi¢des climaticas distintas (Figura 4), portanto as anélises dos dados para
FI foram realizadas para cada experimento em separado (E1 e E2). No El, conduzido
em marc¢o, a temperatura ¢ umidade relativa médias, no interior da casa de vegetacao
foram 25 °C e 91%, respectivamente. No ambiente externo, a UR média foi 82% e as
médias das temperaturas minima, média e mdxima foram 19, 22,6 e 294 °C,
respectivamente. No E2, conduzido entre maio e junho, a temperatura e a UR médias
dentro da casa de vegetagdo foram 20 °C e 100%, respectivamente. No ambiente
externo, onde as plantas permaneceram por 3 dias apds a inoculacdo e antes de o
componente ser quantificado, as temperaturas minima, média e méxima foram 14, 18 e
25 °C, respectivamente, e a UR foi 81%.

Os valores de FI foram mais altos no E1 do que no E2. Em ambos os
experimentos a interacdo hospedeiro x PMF foi significativa (P<0,0001) (Tabela 2).
Maiores valores de FI (0,73 em E1 e 0,25 em E2) foram registrados quando o PMF foi
de 24 h e em batateira. Em tomateiro, a FI foi estimada em 0,28 em E1 e 0,03 em E2.
Em batateira, houve infec¢do e formagao de lesdes em todos os PMF. Em tomateiro,
nao foram observados sintomas com 2 h de PMF. Os valores foram baixos em ambos os
hospedeiros no E2 (Figura 5).

Pela andlise do 1C95%, houve diferenca entre as estimativas de B quando se
compararam as curvas para batateira e tomateiro, nos dois experimentos, E1 [IC95% =
(0,146 - 0,258)] e E2 [IC95% = (0,019 - 0,202)].

Houve interacdo espécie x PMF, em ambos os experimentos (P = 0,016 e
P=0,067, no E1 e E2, respectivamente) (Tabela 2). No primeiro experimento, maiores
valores de FI foram registrados para os isolados de A. grandis nos PMF de 2, 4 e 24 h;
para isolados de A. tomatophila com 8 h de PMF e para A. solani quando o PMF foi de
12 h. Nos PMF de 4, 8 e 12 h, os valores de FI para o isolado de A. solani foram
maiores que os de A. tomatophila (Figura 6A).

No segundo experimento, foram observados valores maiores de FI para os
isolados de A. grandis no PMF de 24 h. Nos demais PMF, maiores valores de FI foram
registrados para o isolado de A. solani. No PMF de 8, 12 e 24 h, a FI para os isolados de

A. grandis foi maior que os de A. tomatophila (Figura 6B).
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No E1 ndo houve diferenca entre as estimativas de parametros da curva gerada
para, A. grandis e A. tomatophila [IC 95% =(-0,005 - 0,121)]; A. grandis e A. solani
[IC 95%= (-0,082 - 0,089)]; e A. tomatophila e A. solani [IC 95%= (-0,124 - 0,013)]. No
E2, houve diferenca entre as estimativas de parimetros de A. grandis e A. solani [IC
95%= (0,054 - 0,327)]; e A. tomatophila e A. solani [1IC95% = (0,025 - 0,289)]. Nao
houve diferenca entre as estimativas de parametros de A. grandis e A. tomatophila
[IC95%= (-0,025 - 0,093)].

Em ambos os experimentos, a interagdo espécie x hospedeiro foi significativa
(P= 0,002 e P=0,0001). No E1, maiores valores de FI foram observados em batateira,
causados por isolados de A. grandis e A. solani (FI=0,58 e FI=0,58, respectivamente).
Porém, as médias de A. grandis e A. solani ndo diferiram entre si, mas diferiram com da
de A. tomatophila. No E2, maior FI foi registrada para A. solani (FI=0,20), que diferiu
das demais espécies. Nao houve diferenca entre A. grandis e A. tomatophila. Em
tomateiro, maiores valores de FI foram observados para os isolados de A. grandis e de
A. tomatophila, tanto no El (FI=0,17), como no E2 (FI=0,023), para ambas as espécies
(Figura 7). No E1, ndo houve diferenca entre as espécies. No E2, houve diferenca
quando se compararam A. grandis e A. tomatophila com A. solani.

Para o componente PI, avaliado somente no El, observou-se interacdo
significativa entre espécie x hospedeira x PMF (P=0,0202). Em batateira, menores
valores de PI foram observados associados aos isolados de A. tomatophila (PI= 28 h), A.
grandis (PI=37 h) e A. solani (PI= 48 h), em todos os PMF avaliados. O PI associado
aos isolados de A. solani foi menor do que para os de A. grandis no PMF de 24 h
(Figura 8). Em tomateiro, o PI associado aos isolados de A. grandis foi menor que para
os de A. tomatophila e A. solani, os quais por sua vez estavam associados ao menor PI,
no PMF de 2 a 12 h, que os isolados de A. tomatophila.

Houve diferenca entre as estimativas de 3 nas comparagdes entre A. tomatophila
e A. grandis [IC95%= (0,015 — 0,047)] e entre A. tomatophila e A. solani [1C95%=
(0,006 — 0,038)], quando inoculadas em batateira. Também houve diferencas
significativas em comparagdes realizadas entre espécies quando inoculadas em
hospedeiros distintos: A. grandis em batateira e A. solani em tomateiro [IC95%=
(0,0006 — 0,021)]; A. solani em batateira e A. tomatophila, A. grandis e A. solani em
tomateiro [IC95% (0,012 — 0,044); (0,009 — 0,041) e (0,016 — 0,050), respectivamente].
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Figura 4. Umidade relativa, precipitacdo e temperatura mixima, média, e minima
durante o periodo de infeccdo de Alternaria spp. em batateira e tomateiro no més de
marco, para o primeiro experimento (A) e nos meses de maio a junho, para o segundo
experimento (B).
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Figura 7. Valores médios de frequéncia de infec¢do causada por isolados de Alternaria
grandis, A. tomatophila e A. solani inoculados em batateira e tomateiro, em dois
experimentos (A) e (B). Para cada hospedeiro, médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
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Alternaria grandis, A. tomatophila e A. solani, inoculadas em batateira e tomateiro.
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5. DISCUSSAO

A pinta preta, uma das doencas mais destrutivas da batateira e do tomateiro,
sempre foi bastante estudada. O Dr. Emory G. Simmons, um dos maiores estudiosos do
género Alternaria, relatou a existéncia de mais de uma espécie de Alternaria causando
pinta preta em solandceas. Recentemente tal fato foi constatado no Brasil (Dra. Tatiana
T. M. S. Rodrigues, comunicacdo pessoal), e este € o estudo pioneiro de quantificagdo e
compreensdo da agressividade das novas espécies causadoras da pinta preta: A. grandis
e A. tomatophila, em conjunto com avaliacdo de requerimentos ecoldgicos destas
espécies. Para outras espécies, inclusive A. solani, ha relatos de populagdes com
preferéncia para o hospedeiro (Fancelli, 1991, Weir et al., 1998, Castro et al., 2000,
Martinez et al., 2004). Contudo, nenhum estudo foi conduzido para as populagdes
brasileiras de A. grandis e A. tomatophila quanto a preferéncia por hospedeiro e
tampouco se diferencas quanto aos requerimentos ecolégicos podem afetar este
processo. A elucidagdo destas questdes podera contribuir para entender aspectos basicos
como os de evolugdo destas populagdes e os priticos como a determina¢do de como
varidveis climdticas afetam o desenvolvimento da doenca.

Os efeitos de temperatura sobre a drea da lesdo e do periodo de molhamento
foliar sobre a frequéncia de infec¢cdo variaram conforme a espécie hospedeira. Maiores
valores de AL e FI foram registrados em batateira e dois fatores podem ter contribuido
para este efeito diferencial: a suscetibilidade das variedades utilizadas e o efeito da
idade da cultura no dia de inoculacdo. A variedade ‘Opaline’ € suscetivel a requeima
(Phytophthora infestans) (Duarte, 2009) e, no presente trabalho, foi altamente suscetivel
a pinta preta. A variedade de tomate Santa Clara € considerada padrao de suscetibilidade
a pinta preta (Tofoli & Kurozawa, 1993). Porém, a intensidade da doencga foi menor em
tomateiro quando comparada a batateira. Além do componente genético, o ciclo de vida
de cada cultura é diferente e a idade fisiolgica em que se realizou a inoculag@o pode ter
contribuido para maior suscetibilidade da batateira do que do tomateiro.

A batateira possui quatro estddios fenoldgicos, que vai deste do plantio da
batata—semente (Estddio I) até a senescéncia natural da planta (estddio IV). Com 45
dias, idade na qual as plantas foram inoculadas, as plantas encontravam-se no estddio
III, que estende do inicio da tuberizacdo até a planta atingir o mdximo desenvolvimento

vegetativo, sendo caracterizado pelo desenvolvimento acelerado da parte aérea. Nessa
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fase, ¢ maxima a exigéncia de dgua e € quando os problemas fitossanitdrios iniciam-se
(Filgueira, 2007). Por outro lado, o tomateiro, com 45 a 55 dias de idade, encontra-se na
fase de desenvolvimento vegetativo e inicio do florescimento (passagem do estado
vegetativo para o reprodutivo). Fenologicamente, o tomateiro com essa idade € mais
novo que a batateira apesar de terem a mesma idade cronoldgica. Como a pinta preta é
mais severa em tecidos mais velhos, a idade fenol6gica em que cada hospedeiro foi
inoculado pode ter favorecido o melhor desenvolvimento da doenga em batateira.

No caso do experimento de temperatura, o estresse causado por altas
temperaturas pode ter contribuido para maior suscetibilidade de batateira. A batateira é
adaptada a clima ameno e requer temperaturas noturnas baixas para desenvolvimento
adequado (Simmonds, 1971). A temperatura 6tima para a fotossintese estd em torno de
20 °C e a cada incremento de 5 °C na temperatura da folha, hd redugdo de
aproximadamente 25% na taxa de fotossintese. Aumentos de 10 °C na temperatura
podem dobrar a taxa de respiracdo foliar. Portanto, o estresse térmico pode diminuir os
fotoassimilados disponiveis ao desenvolvimento da planta (Burton, 1981). O estresse
causado pela manutengdo de batateiras acima de 22 °C (sem alternidncia com
temperaturas amenas) pode ter predisposto a maior severidade da pinta preta. A 30 °C,
observou-se alteracdo no aspecto das batateiras: folhas amareladas e pouco tirgidas;
indicios de estresse por calor. Nestas condi¢des, registraram-se altos valores de AL. Por
outro lado, o tomateiro é espécie adaptada a condi¢Oes climaticas mais amplas e
desenvolve bem em temperaturas mais altas (Naika, 2006). E possivel que menores
valores de AL em tomateiro possam ter sido influenciados pela menor intensidade do
estresse causado pela temperatura.

Houve variagdo da AL em funcdo da combinacdo da espécie de Alternaria e
hospedeiro e apesar de as espécies de Alternaria terem infectado tanto a batateira
quanto o tomateiro, hd evidéncia de possivel especificidade a nivel de hospedeiro. Os
isolados de A. grandis, A. solani e A. tomatophila, causaram maior AL em seus
hospedeiros de origem, A. grandis foi mais agressivo que A. solani em batateira. Em
trabalho realizado nos Estados Unidos para avaliar a resposta a infec¢do por isolados de
Alternaria spp. em batateira e tomateiro, verificou-se que, isolados de A. tomatophila,
produziram mais lesdes em tomateiro e isolados de A. solani em batateira (Frazer,
2002).

No Brasil, Rodrigues (2009), ndo verificou nenhuma diferenca com relacdo a

agressividade dos isolados de Alternaria spp. no teste de patogenicidade realizado. No
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seu trabalho, isolados de A. grandis e A. tomatophila ndo foram mais agressivos em
seus respectivos hospedeiros de origem. No entanto, o seu experimento foi conduzido
em condicdes de casa de vegetacdo, onde as plantas, ndo apresentam as mesmas
caracteristicas fisiologicas comparadas as plantas cultivadas em condi¢des de campo, o
que pode ter influenciado os resultados. Além disso, a alta concentracdo de indculo
aliada a temperatura e umidade favordveis pode ter contribuido para a igual
agressividade das espécies em ambos hospedeiros.

Diferentemente de A. tomatophila, os isolados de A. grandis e A. solani
causaram maior AL em batateira mantidas a temperaturas baixas e a 30 °C. O fato de
isolados de A. grandis causarem lesdes maiores em temperaturas mais baixas pode ser
explicado pela adaptacdo do patégeno as condi¢Oes climaticas onde o hospedeiro €
cultivado; isto é, em regides de temperaturas mais amenas. E possivel que isolados de A.
grandis podem causar doenga em locais onde a temperatura média € inferior a adequada
para os isolados de A. tomatophila, isso poderia contribuir para maior favorecimento de
A. grandis na é4rea, uma vez que esses encontrariam melhores condi¢des que A.
tomatophila para causar epidemia. Lesdes maiores, sob alta temperatura, 30 °C, podem
estar associadas ao estresse causado as plantas de batateira, conforme mencionado
anteriormente.

Em condi¢des de campo, no Brasil, A. grandis nao t€m sido encontrado em
tomateiros e nem A. tomatophila em batateira. Seriam as diferencas com relagdo a
resposta das espécies de Alternaria influenciadas pela temperatura em que as plantas
sdo cultivas? No patossistema Phytophythora infestans em batateira e tomateiro, a
especificidade ao hospedeiro foi observada e pode ser explicada devido ao efeito
diferencial da temperatura sobre as linhagens em relagdo ao hospedeiro de origem: em
épocas de alta temperatura, se tem maior intensidade de requeima no tomateiro, € menor
em batateira (Maziero et al., 2009). Processo semelhante pode ocorrer com populacdes
de Alternaria spp., uma vez que diferencas em relacdo aos requerimentos ecolégicos
foram verificadas, apesar de ndo terem sido tdo evidentes.

Esse fato pode ter implicacdes importantes para o manejo da doenga? A selecdo
de variedades resistentes a pinta preta e o uso de sistemas de previsao da doenca
baseados na informagio de que a pinta preta € severa a 25-28 °C podem ndo representar
acuradamente a realidade. Atualmente, percebe-se que a pinta preta pode ocorrer em

maiores intensidades em diversas épocas do ano, no entanto as diferencas aqui
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encontradas entre as espécies, em relacdo as diferentes temperaturas, nio demandam um
controle diferente do que j4 tem sido proposto para A. solani.

No experimento in vitro, isolados de Alternaria spp. foram afetados pela
temperatura, sendo possivel observar o efeito diferencial da temperatura. Isolados de A.
grandis tiveram maiores valores de AACCM e temperatura 6tima de crescimento a
24°C, semelhante a A. solani, ja os isolados de A. fomatophila apresentaram
crescimento intermedidrio em relagdo as duas espécies e crescimento 6timo a 26°C. A
temperatura Otima para o crescimento micelial foi semelhante entre as espécies, no
entanto, em temperaturas baixas, isolados de A. grandis tiveram valores altos de
AACCM.

Fancelli (1991) verificou que isolados de A. solani oriundo do tomateiro crescem
mais rapidamente que os de batateira. Porém, a avaliacdo foi realizada considerando
apenas um dia de crescimento, ndo havendo acompanhamento do crescimento diametral
no tempo. A variabilidade entre isolados quanto a essa varidvel pode ter levado a
divergéncia de resultados. Na tese da referida autora, relata-se a ocorréncia de
variabilidade, onde isolados oriundos do tomateiro cresceram menos que alguns
oriundos da batateira (Fancelli, 1991). Além disso, os isolados utilizados no seu
experimento pertencem a uma Unica regido geografica, ndo sendo assim representativos.
Isolados de uma mesma regido tendem a se comportarem de forma semelhante devido
ao processo de adaptacdo pelo qual esses passaram. No experimento realizado no
presente estudo, utilizaram-se isolados de diferentes regides, sendo esses representativos
para cada espécie.

Além da temperatura, a umidade € necessaria para o estabelecimento de
epidemias. Maiores valores de frequéncia de infeccio para A. grandis e A. tomatophila
ocorreram nos maiores PMF. Porém, constatou-se haver, também, influéncia da
temperatura pos-inoculacdo no componente FI. Devido as diferencas de condigdes
climéticas no E1 e E2, o processo de infeccdo de Alternaria spp. variou com a época e
com o hospedeiro nas quais foram inoculadas. O desenvolvimento da pinta preta no E2
foi mais lento, mesmo quando o PMF foi 24 h. Fato semelhante foi observado na andlise
do progresso da pinta preta em condi¢des de campo na regido de Vigosa (Salustiano et
al., 2006). Considerando o bindmio temperatura-umidade, a temperatura foi a varidvel
mais limitante para o desenvolvimento de Alternaria spp., a temperatura pode ter
influenciado na germinagdo dos conidios, uma vez que mesmo na presenca de umidade,

em baixas temperaturas, os conidios precisam de um intervalo de tempo maior para
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germinar e estando esses expostos ao ambiente, muitos podem morrer. Essa informagao
deve ser levada em consideracdo no manejo da doencga, por exemplo, para o uso de
sistemas de previsdo desenvolvidos com base no efeito da temperatura sobre a
germinagdo, além disso, nessa época, a aplicacdo de fungicida pode ser realizada com
menor frequéncia.

Os efeitos da duragdo dos PMF sobre a FI das trés espécies estudadas foram
semelhantes no E1 e E2. Percebe-se que a partir do PMF de 12h hd uma tendéncia de
estabilizacdo de FI, o que indica que 12h de molhamento foliar sdo suficientes para o
desenvolvimento da pinta preta independentemente da espécie de Alternaria.

Alternaria solani é considerado como menos exigente quanto a duracao do PMF
que outros fungos fitopatogé€nicos, pois o patégeno pode infectar o hospedeiro e
esporular em regimes de orvalho interrompido por periodos secos (Bashi & Rotem,
1974). Espera-se que efeito similar ocorra com A. grandis e A. tomatophila. Por essa
razdo, o experimento foi planejado para detectar eventuais diferencas entre espécies sob
condi¢des limitantes, com periodos de curta duracdo de molhamento foliar. Tal
proposito foi alcangado, uma vez que houve interacio entre espécies de Alternaria X
hospedeiro. Quando o PMF foi de 2 h, o valor médio de FI de A. grandis em batateira
foi maior que o das demais espécies. Nao foram observadas diferencas entre isolados de
Alternaria spp. quando inoculados em tomateiro e mantidos nos mesmos PMF
imediatamente apds a inoculag¢do. Vloutoglou & Kalogerakis (2000) verificaram que
nio houve o desenvolvimento de A. solani em tomateiro na auséncia de molhamento
foliar ou quando o PMF foi inferior a 4 h. Dessa forma, se as condicdes para infec¢ao
forem limitantes, principalmente quanto a duracdo de PMF, acredita-se que os conidios
de A. grandis germinem e infectem mais rapidamente que os de outras espécies; 0 que
contribuiria para a maior prevaléncia dessa espécie na area. Assim, a pinta preta pode
ocorrer mesmo em €pocas mais secas.

Em batateira, observa-se que hd uma nitida diferenca entre as espécies, o
mesmo € factivel para o tomateiro. Talvez a diferenca entre as espécies em tomateiro
poderia ter sido verificada se tivesse utilizado plantas em estddio fenoldgico mais
avanc¢ado, como foi para a batateira.

No E2, em tomateiros inoculados com o isolado de A. solani nao foi observado
sintomas da doenca. Dois fatores podem ter contribuido para este resultado: a menor
suscetibilidade da variedade e o efeito das temperaturas baixas durante a infeccdo. A

temperatura parece ter sido o fator mais limitante. Epocas do ano com temperaturas e
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umidade relativa baixas seriam menos favordveis a ocorréncia de pinta preta. Porém,
esta resposta € dependente da suscetibilidade da variedade. Em condi¢des climéticas
desfavoraveis, A. solani infectou batateira, seu hospedeiro de origem, mesmo com PMF
de apenas 2h. Haveria, portanto, diferencas de A. grandis quanto aos requerimentos
ecoldgicos comparados aqueles estabelecidos para a pinta preta causada por A. solani,
considerada doenca tipicamente de verdo chuvoso. De fato, produtores de batata vém
observando aumento na intensidade da pinta preta em qualquer época do ano.

Neste experimento, valores de FI encontrados foram muito altos, diferente do ja
relatado em estudos com A. solani (Silva, 2006). Dois fatos associados a metodologia
podem ter contribuido para essa diferenca. No trabalho de Silva (2006), utilizaram-se
colonias com 8 dias de idade, para esporulacdo em condicdes de fotoperiodo de 12 h.
Sob tais condicdes, ndo ha tempo suficiente para maturacdo dos conidios, o que pode ter
comprometido a capacidade de infectar as plantas. O estado fisiologico do patdégeno
pode afetar a agressividade, principalmente, os efeitos das condicdes de armazenamento
e multiplicacao (Pariaud et al., 2009). Outro fator a ser considerado € a quantifica¢do do
nimero de conidios depositados nos foliolos. No presente trabalho, o processo de
lavagem dos foliolos pode ter contribuido para obtencdo de nimero baixo de conidios
depositados, aumentando assim o valor de FI. No entanto, em outro experimento
realizado, constataram-se altos valores de germinacdo, de conidios de Alternaria, com
apenas 2 h de incubagdo (55 % de conidios germinados), sendo que apds 8 h de
incubacdo, 75 % dos conidios estavam germinados (dados ndao publicados). Dentre os
conidios germinados, a percentagem dos com 1, 2, 3 ou mais tubos germinativos apds 2
h de incubacio foi 48,3; 26,0; 16,4 € 9,3%, respectivamente. Apos 8 h de incubagdo, a
percentagem de conidios nas classes descritas foi 36; 25.4; 183 e 20,41%,
respectivamente (dados ndo publicados). No estudo histopatologico do processo de
infeccdo de A. solani em diferentes cultivares de batata verificou-se haver, em média,
3,2 tubos germinativos por conidio (Dita et al., 2007). A inoculacdo de conidios
maduros, bem formados, com vérios tubos germinativos pode ter contribuido para maior
eficiéncia de FI encontrados neste trabalho.

Dada a importancia do PMF no desenvolvimento da doenga, a implementacao de
praticas capazes de reduzir o tempo de molhamento foliar podem contribuir para
minimizar a intensidade da pinta preta, ou favorecer o atraso da epidemia, uma vez que
o PMF interfere no PI. Para as trés espécies estudadas, menores valores de PI foram

verificados em batateira e para o PMF de 24 h independente do hospedeiro; e os
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maiores em tomateiro e para o PMF de 2 h independente do hospedeiro. O PI para A.
tomatophila em batateira foi mais curto que o de A. grandis. No geral, praticamente nao
houve diferenca de PI em um hospedeiro quando inoculado com as diferentes espécies.
Para o patossistema A. brassicicola x brassicas observou-se baixa variabilidade entre os
isolados do patégeno quando inoculados num mesmo hospedeiro (Michereff er al.,
2003). Os autores ressaltam que a escolha do intervalo de avaliacdo afetou a
quantificagdo do PI e que intervalos mais frequentes permitiriam detectar melhor as
variagOes existentes. No caso de A. grandis e A. tomatophila o desenvolvimento de
sintomas € rapido. Necrose de células no sitio de inoculacdo podem ser visualizadas
ap6s 12 h de incubacdo. Se ha diferencas entre espécies quanto ao PI, por se tratar de
patégenos de ciclo curto, a detec¢do de variagdes requererd quantificacdo mais acurada
deste componente com mensuragdo a intervalos mais frequentes, preferencialmente, a
cada 2 h.

Possiveis diferencas de agressividade entre A. grandis e A. tomatophila que
potencialmente estariam associadas a preferéncia por hospedeiro foram constatadas
entre os isolados brasileiros destas espécies. Em diversos trabalhos j4 foi relatado que A.
solani causa pinta preta em batateira e tomateiro e que ha associacdo de populagdes
desse patdgeno a hospedeiro (Weir et al., 1998, Martinez et al., 2004). Até o momento,
nenhum estudo sobre agressividade foi conduzido com isolados de A. grandis, mas com
base nos componentes avaliados no presente trabalho, essa espécie foi mais agressiva no
seu hospedeiro de origem, apesar de também causar doenca em tomateiro.

Para P. infestans além da especificidade ao hospedeiro ter sido comprovada
devido a diferencas na agressividade (Suassuna et al., 2004), diferengas quanto aos
requerimentos ecoldgicos foram claramente observadas (Maziero et al., 2009). Isolados
da linhagem clonal que causa requeima em tomateiro apresentaram temperatura otima,
para o desenvolvimento de lesdo, diferente da linhagem clonal que causa requeima em
batateira (Maziero et al., 2009). Tais diferencas ndo foram observadas para Alternaria
spp- no entanto em condi¢des limitantes foi observado a maior agressividade de cada
espécie no seu hospedeiro de origem. Sistemas de manejo da pinta preta baseados em
efeitos das varidveis temperatura e umidade relativa podem ser empregados em
programas de controle das epidemias.

Diferencas quanto aos requerimentos ecoldgicos exibidos pelas espécies podem
contribuir para a especificidade ao hospedeiro. Apesar de detectada diferengas quanto as

caracteristicas morfoldgicas e moleculares (Rodrigues, 2009) nenhum estudo sobre
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agressividade havia sido realizado com A. grandis e A. tomatophila. No presente estudo
sobre agressividade, verificou-se que héd evidéncias de preferéncia ao hospedeiro e
informacdes importantes sobre a agressividade de Alternaria spp. e condicdes
climéaticas no desenvolvimento da doencga foram identificadas. Isolados de Alternaria
spp. foram mais agressivos em batateira, contudo apesar de a variedade utilizada ser
muito suscetivel, esse resultado parece representar e explicar o que atualmente estd
ocorrendo nas dreas de producdo. A maior agressividade dos isolados e/ou a sele¢do de
populagdes do patégeno resistentes a fungicidas podem estar relacionados com este
aumento. Contudo s@o necessdrios estudos com componentes de agressividade, sob

condi¢des de campo para testar esta hipotese.
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6. CONCLUSOES GERAIS

1. Isolados de Alternaria spp. foram mais agressivos em batateira do que em
tomateiro.

2. Ha evidéncia de preferéncia por hospedeiro para as populagdes brasileiras de
Alternaria spp. associadas a pinta preta em batateira e tomateiro.

3. A temperatura e o periodo de molhamento foliar influenciaram a éarea da lesdo e
a frequéncia de infeccdo, respectivamente, porém o efeito variou conforme a

combinacdo espécie — hospedeiro.
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