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RESUMO

SILVA, Christiana de Fétima Bruce, M.S., Universidade Federal de Vigosa, marco
de 2006. Caracteristicas culturais e agressividade de isolados de Alternaria
solani de batateira e tomateiro. Orientador: Eduardo Seiti Gomide Mizubuiti.
Conselheiros: Luiz Antonio Maffia e Robert Weingart Barreto.

Foram conduzidos experimentos, em condi¢cbes de laboratério e casa-de
vegetacdo, com 0 objetivo de quantificar possiveis diferencas entre isolados de A.
solani oriundos de batateira e de tomateiro, quanto as caracteristicas morfofisiol 6gicas
e de agressividade. Nos experimentos morfofisiolégicos, quantificaram-se 0 nimero
de septos transversais e longitudinais, comprimento e a largura do corpo, comprimento
e nimero de bicos, formato e coloracdo dos conidios; textura e coloracéo das coldnias
e 0 crescimento micelial. N& houve diferencas significativas para as diferentes
caracteristicas morfol6gicas mensuradas entre os isolados de A. solani obtidos de
batateira e tomateiro. Conidios de A. solani provenientes de isolados obtidos de
batateira e tomateiro foram similares, com predominancia de conidios de coloracdo
marrom escuro e formato tipo cone longo. A textura das col6nias foi tipicamente
cotonosa com micélio aéreo de coloragdo amarelo avermelhado (2.5Y e 10YR) a
amarelo esverdeado (7.5Y), com predominancia deste Ultimo matiz. A auséncia de
pigmentacdo foi mais freqliente para os isolados obtidos de tomateiro. VariacOes
foram constatadas quanto ao crescimento micelial de isolados de A. solani. Nos dois
ensaios realizados, os valores da area abaixo da curva de crescimento (AACC) do
grupo de isolados provenientes de batateira foram menores que os valores de AACC
dos isolados de tomateiro. Para a germinacdo de conidios, ndo houve diferencas entre
os valores obtidos para os isolados de tomateiro e batateira. Em um dos dois ensaios
realizados, a producéo de conidios in vitro por isolados oriundos de tomateiro foi
maior que a dos isolados de batateira; entretanto, em geral, nenhuma diferenca
significativa foi detectada. Nao foram constatadas variagfes quanto a agressividade
estimada pelos componentes epidemiolégicos. frequéncia de infeccdo, periodos de
incubacdo e latente e tamanho de lesdo. Nao ha evidéncia da existéncia de popul acbes
de A. solani com especidizacdo para hospedeiros. As variaveis morfoldgicas,
fisol6gicas e patogénicas obtidas neste estudo, sugerem que exista uma espécie

homogénea no Brasil: A. solani, causando a pinta preta no tomateiro e batateira.
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ABSTRACT

SILVA, Chrigtiana de Fétima Bruce, M.S., Universidade Federa de Vigosa, March,
2006. Cultural characteristics and aggressiveness of isolates of Alternaria
solani from potato and tomato. Adviser: Eduardo Seiti Gomide Mizubuiti.
Committee Members. Luiz Antonio Maffia and Robert Weingart Barreto.

Severa experiments were conducted both under laboratory and greenhouse
conditions to quantify putative differences between isolates of A. solani obtained
from potato and tomato plants. Morphophysiological attributes and aggressiveness
components were assessed. The following morphophysiological variables were
measured: septation, length, width, shape, and color of conidia; length and number of
beaks; colony texture and color; and mycelia growth. There were no significant
differences between potato and tomato isolates for any of the morphophysiological
variables included in this study. Conidia of isolates from both potato and tomato
were dark-brown and long-cone shaped. Colony texture was in general cottony, and
aerial mycelium was reddish-yellow (2.5 and 10 YR) or, predominantly, greenish-
yellow (7.5Y) in color. Lack of pigmentation was more frequently observed for
isolates obtained from tomato. There was variation regarding mycelial growth. In
both trials, values of the area under the growth curve for the isolates from potato
were smaller than those for tomato. There was no difference between conidia
germination for tomato and potato isolates. In one of the two trias, the in vitro
production of conidia for the potato isolates was smaller than that obtained for the
tomato isolates;, however, in general, no significant differences were detected. No
differences regarding aggressiveness, estimated by the epidemiological components:
infection frequency, incubation and latent periods, and lesion size were detected
between potato and tomato isolates. There was no evidence of host-specific
populations of A. solani. Morphological, physiological and pathogenic data on
variables obtained from this study suggest that there is a homogeneous species of

Alternariain Brazil: A. solani, causing early blight in the two hosts.
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INTRODUCAO GERAL

A batata (Solanum tuberosum L.) e o tomate (Solanum lycopersicum L. =
Lycopersicon esculentum Mill.) sdo as principais olericolas produzidas no Brasil.
Apesar de a producédo alcancar 3,047 e 3,515 milhdes de toneladas para a batata e o
tomate, respectivamente (IBGE, 2004), as perdas causadas por doencas limitam a
producéo e vultosos recursos sdo empregados no seu controle. Dentre as doencas mais
importantes, destaca-se a pinta preta, causada pelo fungo Alternaria solani Sorauer,
que reduz a producdo em plantacbes de batateira e tomateiro em todo o mundo
(Neergaard, 1945; Pscheidt & Stevenson, 1986). Os sintomas da pinta preta podem se
manifestar nas folhas, hastes, frutos e tubérculos e séo caracterizados pela necrose dos
tecidos afetados (Pscheidt & Stevenson, 1986).

Nas condic¢Oes brasileiras, a resisténcia das variedades, fatores de ambiente e
variabilidade do patdgeno fazem com que hagja variacdo na intensidade das epidemias
(Boiteux et al., 1995; Castro et al., 1999; Castro et al., 2000). Variacbes na
intensidade da pinta preta podem ser constatadas em comparagdes realizadas numa
espécie hospedeira, plantada sob mesmas condices ambientais. Diferencas genéticas
entre individuos nas populacbes de A. solani parecem estar mais diretamente
associadas a essas variagdes. Em geral, espécies de Alternaria sdo consideradas como
de ata variabilidade para diferentes atributos. No caso especifico de A. solani, ha
relatos de variagdes quanto as caracteristicas fisioldgicas (Bonde, 1927; Bonde, 1929;
Henning & Alexander, 1959; Rotem, 1966; Rotem, 1994), morfoldgicas (Bonde,
1927; Bonde, 1929; Rotem, 1966; Rotem, 1994), patogénicas (Higgins, 1952;
Henning & Alexander, 1959; Rotem, 1966; Rotem, 1994) e moleculares (Martinez et
al., 2004).

A quantificacdo da variabilidade de patdgenos dentro de suas populacbes é
importante, pois permite inferir sobre o seu potencia evolutivo e suas implicaces
para as préticas de mangjo, como o desenvolvimento de programas de melhoramento
(McDonald & Linde, 2002) e o uso estratégico de fungicidas (Milgroom et al., 1986).
Na investigacéo de populactes brasileiras de A. solani, até o momento, observaram-se
diferencas em agressividade entre isolados oriundos de batateira (Fancelli, 1991) e de
tomateiro (Fancelli, 1991; Castro et al., 2000). Apesar de ndo haver relatos de
variagdes morfol 6gicas relevantes entre isolados de A. solani obtidos de solanéceas, ha
evidéncias de possivel especializacdo a hospedeiros, principalmente entre batateira e
tomateiro (Jones & Darling, 1953; Fancelli, 1991). Baseado em diferencas culturais,
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patogéni cas, soroldgicas e/ou eletroforéticas (enzimas da esterase), isolados brasileiros
de A. solani oriundos de batateira formaram um grupo distinto dagueles oriundos de
tomateiro (Béveda, 1986; Fancelli, 1991; Scheuermann et al., 2004). Fato similar foi
observado para isolados de A. solani estudados em outros paises (Weir et al., 1998;
Martinez et al., 2004). Recentemente, relatou-se que a esporulacao e as caracteristicas
das coldnias dos isolados de batateira séo facilmente reconhecidas e diferem das dos
isolados de tomateiro (Simmons, 2000). Assim, Simmons (2000) propds uma nova
espécie, Alternaria tomatophila Simmons, para as populagdes que incitam pinta preta
em tomateiro. As populacdes adaptadas a batateira continuariam sendo denominadas
de A. solani.

Informagdes sobre as possiveis especializacdes nas popul agdes de patdgenos e o
monitoramento de sua agressividade podem ter reflexo em aspectos epidemiol égicos e
s80 importantes para o desenvolvimento de estratégias racionais do manejo da doenca.
Por exemplo, as populacdes brasileiras de Phytophthora infestans, agente causal da
requeima do tomateiro e batateira, tém especificidade por hospedeiro (Suassuna et al.,
2004), diferem gquanto a requerimentos epidemiol 6gicos (Maziero, 2001), ao grupo de
compatibilidade sexual e padrfes isoenziméticos (Reis et al., 2003). Para a requeima,
observou-se que o mango diferenciado, em funcdo da combinacdo populacdo
predominante do patdgeno-hospedeiro, pode ser implementado. Menor quantidade de
fungicidas é necesséria para 0 mango da doenca em tomateiro, em locais onde
predominam isolados da linhagem clonal BR-1, menos adaptados a essa hospedeira
(Batista et al., 2006). Procedimento semelhante pode ser implementado para a pinta
preta. Porém, é necess&rio determinar o grau de especializagdo por hospedeiro nas
popul agdes de A. solani.

Utilizando marcadores moleculares RAPD, dois grupos de isolados de A. solani
foram constatados, um grupo associado a batateira e outro a tomateiro (Scheuermann
et al., 2004). Adicionalmente, com a proposta por Simmons (2000) de adocdo da nova
espécie associada a tomateiro, torna-se necessario analisar se as populacdes brasileiras
de Alternaria patogénicas a estes dois hospedeiros, diferem quanto as caracteristicas
fisioldgicas e morfolégicas, o que contribuiria para confirmar a validade do taxon A.
tomatophila e relatar sua ocorréncia no Brasil. Todavia, ainda ndo se investigou
detalhadamente esta possibilidade pela andlise de diferencas entre populacdes de A.
solani quanto as caracteristicas morfol égicas, fisioldgicas e patogénicas. O objetivo do

presente trabalho foi verificar se isolados de A. solani oriundos de batateira diferem ou



ndo quanto as caracteristicas morfofisiolégicas e componentes epidemioldgicos, de

isolados oriundos de tomateiro.



CAPITULO 1

CARACTERISTICAS CULTURAIS DE ISOLADOS DE Alternaria solani, DE
BATATEIRA E TOMATEIRO

1. INTRODUCAO

Quando se estudam fungos, as variagdes sdo de ocorréncia mais fregliente do
gue o estado de uniformidade (Lilly & Barnett, 1951). Estas variagOes podem ser
atribuidas as diferencas genéticas entre os isolados utilizados, bem como as condi¢des
fiscas e nutricionais empregadas (Lilly & Barnett, 1951). Para quantificar
variabilidade em fungos, a andlise de caracteres morfologicos e fisiolégicos é
importante, principalmente para as espécies de Alternaria, que apresentam variacdo na
morfologia dos seus conidios, nas caracteristicas culturais e fisiologicas (Neergaard,
1945). Ha véarios relatos de variagdo no formato e dimensdo de conidios entre isolados
de espécies de Alternaria (Rotem, 1966; Mortensen & Bergman, 1983; Simmons,
1995; Pryor et al., 2002), inclusive em Alternaria solani Sorauer, agente causal da
pinta preta do tomateiro e batateira (Rotem, 1966; Rotem, 1994; Boveda, 1986;
Simmons, 2000).

A delimitacdo taxondmica de espécies de Alternaria baseia-se principalmente na
morfologia dos conidios. Conidios jovens de A. solani sdo hialinos, geralmente
medem 50 X 12 um, sdo alongados a ovaides, tém nimero de septos variavel entre 3 a
6. Os conidios maduros geralmente tém comprimento e largura que variam de 90 a
100 X 18 a 24 um, respectivamente, tém de 10 a 11 septos transversais, de 1 a 2 septos
longitudinais. Eles so lisos e tipicamente ovéides e marrons. O bico tem 5-8 um de
largura e 40-80 um de comprimento, podendo atingir até 150 um. Os conidiéforos de
A. solani tém, geramente, 50 X 10 um de tamanho (comprimento e largura)
(Simmons, 2000). Conidios com um unico bico afilado predominam na populacéo de
A. solani, seguido por aqueles que tém dois bicos; raramente ocorrem conidios com
trés bicos (Simmons, 2000).

Recentemente, Simmons (2000) propds uma nova espécie, Alternaria
tomatophila Simmons, para as populaces que incitam pinta preta em tomateiro. As
populacdes adaptadas a batateira continuariam sendo denominadas de A. solani. Tal
proposta esta baseada em diferencas nas caracteristicas da morfologia dos conidios e

esporulacdo (Simmons, 2000). Para os isolados de tomateiro, na espécie proposta A.
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tomatophila, os conidios jovens sdo lanceolados e apresentam um Unico bico. O corpo
dos conidios é basicamente ovéide longo, algumas vezes eipsdide. Posteriormente,
guando maduros, apresentam as dimensdes de 86-122 (comprimento) X 24-30um
(largura), de 8-15 septos transversais e 1-2 longitudinais. Muitos apresentam um Unico
bico longo e filiforme, que comeca abruptamente no final do corpo. Esta caracteristica
contrasta com a do bico de A. solani, que comeca graduamente quando termina o
corpo. Ocasionalmente, surgem conidios de A. tomatophila com dois bicos (Simmons,
2000).

Espécies de Alternaria apresentam grande variagdo quanto a textura das col6nias
(Pryor & Michailides, 2002; Ma €t al., 2003), o que permite utilizar esta caracteristica
cultural em estudos de variabilidade morfol égica do patdgeno. Apesar de considerada
como atributo Util na caracterizacdo de isolados, a classificagdo de textura de coldnias
€ subjetiva e pode ser afetada pelas condi¢des de crescimento (Pryor & Michailides,
2002). Para A. solani, ha relatos de colbnias de textura frouxa, fina, lisa, aveludada,
cotonosa e com micélio submerso, esse Ultimo comumente reportado (Bonde, 1929,
Henning & Alexander, 1959; Rotem, 1966). Dada a subjetividade da quantificagcdo
visual da textura de colbnias, faz-se necessario utilizar termos que descrevam mais
precisamente as caracteristicas do micélio. Nobles (1948) propds uma classificacdo
para caracterizar coldnias fungicas de patdgenos de esséncias florestais. E possivel que
avaliagcOes com esta escala reduzam a subjetividade e padronize a terminologia, o que
facilitaria comparar isolados analisados em diferentes estudos.

Os isolados de Alternaria spp. podem diferir, também, quanto a coloragdo de
suas colbnias (Mortensen & Bergman, 1983; Pryor & Michailides, 2002; Ma et al.,
2003). Comumente, coldnias de Alternaria spp. tém coloragéo cinzenta, preta ou com
matiz entre ambas. Com menor freqliéncia, observou-se micélio branco, laranja
acinzentado, vermelho ou amarronzado (Henning & Alexander, 1959). Quando
armazenadas em BDA, culturas de A. solani tiveram variagdes, como a perda gradual
da coloragdo caracteristica (cinza esverdeado escuro) e a formagdo de setores com
coloracdo mais clara (Lewis, 1957). Pode também haver variacdo de coloracdo de
col6nias conforme o hospedeiro de origem do isolado. A cor das coldnias de isolados
de tomateiro variou de verde-azulado, azul-acinzentado a preto, enquanto colbnias
jovens tipicas de isolados de batateira variaram de coloracdo amarelada (Pound, 1951)
a cinzento olivaceo (Padhi & Rath, 1973). Isolados que formam micélio aéreo tiveram

pigmentagdes variadas. olivaceo, cinzento, amarronzado e avermelhado (Rotem,



1966) e, em mutantes, a coloracdo do micélio variou de verde a verde escuro (Padhi &
Rath, 1973).

Caracteristicas fisiolégicas, como 0 crescimento, in vitro, de colénias de
Alternaria spp. também podem variar entre isolados (Mortensen & Bergman, 1983:
Pryor & Michailides, 2002; Ma et al., 2003; Thrall et al., 2005). Para os autores, estas
diferencas provavelmente resultam de variacdes genéticas entre os isolados. Variacdo
no crescimento micelial em isolados de A. solani oriundos de batateira € conhecida ha
muito tempo (Bonde, 1927; Bonde, 1929; Douglas, 1972), inclusive ha relatos de sua
ocorréncia para isolados obtidos no Brasil (Béveda, 1986). Em outro estudo, foi
possivel associar a origem do isolado com a taxa de crescimento: os isolados de A.
solani provenientes de tomateiro formaram um grupo com maior crescimento
enquanto os de batateira apresentavam menor crescimento (Fancelli, 1991). Esta
diferenciacéo foi consistentemente observada quando os isolados cresceram a 15, 20
ou 25°C, o que reforca possivel efeito de diferenciacio genética entre estes isolados.

Isolados de A. solani produzem pigmentos que se acumulam em estruturas, como
hifas e esporos, e que também podem ser difundidos para 0 meio de cultura (Bonde,
1927 e 1929). Fatores, como o tipo de meio de cultura, temperatura, pH,
luminosidade, umidade e idade das colbnias, podem influenciar na producdo desses
pigmentos (Bonde, 1927; Bonde, 1929). Alguns dos compostos que constituem os
pigmentos produzidos por isolados de A. solani sdo: macrosporing, dactilariol
(Nishimura, 1983; Pscheidt & Stevenson, 1986) e altersolanol (A —F) (Nishimura et
al., 1983; Yagi et al., 1993; Haraguchi et al., 1996). Espécies de Alternaria, além de
produzirem pigmentos, podem também formar cristais de composicdo quimica
desconhecida em vérios meios de cultura. Eles apresentam forma e tamanho variados
e sua producdo em alguns isolados foi verificada ser constante, num periodo de 5 a 6
anos. Dentre as espécies produtoras de cristais, destaca-se A. solani, A. porri e A.
dauci (Neergaard, 1945).

Uma caracteristica fisiol6gica, que tem importancia marcante nas etapas iniciais
de desenvolvimento do patdgeno na planta é a germinagdo dos conidios. E um
processo, juntamente com a penetracdo, que afeta a adaptabilidade de um isolado. Ja
se constatou haver variabilidade quanto a germinacdo de conidios em espécies de
Alternaria (Michereff et al., 2003), mas os relatos em A. solani S50 escassos
(Waggoner & Parlange, 1974). Assim como a germinagdo, igualmente importante para

a infeccdo: € o processo fisioldgico de esporulacdo. Tém-se observado diferencas



quanto a esporulacéo, entre colénias de isolados de A. solani provenientes de batateira
e tomateiro, cultivadas em meio de cultura (Fancelli, 1991).

Os trabahos de caracterizacdo de isolados brasileiros de A. solani sdo
fragmentados. Em aguns estudos foram utilizadas caracteristicas morfoldgicas
(BOveda, 1986) enquanto em outras se avaliaram caracteristicas fisiolOgicas
(Waggoner & Parlange, 1974; Fancelli, 1991; Tofoli et al., 2003). Neste trabaho,
avaliaram-se as caracteristicas morfol 6gicas e fisiol bgicas de isolados brasileiros de A.
solani, com o proposito de testar a hipétese de que: isolados oriundos de batateira e de
tomateiro ndo diferem quanto as caracteristicas morfol 6gicas (morfologia dos conidios
e coloracao/textura do micélio aéreo) e fisiol6gicas (crescimento micelial, producdo de

pigmentos e de cristais, germinacdo e esporulacéo dos conidios).



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo e manutencao dosisolados de Alternaria solani

Foram analisados 31 isolados de A. solani, 16 de tomateiro e 15 de batateira
(Tabela 1), de diferentes areas de producdo dessas solanaceas, localizadas em nove
estados das regides Sul, Sudeste, Centro-oeste e do Distrito Federal. Das amostras
coletadas no campo, procedeu-se a0 isolamento direto quando havia conidios nas
lesbes. Para tal, com um estilete, a0 microscopio estereoscopico, retiraram-se
conidios, que foram depositados em meio BSA (200g batata cozida, 20g de sacarose,
179 de &gar, 1000 mL de &gua destilada) em placas de Petri. Quando ndo havia
esporulacdo, procedeu-se ao isolamento das lesbes (adaptado de Tuite, 1969). A
preservacdo dos isolados foi feita depositando-se discos contendo as estruturas do
patdgeno, sobre fragmentos de papel filtro (aproximadamente 1 x 1 cm), previamente
esterilizados, dispostos sobre BSA, e mantidos em incubadora sob luz continua a
25°C. Apds o crescimento sobre os fragmentos, as hifas foram retiradas das placas e
armazenadas a -80°C em envelopes esterilizados de papel (Rodrigues et al., 2005).

Para obter colbnias esporulantes, os fragmentos colonizados de papel filtro
foram retirados do freezer e transferidos para erlenmeyers de 250 mL, contendo 50 ml
do meio liquido V8 (200 ml/L de suco de vegetais V8®, 800 ml de &gua destilada)
suplementado com sulfato de estreptomicina (16,66 mg/L) e cloranfenicol (25 mg/L).
Os frascos foram mantidos no escuro, sob agitacdo de 110 rpm, a temperatura
ambiente (25 a 28°C). Para os isolados ja disponiveis na colecdo de A. solani do
laboratorio, discos de micélio, armazenados em agua-destilada esterilizada (ADE),
foram submetidos a0 mesmo procedimento. Apds 7 dias, o micélio formado foi
triturado em Politron® a 4000 rpm, por 1 min. Da suspensdo obtida, aliquotas de 10
mL foram vertidas em BSA em placas de Petri, mantidas a seguir sob 6 lampadas de
luz negra 40W (Sylvania®1,20m de comprimento, distancia de 3 cm entre si e a 30
cm de altura em relacdo as placas) por 60 h, em regime de fotoperiodo de 12 h
(Rodrigues et al., 2005).

Apés a esporulagdo, obtiveram-se isolamentos monosporicos. Para tal,
adicionaram-se 10 mL de agua destilada esterilizada (ADE) a cada placa e as coldnias

foram raspadas com escova de cerdas macias. Filtrou-se a suspensdo em camada dupla



de gaze e se retirou aliquota de 1,0 mL (0,1%), a seguir espalhada em meio &gar-agua

(17g de &gar, 1000ml de &gua destilada) em placa de Petri. As placas foram mantidas

sob luz continua a 25°C. Apds 12 h, os conidios germinados (microscopio

estereoscopico, 80X), foram transferido para BSA suplementado com 100 mg/L de

estreptomicina e 100 mg/L de cloranfenicol, em placas de Petri.

Tabela 1 — Isolados de Alternaria solani utilizados nos experimentos.

Cdédigo I solado Hospedeiro Procedéncia Coletor Data da colete
AS1B AS105 Batateira Conselheiro Lafayete (MG)  Tatiana Rodrigues 06/2004
AS2B AS04-003 Batateira Domingos Martins (ES) Tatiana Rodrigues 06/2004
AS3T EH1121 Tomateiro Alfredo Wagner (SC) Ailton Reis 03/2005
ASAT DMP211 Tomateiro Domingos Martins (ES) Valdir Lourenco 01/2005
AS5B MFP101 Batateira Marechal Floriano (ES) Valdir Lourenco 01/2005
ASET AS04-004 Tomateiro Vigosa (MG) Tatiana Rodrigues 06/2004
ASTT EH1142 Tomateiro Pelotas (RS) Ailton Reis 05/2005
AS8B AS04-005 Batateira Bueno Branddo (MG) Tatiana Rodrigues 06/2004
ASOT SP120 Tomateiro Sumidouro (RJ) Valdir Lourenco 02/2005
AS10B EH1184 Batateiro S&o Francisco de Paula (RS) Ailton Reis 04/2005
AS11B A6 Batateiro Araxd (MG) Marcelo Ldlis 01/2005
AS12B A48 Batateiro Ibia (MG) Marcelo Lélis 01/2005
AS13T 5PT1 Tomateiro Ibitina (SP) Valdir Lourenco 01/2005
AS14T EH1174 Tomateiro Araucéria (PR) Ailton Reis 04/2005
AS15B EH1178 Batateira Contenda (PR) Ailton Reis 04/2005
AS16T AS124 Tomateiro Timbo (SC) Daniel Schurt 01/2005
AS17T AS32 Tomateiro Vassouras (RJ) Ailton Reis 06/2000
AS18T RePL Tomateiro Ressagquinha (MG) Valdir Lourencgo 03/2005
ASI19T EH1122 Tomateiro L. Régis (SC) Ailton Reis 03/2005
AS20T AS54 Tomateiro Marilia (SP) ndo informado  ndo informada
AS21T EH1208 Tomateiro Colombo (PR) Ailton Reis 04/2005
AS22T VnP0203 Tomateiro V. Novado Imigrante (ES) Valdir Lourenco 01/2005
AS23T  PLPIP0201 Tomateiro Brasilia (DF) Valdir Lourenco 07/2005
AS24T EH1175 Tomateiro Caxias do Sul (RS) Ailton Reis 04/2005
AS25B AS06 Batateira S. Mateus do Sul (PR) Ailton Reis 04/2000
AS26B AS14 Batateira Pocos de Caldas (MG) Ailton Reis 07/2000
AS27B AS08 Batateira Ponta Grossa (PR- Bocaina) Ailton Reis 04/2000
AS28B AS09 Batateira Ponta Grossa (PR- Sta Maria) Ailton Reis 04/2000
AS29B AS50 Batateira Teixeiras (MG) José M. N. Mazierc 07/2000
AS30B CriPi0o8 Batateira Crigtalina (GO) Valdir Lourenco 07/2005
AS31B EH1182 Batateira Contenda (PR) Ailton Reis 04/2005




2.2. Caracterizacgido morfol6gica de conidios

Foram utilizados os isolados de A. solani obtidos de tomateiro: AS3T, ASAT,
ASTT, ASOT, ASI8T e AS20T e os obtidos de batateira: AS1B, AS2B, AS5B,
AS10B, AS12B e AS28B. Culturas destes isolados foram induzidas a esporular
conforme metodologia descrita no item 2.1. As culturas esporulantes foram raspadas
com estilete e os conidios montados em |aminas, para observacdo ao microscopio de
luz.

As analises morfométricas dos conidios foram realizadas em microscopio de luz
com micrdometro ocular (Figura 1), objetiva 40X. De no minimo 40 conidios por
l&mina, quantificaram-se: 0 nimero de septos transversais e longitudinais, os
comprimentos do corpo e do bico; niUmero de bicos; a largura do conidio; o formato e
a coloracao dos conidios (Rotem, 1966).

Para avaliar a coloracdo dos conidios, foi utilizada escala de cores adaptada de
Neergaard (1945) e Ellis (1971), com base nas cores mais freqlientemente observadas
em conidios de espécies de Alternaria. A escala utilizada é composta das cores sub-
hialina, amarela, castanha e marrom-escura.

Na avaliacdo do formato dos conidios, foi utilizada a escala adaptada de
Neergaard (1945), para A. tenuis (Figura 2):

1. Formato esfera: a propor¢éo entre o comprimento e alargurado conidio € de 1:1;

2. Formato de cone curto: a proporcéo entre o comprimento e a largura do conidio é de
2:1;

3. Formato cone longo: a proporc¢do entre o comprimento e a largura do conidio varia
de3:1a4:1,;

4. Formato cilindrico: a proporcado entre o comprimento e alargura do conidio varia de
5la7:1.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC).
Foram utilizadas trés repeticdes por isolado, sendo cada repeticéo constituida por trés
l&minas, obtidas da mesma safra de producdo de conidios. Para as variaveis
quantitativas, realizou-se andise de variancia e calcularam-se as médias dos grupos de
isolados, isto € média dos isolados de tomateiro versus a média dos isolados de

batateira, que foram comparadas por andlise de contraste.
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Para as varidveis qualitativas, de cada repeticdo (40 conidios), estimou-se a
freqiéncia de conidios em cada uma das categorias de cor ou de formato e
determinou-se a caracteristica predominante (de maior freqiéncia) no conjunto de
conidios avaliados. Empregou-se o teste de independéncia exato de Fisher (Snedecor
& Cochran, 1989).

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o programa The SAS System
versdo 8.0.

bk

to Septo

transversal longidutinal

Figura 1 - Estruturas de conidios de Alternaria solani normamente mensuradas para

estudos taxondmicos.
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b - cone curto
c - cone longo
d - cilindrico

ol
!

Figura 2 - Escala utilizada para a quantificacdo do formato dos conidios de Alternaria
solani (adaptada de Neergaard, 1945).
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2.3. Caracterizacao da textura e da coloracéo da colénia e dos pigmentos

produzidos por Alternaria solani

Colbnias de isolados de A. solani obtidos de tomateiro e batateira (Tabela 1)

foram avaliadas quanto a textura, coloracdo e producdo de pigmentos. As coldnias

foram obtidas de fragmentos de micélio preservados a -80°C sob a forma de papel

filtro colonizado com o patdgeno, conforme descrito no item 2.1. Cada fragmento foi

depositado em meio BSA em placas de Petri, mantidas a 25°C. Ap6s 6 dias sob luz

continua, efetuaram-se as avaliacoes.

As colbnias foram inspecionadas visualmente e a textura foi classificada

conforme as categorias propostas (adaptada de Nobles, 1948):

8.

9.

Camurca: texturade camurcafinaelisa;

Cotonosa: micélio ereto, predominantemente mais longo (3 a 5mm) disseminado
por todas as diregoes;

Crostosa: micélio em crosta, geralmente de coloracéo escura;

Felpuda: hifas finas e curtas disseminadas pela superficie do micélio;

Farinacea: micélio com aspecto pulverulento;

Feltrosa: micélio com hifas entrelacadas;

Flocosa: colénias com micélio curto;

Lacunosa: micélio coberto de depressdes ou falhas;

Plumosa: col6nias com tufos de micélios;

10. Sedosa: corddes miceliais longos e paralelos,

11. Aveludada: camada de micélio densa, reta, hifas curtas;

12. Crespa: densa massa de micdlio;

13. Lanosa: semelhante aumala

13



Para a avaliagdo da coloragdo do micélio, foi utilizada a escala de Munsell
(Munsell, 1957). A escala é composta de trés variaveis. 0 matiz, o valor e o croma. O
matiz é a gama de cor do espectro solar. E representado por um ndmero e uma ou duas
letras. Os nUmeros representam a gradacdo cromética, enquanto que as letras sdo
abreviaturas da gama de cores em inglés. Ja o valor traduz a tonalidade mais clara ou
mai s escura da cor. Resulta das proporcdes variaveis de preto e de branco, combinados
com o0 matiz. O valor va do zero (preto absoluto) a dez (branco absoluto). Enquanto
que, 0 croma, representa a pureza da cor e traduz a saturagdo ou intensidade do
colorido. O croma varia do zero (auséncia de matiz) a vinte (cor espectral pura)
(Oliveiraet al., 1992).

Foram determinados o0 matiz de cores, o valor e o croma do micélio aéreo e do
reverso da col6nia de cada isolado de A. solani. Adicionamente, caracterizaram-se 0s
pigmentos de A. solani difundidos no meio de cultura, com a escala. Determinaram-se
0 matiz, valor e croma da coloracdo dos pigmentos produzidos. A producéo de cristais
foi avaliada observando a presenca ou auséncia destas nas colnias.

Todos os experimentos que envolveram avaliacdo de cor foram realizados com e
sem a escaa de Munsell (Munsell, 1957). O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com cinco repeticoes. Cada unidade experimental foi
constituida por uma placa de Petri. O experimento foi repetido duas vezes. Foi
realizada andlise estatistica descritiva, verificando a frequéncia de atributos de cada
isolado em uma determinada categoria. Posteriormente, os dados foram submetidos as
analises de independéncia com o teste de chi-quadrado ou exato de Fisher, conforme

descrito no item 2.2.

2.4. Caracterizacao do crescimento micelial de isolados

Colonias de cada isolado listado no item 2.3. foram cultivadas em meio de
cultura, conforme descrito no item 2.1., mantidas a 25°C, sob luz continua
Diariamente, foi mensurado o didmetro de cada col6nia, nos dois sentidos
perpendiculares, até que o micélio de qualgquer das colbnias atingisse a borda da placa
(Nakasone et al., 1999). Como houve variagdo quanto ao padréo de crescimento dos
isolados, padronizou-se o periodo de crescimento, do 2° ao 6° dia de crescimento, a

fim de permitir a estimativa da area abaixo da curva de crescimento (AACC).
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Para a obtencdo da AACC, os valores de diametro da colonia foram plotados em
funcdo do tempo e a area foi calculada por integracéo trapezoidal (Shaner & Finney,
1977). Obteve-se um valor de AACC, para cada experimento, isolado e repeticdo. Os
dados de AACC foram submetidos a andlise de variancia e as médias do grupo de
isolados de batateira e de tomateiro foram comparadas por andlise de contraste.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco repeticoes.
Cada unidade experimental foi constituida por uma placa de Petri. O experimento foi

repetido duas vezes.

2.5. Germinacéo dos conidios de isolados de Alternaria solani

Para avaliar germinacéo de conidios, gotas de 50 ni. da suspensdo de esporos de
cada isolado (AS1B, AS2B, AS3T, ASAT, AS5B, ASGT, AS7T, AS8B, ASIT,
AS10B, AS11B, AS12B, AS13T, AS14T, AS15B e AS16T) foram depositadas em
l&mina de microscopia, mantidas em camara Umida a 25°C. Apés 24 h, foram
contados, ao microscépio de luz (400X), o nimero de conidios germinados.

Considerou-se como germinado o conidio com tubo(s) germinativo(s) com
comprimento pelo menos uma vez maior que a largura do esporo. Todos os conidios
presentes em |amina foram observados e avaliados para determinar a porcentagem de
germinacdo. Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia e as
comparagoes, definidas a priori, entre médias de grupos de isolados de A. solani
oriundos de tomateiro e batateira foram realizadas por andlise de contraste. As
pressuposicies para andise de variancia foram avaliadas com base em teste de
normalidade dos erros e padrdo de graficos de residuos. Os dados foram
transformados pararaiz quadrada e os ensaios foram analisados separadamente.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com trés repetigoes.
Cada unidade experimental foi constituida por umalamina.
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2.6. Esporulacéo deisolados de Alternaria solani

O numero total de conidios produzidos por isolado de A. solani em meio BSA
foi quantificado. Para tal, da suspensdo de cada isolado descrito no item 2.5., retirou-
se aliquota de 10uL, depositou-se em lamina de microscopia, e procedeu-se a
contagem dos conidios presentes ao microscopio de luz (100X). O nimero de conidios
foi determinado em cinco aliquotas (repeticdes) por isolado.

Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia e as comparagoes,
definidas a priori, entre médias de grupos de isolados de A. solani oriundos de
tomateiro e batateira foram realizadas por anadlise de contraste. As pressuposi coes
para andlise de variancia foram avaliadas com base em teste de normalidade dos
erros e padréo de gréficos de residuos. Os dados de esporulacdo foram transformados
paralogaritmo decimal, e os dois ensaios foram analisados em conjunto.

O expeimento foi repetido duas vezes em delineamento inteiramente

casualizado. Cada unidade experimental foi constituida por uma placa de Petri.

16



3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacéo morfologica de conidios

Houve pouca variagdo entre isolados quanto as caracteristicas morfol égicas dos
conidios (Tabela 2). N&o houve diferenca entre os isolados obtidos de batateira e
tomateiro quanto aos valores médios de todas as variaveis medidas: nUmero de septos
transversais (P = 0,7605) e longitudinais (P = 0,8761); largura (P = 0,0887) e
comprimento do corpo (P = 0,9267) dos conidios e comprimento do bico (P =
0,5315).

O ndmero médio de septos transversais variou entre 1 e 26. O nimero médio de
septos longitudinais foi variavel (de 0 a 7). Tanto para os isolados oriundos de
tomateiro quanto para os de batateira, conidios com apenas um septo longitudinal,
foram mais fregUentemente observados, 14,1% e 9,3%, respectivamente. Conidios
com dois bicos foram observados para os isolados AS01B, AS12B, AS28B, AS/T e
ASIT. Para o isolado AS9T, conidios com dois bicos foram observados em todas as
repeticdes. A auséncia de bico foi constatada em conidios de um isolado de batateira
(AS28B), e nos conidios de uma (01) repeticdo do isolado AS3T de tomateiro.

Foram avaiados 3541 conidios e trés categorias de coloracdo foram
observadas. marrom escuro (72,63%), castanho (20,14%) e amarelo (7,23%).
Quando se calcularam as frequéncias de coloracdo de conidios, por repeticdo, o
nimero esperado de individuos foi inferior a 5 em 67% das combinagdes (células)
hospedeiro de origem x coloracdo de conidios. Por essa razdo, as categorias de menor
freqliéncia (castanho e amarelo) foram agrupadas em uma Unica categoria
denominada “n&o marrom escuro” pararealizar o teste exato de Fisher para a Tabela
2 X 2 (marrom escuro e ndo marrom escuro x hospedeiros de origem). N&o houve
diferenca quanto a coloracdo de conidios entre os isolados A. solani oriundos de
tomateiro e batateira.

Para a varidvel: formato de conidios, 50,21% dos conidios avaliados tinha
formato de cone longo, 27,87% de cone curto, 16,18% de cilindrico e 5,73% de
esfera. Mesmo procedimento descrito para cor de conidios foi adotado para analisar a
varidvel formato. Quando se determinou o formato predominante para cada
repeticdo, apenas 3 categorias foram mais freqlentes. cone longo (68,57%), cone
curto (22,86%) e cilindrico (8,57%). Porém, na andlise, 0 niUmero esperado em

agumas células foi inferior a 5. As categorias cone curto e cilindrico foram
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agrupadas em uma Unica categoria denominada “ndo cone longo” e realizou-se o
teste de Fisher para a Tabela 2 x 2. Nao houve diferenca quanto ao formato de

conidios entre isolados de A. solani oriundos de tomateiro e batateira

18



Tabela 2 - Caracteristicas morfol 6gicas de conidios de isolados de Alternaria solani, provenientes de tomateiro e batateira (média de trés repeticoes).

I solados
Par ametros AS3T ASAT ASTT ASIT AS18T AS20T AS1B AS2B AS5B AS10B AS12B AS28B
Septacdo transversal (nimer o de septos)
Amplitude 3-18 3-8 3-18 3-26 2-11 321 1-19 4-18 4-20 4-15 2-14 2-17
Média 9,8 4,0 8,5 13,6 55 11,8 9,7 10,6 12,0 81 7,1 7,6
Moda 11 4 8 15 6 10 12 10 12 8 7 6
Septacdo longitudinal (nimer o de septos)
Amplitude 0-3 1-5 1-5 1-7 0-2 1-5 1-7 1-4 1-3 1-4 1-5 1-5
Média 15 2,0 15 23 11 19 2,5 1,3 14 1,6 14 1,8
Moda 1 2 1 2 1 1 2 1 1 1 1 1
Comprimento do corpo (um)
Amplitude 20-132 14-36 22-88 32-176 18-88 30-160 14-150 30-126 26-176 14-82 16-88 12-94
Média 68,4 21,7 47,6 83,8 39,7 65,4 62,8 59,4 61,2 435 41,9 44,6
Comprimento do bico (um)
Amplitude 0-140 6-28 22-172*  26-310*  10-146 30-288  20-186*  24-190 30-208 30-152  20-196*  O-112*
Média 62,4 16,5 90,6 113,2 59,4 115,6 56,5 84,7 100,1 69,1 57,2 29,8
Largura (um)
Amplitude 10-36 6-16 8-22 10-28 6-18 8-26 10-22 10-22 10-26 8-20 10-22 6-22
Média 14,1 9,7 13,3 16,8 121 16,7 15,2 14,8 15,9 14,3 15,9 12,3

*Presenca de dois bicos
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As principais caracteristicas morfol dgicas dos conidios de isolados de A. solani

provenientes de batateira e de tomateiro encontram-se descritas na Tabela 3:

Tabela 3 - Caracteristicas morfométricas de conidios (3541 conidios avaliados) de
Alternaria solani oriundos de batateira (n= 6 isolados) ou de tomateiro (n= 6

isolados).
Caracteristica I solados de batateira I solados detomateiro
(N alrjnrgﬁrtt g:) septos transversais 1.22 296
(N ajlfrzgﬁrt% (;iee) septos longitudinais 1.7 0-7
Comprimento do corpo (amplitude) 14-176 pm 14-176 pm
Largura (amplitude) 6-26 um 6-36 um
Comprimento do bico (amplitude) 0-208 um 0-310 um
Ndmero de bicos (amplitude) 0-2 0-2
Coloragao predominante Marrom-escuro Marrom-escuro
Formato predominante Conelongo Conelongo

3.2. Caracterizacdo da textura e da coloracéo da colénia e dos pigmentos

produzidos por Alternaria solani

Sessenta col6nias de A. solani foram classificadas quanto as caracteristicas
culturais (Tabelas 4 e 5). Para a coloragcdo de micélio aéreo, 3 tonalidades (cinzentas,
rosadas e esbranquicadas) de cores foram atribuidas quando avaliada sem a escala de
cores. As tonalidades e suas respectivas freqiéncias nos dois ensaios foram: cinza
claro/cinza escuro, periferia ligeiramente rosada (10 e 3,33%), cinza esverdeado a
esbranquicado (0O e 10%), cinza claro/cinza azulado (3,33 e 0%), cinza azulado
esbranquicado (6,67 e 10%), cinza esverdeado claro/esbranquicado (0 e 3,33%),
cinza claro/cinza esverdeado escuro (3,33 e 3,33%), cinza esverdeado (13,33 e 0%),
cinzalcinza azulado (3,33 e 0%), cinza azulado escuro com periferia esbranquicada
(0 e 3,33%), cinza esbranquicado/cinza escuro (3,33 e 0%), cinza esbranquicado
(3,33 e 3,33%), cinza escuro/rosado (6,67 e 0%), cinza esverdeado escuro (O e
3,33%), cinza esverdeado com periferia rosada (3,33 e 6,67%), cinza esbranquicado
com periferia rosada (6,67 e 0%), cinza esverdeado/branco rosado (0 e 16,67%),

cinza esverdeado/cinza amarronzado, regides rosadas (0 e 3,33%), cinza claro/cinza
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esverdeado com porgdes branco rosadas (0 e 6,67%), cinza esbranquicado/rosado
(6,67 e 0%), cinza com porgdes rosadas (0 e 6,67%), cinza claro/cinza esverdeado
(10 e 0%), cinza esverdeado claro/branco rosado (0 e 3,33%), cinzalcinza
esverdeado/esbranquicado (0 e 3,33%), esbranquicado rosado (3,33 e 0%); cinza
(6,67 e 0%), cinza esverdeado escuro com porcdes rosadas (0 e 6,67%), cinza
escuro/branco rosado (3,33 e 0%), cinzalcinza esverdeado, com periferia rosada
(3,33 e 0%) e cinza claro/cinza escuro, com regides branco rosadas (3,33 e 0%).

Com a escala de cores, trés categorias foram observadas para micélio aéreo:
amarelo-esverdeado (50%), amarelo-esverdeado-avermelhado (38,33%) e amarelo-
avermelhado (11,67%). Para andlise, as tonalidades avermelhadas foram agrupadas e
comparadas em relacdo a categoria amarel o-esverdeado. N&o houve diferencas entre
coloragdo de micélio aéreo entre colénias de A. solani de isolados obtidos de
batateira e de tomateiro.

Sem a escala, as tonalidades de cores cinzentas e rosadas foram observadas
para o reverso das colbnias (Tabelas 4 e 5). As tonaidades e suas respectivas
freqiiéncias, nos dois ensaios, foram: cinza esverdeado (50 e 66,67%), cinza azulado
(10 e 10%), cinza (26,67 e 10%), cinza escuro (6,67 e 0%), cinza esverdeado escuro
(0 e 3,33%), cinza esverdeado/cinza amarronzado, regides rosadas (0 e 3,33%), cinza
claro/cinza escuro (3,33 e 0%), cinza claro/cinza esverdeado (0 e 3,33%), cinzalcinza
esverdeado (0 e 3,33%) e cinza esverdeado com porc¢des rosadas (3,33 e 0%).

Com a escala de cores, duas categorias foram observadas para o reverso da
coloniaz amarelo-esverdeado (93,33%) e amarelo-avermelhado (6,67%). As
freqiiéncias de colbnias em uma categoria ou em outra ndo diferiu em funcdo da
origem do isolado.

Para avaliacdo da pigmentacdo, sem escala, foram observadas, nos dois
ensaios, as tonalidades bege, amarela e rosada, bem como auséncia de pigmentacéo
como segue: bege (3,33 e 13,33%), amarelo (20 e 26,67%), amarelo fraco (16,67 e
13,33%), amarelo forte (13,33 e 23,33%), amarelo claro a rosado (3,33 e 0%),
amarelo esverdeado (13,33 e 3,33%) e ausente (26,67 e 23,33%). Com a escala, trés
categorias foram definidas. amarelo-avermelhado (71,67%), ausente (25,00%) e
amarelo-esverdeado (3,33%). Para andlise, duas categorias foram criadas:
pigmentacdo presente e ausente. A pigmentacdo ou auséncia de pigmentos variou
conforme a origem dos isolados (P < 0,0001). A maioria (96,67%) das colbnias de

isolados oriundos de batateira apresentou pigmentos. Apenas uma colénia (isolado
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AS2B) ndo produziu pigmentos. Entre as colonias de isolados obtidos de tomateiro,
16 apresentaram pigmentos e 14 ndo estavam pigmentadas.

A textura das colonias foi caracteristica bastante variavel (Tabelas 4 e 5). Qito
categorias foram observadas. cotonosa (56,67%), cotonosafeltrosa (11,67%),
feltrosa-cotonosa (8,33%), feltrosa-flocosa (6,67%), feltrosa (6,67%), lanosa
(5,00%), cotonosa-flocosa (3,33%) e lanosa-feltrosa (1,67%). Para analise, somente
foram consideradas as categorias cotonosa e ndo cotonosa (feltrosa, lanosa e suas
combinagfes). N&o houve diferenca entre coldnias de isolados oriundos de batateira
ou de tomateiro gquanto a textura.

A producdo de cristais de coloragdo vinacea, somente foi verificada em
col6nias de isolados oriundos de batateira (3,33%, nos dois ensai0s).

Outras caracteristicas observadas em colénias de A. solani originarias de
isolados de tomateiro: micélio fortemente irradiado (3 isolados), presenca de
projecoes apiculadas (1 isolado) e dendritico (1 isolado). Para os isolados de batateira
observou-se também: micélio fortemente irradiado (2 isolados), dendritico (1

isolado) e presenca de zonagdo diurna, em maior frequéncia.
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Tabela 4- Caracteristicas culturais de col6nias com 6 dias de idade de isolados de Alternaria solani provenientes de tomateiro. Caracteristica,
predominante entre as cinco repeticdes empregadas para a avaliagéo.

Cor do micélio aéreo Cor doreverso da coldnia Pigmentacao do meio
I solados Textura
Sem escala Com escala de Munsell Sem escala Com escala de Munsell Sem escala Com escala de Munsdll
Cinza claro/Cinza escuro
T ’ 7.5Y 5.0/7.0 2.0/4.0 . 7.5Y 7.04.0 25Y9.06.0
AS3T
= periferi ?(Jlggamente (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Bege (Amarelo avermelhado) Cotonosa
Cinza esverdeado 7.5Y 6.0/7.0/9.0 4.0/0.0 Cinza esverdeado 7.5Y 6.04.0 Bege 2.5Y 9.06.0 Cotonosa
esbranquicado (Amarelo esverdeado) (Amarelo esverdeado) €9 (Amarelo avermelhado)
. . 7.5Y 7.02.0/4.0 . 7.5Y 7.02.0/4.0 (Amarelo
ASAT Cinza claro/Cinza azulado (Amardlo esverdeado) Cinza azulado esverdeado) Ausente Ausente Cotonosa/flocosa
Cinza 7.5Y 8.0/9.0 2.0/0.0 . 7.5Y 8.02.0
azul ado/esbraquicado (Amarelo esverdeado) Cinza azulado (Amarelo esverdeado) Ausente Ausente Feltrosa/H
Cinza azulado/micélio
) 7.5Y 9.0/7.00.0/4.0 . 7.5Y 7.04.0
AS6T wbra_nqwgado (Amardlo esverdeado) Cinza azulado (Amardlo esverdeado) Ausente Ausente Cotonosa/Feltrosa
superficiamente
Cinza esverdeado claro, 7.5Y 8.0/9.0 4.0/0.0 . 7.5Y 8.04.0
periferia esbranquicada (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Ausente Ausente Cotonosa/Feltrosa
Cinzaclaro/Cinza 7.5Y 6.04.0 Cinza esverdeado 7.5Y 6.04.0 Amarelo claro intenso 10YR6.06.0 Cotonosa
esverdeado escuro (Amarelo esverdeado) (Amarelo esverdeado) (Amarelo avermelhado
ASTT 7.5Y/10YR 7.0/8.0 4.0
Cinza claro/ Cinza escuro, (Amarelo ) 7.5Y 7.0/8.04.0 25Y9.080
porgdes rosadas esverdeado/Amarelo Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amarelo (Amarelo avermelhado) Cotonosa
avermelhado)
. 7.5Y 7.04.0 . 7.5Y 7.04.0
ASOT Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Ausente Ausente Cotonosa
Cinza esverdeado, periferia)  7.5Y 7.0/8.0 4.0/0.0 . 7.5Y 7.04.0
esbranquicadas (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Ausente Ausente Cotonosa
. . 2.5Y 6.0/7.02.0 . 25Y 7.020
AS13T CinzalCinza azulado (Amarelo avermelhado) Cinza (Amarelo avermelhado) Ausente Ausente Feltosa
Cinza azulado escuro, 2.5Y 6.0/9.0 2.0/0.0 ) 2.5y 6.02.0
periferiaesbranquicada | (Amarelo avermelhado) Cinza azulado (Amarelo avermelhado) Ausente Ausente Feltrosa/Cotonosa
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Cont. Tabela4

Cinza esbraquicado/Cinza 7.5Y 4.0/5.02.0 . 7.5Y 4020
AS14T 1 escUro (Amarelo esverdeado) Cinza escuro (Amarelo esverdeado) Ausente Ausente Feltrosa/Flocosa
) ) 2.5Y 6.0/8.0 4.0/0.0 (Amarelo ! 2.5Y 6.04.0
2 Cinzal esbranquicado avermelhado) Cinza (Amarelo avermelhado) Ausente Ausente Feltrosa/Flocosa
) 7.5Y/10YR 7.0/8.0 4.0 ’ 7.5Y 7.04.0 2.5Y 9.08.0
AS16T 1 Rosado/Cinza escuro (Amarelo esverdeado) Cinza (Amardlo esverdeado) Amarela (Amarelo avermelhado) Cotonosa
! 7.5Y 6.04.0 Cinza esverdeado 7.5Y 6.04.0 25Y9.04.0
2 | Cinzaesverdeado escuro (Amarelo esverdeado) escuro (Amarelo esverdeado) Bege (Amarelo avermelhado) Feltrosa/Cotonosa
Cinza claro/Cinza escuro, 7.5Y 6.0/7.02.0/6.0 ) 7.5Y 7.06.0 25Y9.080
ASITT 1 periferiarosada (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeada (Amarelo esverdeado) Amarela (Amarelo avermelhado) Cotonosa
. ... |7.5Y/10YR 6.0/7.0/8.0 4.0/3.0
Cinza esverdeado, periferial ! 7.5Y 6.0/7.04.0 25Y9.080
2 rosada (Amarelo esverdeado/Amarelo|  Cinza esverdeado (Amardlo esverdeado) Amarelo (Amarelo avermelhado) Cotonosa
avermelhado)
Cinza escuro/Cinza 7.5Y 6.04.0 ! 7.5Y 7.04.0 10YR8.04.0
AS18T 1 esverdeado (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amardlo fraco (Amarelo avermelhado) Feltrosa
. 7.5Y 7.04.0 . 7.5Y 7.04.0 2.5Y 9.06.0
2 Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Bege (Amardlo avermelhado) Cotonosa/Feltrosa
Cinza a esbranquicado, 7.5Y/10YR 7.0/8.0 2.0/4.0 ) 7.5Y 7.04.0 10YR8.04.0
ASIOT L periferiarosada (Amarelo esverdeado) Cinza (Amarelo esverdeado) Amarelo farco (Amarelo avermelhado) Cotonosa
. 7.5Y/2.5Y 6.0/8.0 4.0/2.0
Cinza esverdeado/Branco ) 7.5Y 6.04.0 25Y9.080
2 rosado (Amarelo esverdeado/Amarelo|  Cinza esverdeado (Amardlo esverdeado) Amarelo forte (Amarelo avermelhado) Cotonosa
avermelhado)
7.5Y/10YR 7.0/8.0 4.0
) } 7.5Y 7.04.0 2.5Y 9.06.0
AS20T 1 Rosado/Cinza escuro (Amarelc;v e:rvggﬁaa%%)Amarelo Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amarela (Amarelo avermelhado) Cotonosa
Cinzaesverdeado/cinza | 7.5Y/10YR 7.0/8.04.0/3.0 |Cinzaesverdeado/Cinza 75Y 7.04.0 25Y 9.08.0
2 amarronzado, regides | (Amarelo esverdeado/ amarelo| amarronzado, regides (Amarelo esverdeado) Amarelo forte (Amarelo avermelhado) Feltrosa/Cotonosa
rosadas avermelhado) rosadas
7.5Y/2.5Y 6.0/9.0 2.0/0.0
AS2LT 1 |Esbranquicado Acizentado| (Amarelo esverdeado/amarelo Cinza azulado 7.5Y 6020 Ausente Ausente Lanosa/Feltrosa
(Amarelo esverdeado)
avermelhado)
Cinza azulado, setores 7.5Y 6.0/9.0 2.0/0.0 ) 7.5Y 6.02.0
2 esbranquicados (Amarelo esverdeado) Cinza azulado (Amarelo esverdeado) Ausente Ausente Feltrosa/Flocosa
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Cont. Tabela4

Cinza azulado, periferia

7.5Y 8.020

75Y6.020

AS22T L esbranquicada (Amarelo esverdeado) Cinza (Amarelo esverdeado) Ausente Ausente Cotonosa
Cinza azulado, periferia 7.5Y 5.0/9.0 4.0/0.0 . 7.5Y 5.04.0
2 esbranquicada (Amarelo esverdeado) Cinza azulado (Amarelo esverdeado) Ausente Ausente Cotonosa/Feltrosa
7.5Y/10YR 6.0/9.0 4.0/2.0
Cinza claro/Cinza escuro, (Amarelo ) " 7.5Y 6.04.0 A 10YR8.08.0
AS23T L periferiarosada esverdeado/Amarelo Cinza dlaro/Cinza escuro (Amarelo esverdeado) Amarela ambar (Amarelo avermelhado) Cotonosa
avermelhado)
7.5Y/2.5YR 7.0 6.0/4.0
2 Cinza claro/Cinza (Amarelo Cinzaclaro aCinza 7.5Y 7.06.0 Amarelo forte a ambar 25YR8.08.0 Cotonosa/Feltrosa
esverdeado/barnco rosado esverdeado/Amarelo esverdeado (Amarelo esverdeado) (Amarelo avermelhado)
avermelhado)
7.5Y/10YR 7.0/9.0
Acinzentado/Esbranquicad 4.0/2.0/00 75Y 7.04.0 25Y 808.0
AS24T | 1 (Amarelo Cinza ) o Amarelo ) _— Cotonosa
o/Rosado (Amarelo esverdeado) (Amarelo avermelhado)
esverdeado/Amarelo
avermelhado)
7.5Y/10YR 7.0/8.0 4.0
Acinzentado, setores (Amarelo " 7.5Y 7.04.0 25Y9.080
2 rosados esverdeado/Amarelo Cinza (Amarelo esverdeado) Amarelo forte (Amarelo avermelhado) Cotonosa
avermelhado)

E —ensaios; Z — zonagéo diurna; - ausente; + presente
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Tabela 5- Caracteristicas culturais de col6nias com 6 dias de idade de isolados de Alternaria solani provenientes de batateira. Caracteristica
predominante entre as cinco repeticdes empregadas para a avaliagao.

Cor do micélio aéreo Cor doreverso da colénia Pigmentacao do meio
I solados Textura
Sem escala Com escalade Munsell Sem escala Com escalade Munsell Sem escala Com escala de Munsell
Cinzaclaro/Cinza 7.5Y 6.04.0 ! 7.5Y 6.04.0 10YR 6.06.0
AS1B esverdeado (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amarelo claro arosado (Amarelo avermelhado) Cotonosa
Cinza esverdeado 2.5Y 8.04.0; 10YR8.030 . 2.5Y 8.04.0 2.5Y 9.08.0
claro/Branco rosado (Amarelo avermelhado) Cinza esverdeado (Amarelo avermelhado) Amarelo (Amarelo avermelhado) Cotonosa
Cinzaclaro/ Cinza 7.5Y 7.0/8.04.0/2.0 . 7.5Y 7.0/8.04.0/2.0
AS2B esverdeado (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Ausente Ausente Cotonosa
CinzalCinza 7.5Y 7.0/9.0 6.0/4.0/0.0 ) ) 7.5Y 7.06.0/4.0 25Y 9.08.0
esverdeado/esbranquicado|  (Amarelo esverdeado) Cinza/Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amarelo (Amarelo avermelhado) Cotonosa
. 7.5Y 6.04.0 . 7.5Y 6.04.0 2.5Y 8.04.0
AS5B Verde acizentado (Amardlo esverdeado) Verde acizentado (Amardlo esverdeado) Amarelo fraco (Amardlo esverdeado) Cotonosa
Cinza esverdeado/Porcéo 7.5Y 6.0/7.04.0 . 7.5Y 6.0/7.04.0 2.5Y 9.06.0
central branco (Amarelo esverdeado) Verde acizentado (Amarelo esverdeado) Amardlo fraco (Amarelo avermelhado) Cotonosa
) 10YR 7.0/8.0 2.0/3.0 . 10YR7.03.0 10YR8.06.0
Esbranqui gado/Rosado (Amarelo avermelhado) Cinza (Amarelo avermelhado) Amarelo esverdeado (Amarelo avermelhado) Cotonosa
AS8B 7.5Y/10YR 6.0/8.0 4.0/3.0
Cinza esverdeado/ (Amarelo . 7.5Y 6.04.0 2.5Y 9.06.0
Esbranquigado a rosado esverdeado/Amarelo Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amarelo esverdeado (Amarelo avermelhado) Feltrosa
avermelhado)
) 2.5Y 6.04.0 . 2.5Y 6.04.0 2.5Y 9.06.0
Cinza (Amarelo avermelhado) Cinza (Amarelo avermel hado) Amardlo fraco (Amarelo avermelhado) Cotonosa
AS10B 7.5Y/10YR 7.0/8.0 6.0/2.0
Cinza esverdeado escuro, (Amarelo ) 7.5Y 7.06.0 2.5Y 9.06.0
porc6es branco rosado esverdeado/Amarelo Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amarelo (Amarelo avermelhado) Cotonosa
avermelhado)
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Cont. Tabelab

Branca arosado/Cinza 25YR6.02.0 ’ 7.5Y 5.04.0 10YR8.08.0
L escuro (Amarelo avermelhado) Cinza escuro (Amarelo esverdeado) Amardlo forte (Amarelo avermelhado) CotonosalFlocosa
AS11B 7.5Y/10YR 7.0/8.0 6.0/4.0
Cinza esverdeado/Branco & (Amarelo . 7.5Y 7.06.0 2.5Y 8.08.0
2 rosado esverdeado/Amarelo Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amardlo forte (Amarelo avermelhado) Cotonosa
avermelhado)
CinzalCinza esverdeado, 10YR9.02.0 ) 7.5Y 7.04.0 2.5Y 8.08.0
ASISB L periferiarosada (Amarelo avermelhado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amarelo (Amarelo avermelhado) Cotonosa
Cinza esverdeado/ branco 7.5Y 7.04.0 ) 75Y 7.04.0 2.5Y 8.010.0
2 rosado (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amardloforte (Amarelo avermelhado) Cotonosa
. 7.5Y 6.04.0 . 7.5Y 6.04.0 7.5Y 7.04.0
1 Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amarelo esverdeado (Amarelo esverdeado) Cotonosa/Feltrosa
AS258 7.5Y/10YR 6.0/8.0 7.0/4.0
Cinza esverdeado escuro a| o . 75Y6.07.0 25Y 9.08.0
2 rosado (Amarelo esverdeado/ Cinza esverdeado (Amardlo esverdeado) Amarelo forte (Amaredo avermelhado) Cotonosa/Feltrosa
Amarelo avermelhado)
Cinza esverdeado/Cinza 7.5Y 7.04.0/6.0 ) 7.5Y 7.04.0/6.0 2.5Y 9.04.0
AS26B 1 claro (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amarelo (Amarelo avermelhado) Feltrosa/Cotonosa
Cinza esverdeado
. 7.5Y 6.0/7.04.0 " 7.5Y 6.0/7.04.0 25Y 9.04.0
2 claro/Ci Zﬁ uerf:\)/erdeMO (Amardlo esverdeado) Cinza esverdeado (Amardlo esverdeado) Amarelo (Amarelo avermelhado) Cotonosa
} 7.5Y 7.0/9.0 6.0/0.0 . 7.5Y 7.06.0 2.5Y 8.08.0
1 Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amarelo forte (Amarelo avermelhado) Cotonosa
AS27B 7.5Y/10YR 7.0/9.0 4.0/2.0
Cinza esverdeado claro, (Amarelo ) 7.5Y 7.04.0 25Y 9.06.0
2 setores branco rosados esverdeado/Amarelo Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Bege (Amarelo avermelhado) Cotonosa
avermelhado)
7.5Y/10YR 7.0/8.0 4.0/2.0
Cinza esverdeado, periferid (Amarelo . 7.5Y 7.04.0 10YR8.02.0
AS288B 1 rosada esverdeado/Amarelo Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amarelo esverdeado (Amarelo avermelhado) Feltrosa
avermelhado)
7.5Y/10YR 7.0/9.0 4.0/2.0
. e (Amarelo . 7.5Y 7.04.0 2.5Y 9.04.0
2 Cinza, periferiarosada esverdeado/Amarelo Cinza (Amarelo esverdeado) Amarelo claro (Amarelo avermelhado) Feltrosa/Cotonosa
avermelhado)
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Cont. Tabelab

Cinza claro/PorcZo central 7.5Y/10YR 7.0/8.0 4.0/2.0 )
AS29B 1 | branco rosado, periferia (Amarelo Cinza esverdeado, com 7:5Y 7.040 Amarelo fraco 10YR8.03.0 Lanosa
’ esverdeado/Amarelo setores rosados (Amarelo esverdeado) (Amarelo avermelhado)
rosadas
avermelhado)
7.5Y/10YR 6.0/8.0 4.0
Cinza esverdeado, por¢éo (Amarelo ) 7.5Y 6.04.0 25Y9.06.0
2 central e periferiarosada esverdeado/Amarelo Cinza esverdeado (Amarelo esverdeado) Amarelo esverdeado (Amarelo avermelhado) Lanosa
avermelhado)
7.5Y/10YR 6.0/7.0/9.0
) . 4.02.0
Cinza claro/Cinza escuro . 7.5Y 6.0/7.04.0 25Y9.04.0
1 L ' (Amarelo Cinza esverdeado Amarelo fraco Lanosa
AS30B com regides branco rosado esverdeado/Amarelo (Amarelo esverdeado) (Amarelo avermelhado)
avermelhado)
7.5Y/10YR 6.0/7.0/9.0
Cinza esverdeado/ Cinza 4.0/1.0
2 |esverdeado escuro, regides (Amarelo Cinza esverdeado A ;;nge? dtgdo) Amarelo A m;ésgasgrﬁgh ado) Cotonosa
branco rosadas esverdeado/Amarelo
avermelhado)
1 Cinza 7.5Y7.04.0 Cinza 7.5Y 7040 Amarelo forte 25Y 80100 Cotonosa
(Amarelo esverdeado (Amarelo esverdeado) (Amarelo avermelhado)
AS31B cinsa 7.5Y/101(F)2/§.(())/7.0/9.0
2 | esverdeado/esbranquicado (Amarelo Cinza esverdeado 7.5Y Gge?;egdg marelo Amarelo ( Amarzélsgasgnquh ado) Cotonosa
rosado esverdeado/Amarelo
avermelhado)

E —ensaios; Z — zonagéo diurna; - ausente; + presente
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3.3. Caracterizacéo do crescimento micelial de isolados
Em ambos os ensaios, o valor médio da AACC dos isolados de batateira foi

significativamente menor que o valor médio para os isolados de tomateiro (P = 0,0018

e P <0,0001, paraosensaios 1 e 2, respectivamente) (Figura 3).
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Figura 3- Area abaixo da curva de crescimento (AACC) dos isolados de Alternaria
solani oriundos de batateira e tomateiro, calculada entre 0 2° e 6° dia apds a
repicagem, no ensaio 1 (barra escura) e 2 (barra clara). As linhas sobre as barras

representam o desvio padréo da média.

3.4. Germinacdo dos conidios de isolados de Alternaria solani

No primeiro ensaio de germinacdo de conidios, os fatores principais (hospedeiro
e isolado) e a interacdo hospedeiro x isolado ndo foram significativos. O valor médio
da germinacéo de conidios para os isolados de A. solani obtidos de tomateiro ndo
diferiu da média dos isolados obtidos de batateira (Figura 4). No segundo ensaio, 0s
fatores principais foram significativos (P < 0,0001). Contudo, o vaor médio da
germinacdo de conidios para os isolados de A. solani obtidos de tomateiro ndo diferiu
da média dos isolados obtidos de batateira (P = 0,5007) (Figura 4).
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Figura 4 - Germinacdo de conidios (%) de Alternaria solani, de isolados de batateira e
de tomateiro, no ensaio 1 (barra escura) e 2 (barra clara). As linhas sobre as barras
representam o desvio padrdo da média.

3.5. Esporulagéo deisolados de Alternaria solani

No primeiro ensaio, houve efeito significativo dos isolados (P = 0,0038). O valor
médio da producdo de conidios dos isolados de A. solani obtidos de tomateiro ndo
diferiu da média dos isolados obtidos de batateira. No segundo ensaio, houve efeito
significativo dos isolados (P < 0,0001). O valor médio da producdo de conidios dos
isolados de A. solani obtidos de tomateiro foi maior que o dos isolados obtidos de
batateira (P = 0,0020) (Figura5).
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Figura 5 - Producdo de conidios (conidios/ml) de Alternaria solani, de isolados de
batateira e de tomateiro, nos ensaios 1 (barra escura) e 2 (barra clara). As linhas sobre
as barras representam o desvio padréo da média.
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4. DISCUSSAO

N& ha evidéncias da ocorréncia da espécie A. tomatophila associada a
epidemias de pinta preta do tomateiro no Brasil. Os resultados aqui obtidos confirmam
a auséncia de diferencas significativas no conjunto de isolados estudados para
variaveis importantes usadas na taxonomia de espécies do género Alternaria. Esta
conclusdo é confiavel por se ter utilizado uma amostragem representativa, com
avaliacdo de maior nUmero de espécimens e avaliacdo criteriosa de maior nimero de
variavels de importancia taxondmica, comparado ao redizado no trabalho de
Simmons (2000).

Variagdes em caracteristicas morfol 6gicas em espécies de Alternaria séo comuns
(Bonde, 1927; Bonde, 1929; Neergaard, 1945; Rotem, 1966; Bbveda, 1986; Rotem,
1994). Ademais, mutaces parecem ocorrer com frequéncia entre isolados do
patégeno. Por exemplo, recentemente relatou-se que a perda de sensibilidade de
isolados de A. solani ao fungicida azoxystrobin foi causada pela mutagdo em um gene
mitocondrial (Pasche et al., 2005). A forma sexuada de A. solani é desconhecida ou
inexistente e o fungo reproduz-se principalmente por processos assexuados (Rotem,
1994; Simmons, 2000). A estrutura da populacdo do patdgeno em muitos locais €
clona (Martinez et al., 2004). Os fatores reprodutivos e de estrutura populacional
podem ter contribuido para a predominancia de um mutante em determinado local, o
qual, por chance, foi isolado e andisado levando a proposicdo da espécie A.
tomatophila. Por outro lado, ha que se considerar, também, que a espécie A.
tomatophila esta associada a epidemias de pinta preta em tomateiro, porém ainda ndo
é encontrada no Brasil. No presente trabal ho, foram avaliados 16 isolados de tomateiro
e 15 de batateira oriundos de diferentes regides geograficas. Acredita-se que o
esguema de amostragem aqui empregado permitiu uma reducdo das chances de coleta
e andlise de mutantes ou de individuos selecionados em populacdes locais que
divergem acentuadamente quanto as caracteristicas morfolégicas da maioria dos
individuos da espécie.

A variabilidade na morfologia dos conidios de isolados de A. solani relatada no
presente estudo foi também verificada em outros trabalhos com este patdgeno (Bonde,
1927; Bonde, 1929; Neergaard, 1945; Rotem, 1966; Boveda, 1986; Rotem, 1994). E
razoavel assumir que a variabilidade observada esta dentro da relatada para individuos
da espécie A. solani. VariacBes morfomeétricas foram verificadas tanto dentro do grupo

de isolados oriundos de tomateiro ou de batateira, quanto entre grupos. Porém, as
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caracteristicas morfométricas dos isolados provenientes de tomateiro ndo diferiram
das medidas para os isolados de batateira. Dentre os critérios utilizados para a
identificacdo de espécies de Alternaria, os mais utilizados sdo: formato dos conidios,
septacdo e tamanho, caracteristicas do bico, dimensdo dos conidiéforos, catenulacdo, a
gama de hospedeiros e propriedades fisioldgicas inerentes (Neergaard, 1945). De
todas as caracteristicas utilizadas para a identificacdo, as dimensdes do corpo e do bico
dos conidios séo consideradas as mais importantes. A largura dos conidios parece ndo
ser uma caracteristica to relevante, pois a maioria das espécies possui conidios com
valores similares para esta variavel. JaA 0 comprimento dos conidios apresenta grande
variacdo, em muitos casos € utilizado para separar espécies ou isolados de uma espécie
(Rotem, 1994). No presente estudo, ndo foram encontradas diferencas quanto a estas
varidveis entre os isolados que causam pinta preta em batateira e os que afetam
tomateiro.

A variabilidade das caracteristicas culturais dos isolados de A. solani,
provenientes de tomateiro e batateira observada entre os isolados brasileiros do
patdgeno esta em conformidade com a observada em outros estudos (Bonde, 1929;
Rotem, 1966). Maiores variaces foram constatadas para a coloracéo do micélio aéreo
e pigmentacdo difundida no meio. As tonalidades mais freqlientes de coloragdo do
micélio aéreo foram cinzentas a esverdeadas, porém nem todos os isolados produziram
pigmentos. A variabilidade na producdo de pigmentos por A. solani, além de ser
inerente ao isolado testado, pode ainda estar correlacionada com a temperatura de
incubacdo (Bonde, 1929; Neergaard, 1945). Neergaard (1945) verificou que a faixa de
temperatura 6tima para a producdo maxima de pigmentos por A. solani estaentre 17 e
27°C. No presente estudo, a temperatura de incubacéo foi de 25°C, proporcionando
condicoes ideais para que os isolados produzissem pigmentos. A producéo de pouco
pigmento ou a ndo producdo por alguns isolados € caracteristica inerente ao individuo.
Portanto, a producéo de pigmento, por ser influenciada pelo meio e pelo gendtipo do
individuo, ndo deve ser considerada como variavel determinante na classificagdo de A.
solani. Neste estudo, a pigmentagdo ou auséncia de pigmentos variou conforme a
origem dos isolados, mas ndo houve variacdo quanto a coloragdo do micélio, quando
grupos de isolados foram comparados.

Apenas dois isolados de A. solani, obtidos de batateira, produziram cristais de
coloracdo vinécea, sempre associado a producdo de pigmentos que se difundiram no
meio. Em trabalho com as espécies A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens e A.

infectoria, a producéo de cristais ndo foi correlacionada a producéo de pigmentos

33



(Pryor & Michailides, 2002). Em nosso trabalho, apenas dois isolados de batateira
produziram cristais. Por essa razdo, ndo foi possivel determinar com seguranca a
associacdo entre a producdo de pigmentos e cristais, pois a fregiiéncia de formacéo de
cristaisfoi baixa

Houve variacdo entre os isolados de A. solani quanto a textura. Das categorias
propostas por Nobles (1948), apenas trés foram verificadas nos isolados de A. solani
avaliados. A textura cotonosa foi a mais freguiente, corroborando resultados relatados
em outros trabalhos com A. solani (Neergaard, 1945; Rotem, 1966). Além da
categoria cotonosa, foram constatadas as categorias feltrosa e lanosa. Texturas mistas
também foram observadas, diferentemente de outros estudos com esta espécie
(Neergaard, 1945; Rotem, 1966). E possivel que o uso da escala tenha possibilitado
avaliar com maior acurécia atextura das colénias e melhor percepcao de matizes.

Héa naliteratura varios relatos de diferencas quanto ao crescimento micelial entre
isolados de A. solani provenientes de batateira e de tomateiro (Bonde, 1927; Bonde,
1929; Rotem, 1966; Bodveda, 1986; Fancelli, 1991). Comumente, relata-se que
isolados de tomateiro crescem mais rapidamente que isolados de batateira (Fancelli,
1991). Tal fato foi também evidenciado no presente estudo.

N&o foram evidenciadas diferencas significativas entre isolados obtidos de
tomateiro e batateira, quanto a germinacdo dos seus conidios. Entretanto, foram
constatadas, diferencas significativas entre os grupos de isolados quanto a producéo de
conidios in vitro, em apenas um dos ensaios. A producdo de conidios é caracteristica
varidvel em populagdes de A. solani e ha relatos de variagdo para um mesmo isolado
em épocas distintas (Higgins, 1952; Fancelli, 1991; Rodrigues et al., 2005). Portanto,
a ocorréncia de diferencas em um dos ensaios poderia ser causada por variagdes
aleatorias inerentes aos isolados.

A variabilidade cultural em A. solani pode ser influenciada pelo tempo de
armazenamento dos isolados. Variagles nas caracteristicas originais dos isolados, com
relacdo a producédo de pigmentos em meio e no micélio aéreo, na textura e taxa de
crescimento micelial foram constatadas quando isolados foram armazenados durante
um periodo de seis anos (Rotem, 1966). No presente estudo, dois isolados obtidos de
tomateiro e cinco isolados oriundos de batateira, de diferentes locais, foram coletados
ha quase seis anos. E possivel que parte da variabilidade tenha sido influenciada pelo
tempo de armazenamento. No entanto, este fator ndo invalida as conclusbes desse
trabalho uma vez que estes isolados apresentaram variagbes semelhantes as

observadas para os isolados que foram obtidos recentemente.
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Além das varidveis taxondmicas consideradas importantes e que foram utilizadas
para a proposicdo da espécie A. tomatophila, no presente trabalho foram avaliados
outros atributos com o propdsito de coletar maior nimero de evidéncias para suportar
ou ndo a hipbtese. As outras caracteristicas do patdgeno, que foram utilizadas neste
estudo foram: coloracdo e textura do micélio aéreo, pigmentacdo difundida no meio e
crescimento micelial. Em gera, ndo houve diferencas entre as variaveis quando
isolados de A. solani oriundos de tomateiro foram comparados aqueles oriundos de
batateira. Investigar detalhadamente as populacdes brasileiras de A. solani é
importante, pois outros autores, baseados nestas e em outras caracteristicas, sugeriram
indicios de especiadizacdes por hospedeiro nestas populacBes (Fancelli, 1991;
Scheuermann et al., 2004). No trabalho conduzido por Fancelli (1991), foram
verificadas variagbes dos isolados quanto as caracteristicas culturais. Por outro lado,
no presente trabalho, diferencas entre os isolados obtidos de tomateiro e batateira s6
foram confirmadas quanto ao crescimento micelial e esporulacdo. N&o ha, no entanto,
registro na literatura micolgica do uso de tal caracteristica (habilidade de crescimento
micelial), isoladamente, como critério para a separacdo de espécies. Ademais, a
caracteristica de esporular € bastante varidvel em populacfes de A. solani. Portanto,
ndo foram agui obtidos evidéncias da ocorréncia de isolados da espécie de A.
tomatophila no Brasil. Os conidios de A. tomatophila apresentam dimensbes bem
maiores e normamente um Unico bico que comecga abruptamente no final do corpo
(Simmons, 2000). Estas caracteristicas contrastaram com os conidios de A. solani
isolados de tomateiro evidenciados neste estudo. Os conidios apresentaram dimensdes
menores (comprimento e largura), presenca de um ou mais de um bico, que comeca
gradualmente quando termina o corpo do conidio, caracteristicas estas tipicas da
espécie A. solani.

Ha variabilidade entre isolados brasileiros de A. solani e a hip6tese de existéncia
de especificidade por hospedeiros € plausivel. Porém, se houver especificidade, trata-
se de variagdo infraespecifica, ou sgja, diferencas quanto a agressividade entre
individuos de subpopulagBes de A. solani quando associados a tomateiro ou a
batateira. Estas diferencas sdo importantes e poderdo contribuir para um eventual
processo de especiacdo. No entanto, para investigar esta possibilidade, sdo necessarios
estudos para quantificar a variabilidade patogénica, por meio de componentes
epidemiol 6gicos. Com base nas caracteristicas morfofisiol 6gicas avaliadas no presente
estudo, pode-se concluir que ndo ha evidéncias em favor da separacéo taxonémica de

isolados de A. solani obtidos de batateira e de tomateiro, ao nivel de espécie.
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CAPITULO 2

AGRESSIVIDADE DE ISOLADOS DE Alternaria solani DE BATATEIRA E
TOMATEIRO

1. INTRODUCAO

Com a quantificacéo da variabilidade quanto a agressividade em populacfes de
fitopatdgenos obtém-se informagdes Uteis para elucidar questbes epidemiol bgicas de
cardter aplicado, bem como informacfes de aspectos evolutivos, de cardter mais
basico. Por exemplo, diferencas de agressividade entre individuos de uma mesma
espécie, obtidos de diferentes espécies de plantas hospedeiras, podem implicar em
distintos niveis de intensidade da epidemia, conforme a espécie hospedeira. Nestes
casos, 0 manegjo da doenca pode ser diferenciado em funcdo da combinacdo gendtipo
do patdégeno-hospedeiro, conforme ja& demonstrado ocorrer no patossistema
Phytophthora infestans x batateira (Solanum tuberosum) (Kato et al., 1997). Dentre as
implicagdes evolutivas da variabilidade, tem-se a possibilidade do estabelecimento de
populacdes com especificidade para hospedeiros, nas quais eventuais processos de
especiacao poderiam ocorrer em longo prazo (Peever et al., 2000).

A pinta preta da batateira e do tomateiro, causada pelo hifomiceto Alternaria
solani Sorauer, é uma doenca destrutiva em praticamente todos os locais onde as
espécies suscetivels sdo cultivadas (Rotem, 1994). O patdgeno reproduz-se
assexuadamente e, conforme mencionado, afeta mais de uma espécie de planta
InvestigacOes preliminares da estrutura genética da populacéo de A. solani no Brasil,
com base em marcador molecular (RAPD), sugerem haver diferenciacdo genética
entre as populacdes de A. solani que afetam tomateiro e batateira (Scheuermann et al.,
2004). Porém, para que conclusdes mais seguras possam ser obtidas € necess&rio
determinar se ha diferencas patogénicas importantes que corroborem a possivel
especializagao por hospedeiro.

A determinacdo da ocorréncia ou ndo de especializacdo por hospedeiros podera
contribuir para melhorar o manegjo da doenca, caso hgja diferencas epidemioldgicas
relevantes. Ha no Brasil, uma Unica populacdo de A. solani capaz de afetar, com
mesma agressividade, diferentes hospedeiros ou ha subpopulacdes distintas que
interagem de forma diferenciada conforme a cultura? Caso haja subpopulactes

especificas para os respectivos hospedeiros, outra questdo de interesse seria: ha

36



diferencas epidemioldgicas importantes que justifiquem o manegjo diferenciado da
doenca? Para responder a estas perguntas, € necessario quantificar a variabilidade
guanto a agressividade na populacéo do patdgeno.

Variacbes quanto a agressividade de isolados de A. solani provenientes de
batateira sdo conhecidas desde os primeiros trabalhos com o patdgeno (Bonde, 1929).
Em estudo, realizado em meados do século XX, com 180 isolados monoconidiais de
A. solani de tomateiro, constataram-se variacBes quanto a agressividade em espécies
de Solanum, com diferentes niveis de resisténcia ao patdgeno (Henning & Alexander,
1959). Ao andlisar a agressividade de isolados de A. solani oriundos de tomateiro,
batateira e berinjela, observou-se que, nos diferentes hospedeiros, ou em condicbes
diferentes do mesmo hospedeiro (plantulas, foliolos destacados ou plantas adultas), a
inoculagdo de cada isolado resultou em graus variados de agressividade (Rotem,
1966). No mesmo estudo, verificou-se que alguns isolados tinham suas agressividades
reduzidas, enquanto outros permaneciam estéveis, quando armazenados durante cinco
anos. Constatou-se ainda que, isolados que tiveram a agressividade diminuida eram
instaveis em suas caracteristicas culturais, enquanto isolados estaveis quanto a
agressividade, também os eram nas suas caracteristicas culturais. Concluiu-se que as
mudancas nas caracteristicas culturais estavam associadas a uma possivel degeneracdo
dos isolados quanto a agressividade (Rotem, 1966).

Diversos autores tém verificado especializagcdo patogénica de populacdes de A.
solani quanto a hospedeiros na familia Solanaceae (Jones & Darling, 1953; Fancelli,
1991; Weir et al., 1998). Maior distncia genética ocorreu entre os grupos de isolados
provenientes de diferentes hospedeiros do que dentro de cada um dos grupos (Weir et
al., 1998). Adicionamente, isolados oriundos de batateira foram menos agressivos que
0s provenientes de tomateiro, quando ambos os grupos de isolados foram inoculados
em gendtipos de tomateiro. Fato similar ocorreu para isolados brasileiros de A. solani
(Bbveda, 1986; Fancelli, 1991; Castro et al., 2000). Sintomas tipicos da pinta preta em
hastes de tomateiros foram causados apenas por isolados obtidos de tomateiro
(Fancelli, 1991). Isolados obtidos de batateira, quando inoculados em tomateiro
induziram sintomas atipicos, como a auséncia de lesdes na haste e necroses pardo-
claras nas folhas, sem os circulos concéntricos (Fancelli, 1991). Com base nestas
diferencas, sugeriu-se a nomenclatura A. solani f. sp. lycopersici para os individuos
que afetam tomateiro e A. solani f. sp. solani para isolados de batateira (Fancelli,
1991). Essas diferencas de agressividade entre isolados de A. solani oriundos de

tomateiro e os de batateira sugerem a possibilidade de haver especializacdo por
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hospedeiro nas populacbes do patdgeno. Entretanto, neste estudo, o nimero de
isolados avaliados foi pequeno. Apenas dois isolados oriundos de batateira e dois de
tomateiro foram utilizados no trabalho de Fancelli (1991) e poucas varidveis
relacionadas a agressividade foram quantificadas.

Os componentes epidemioldgicos podem ser utilizados para caracterizar as
diferencas de agressividade entre isolados de A. solani (Henning & Alexander, 1959;
O'Leary & Shoemaker, 1983; Pelletier & Fry, 1990; Castro et al., 2000). A
quantificacdo dos eventos relacionados a patogénese (adesdo, penetracdo, germinacao,
colonizagdo e multiplicacdo), que tém implicacdo epidemiolégica e que estdo
associados aos atributos de adaptabilidade do patégeno, possibilita o estudo detalhado
de diferencas entre isolados e, portanto, sua caracterizagdo quanto a variabilidade
patogénica (Bonde, 1929; Rotem, 1966; Rotem, 1994).

Escassos sdo 0s relatos sobre a variagdo na freqiiéncia de infecgdo (FI - nimero
de lesbes por conidios germinados). Normalmente, esta variavel € quantificada em
estudos de caracterizac8o da resisténcia de cultivares a pinta preta (Pelletier & Fry,
1990; Dita Rodriguez et al., 2006). No entanto, a FI € variavel importante para
quantificar a agressividade (Parlevliet, 1979), pois esta associada a taxa reprodutiva do
patdgeno, e variacbes entre isolados de A. solani obtidos de tomateiro j& foram
relatadas (Higgins, 1952). Periodo de incubacdo (Pl) e periodo latente (PL) séo
comumente utilizados para caracterizacdo da variabilidade em espécies de Alternaria
(Michereff et al., 2003). Contudo, para isolados de A. solani obtidos no Brasil, estas
varidveis ainda ndo foram mensuradas. Também ndo ha relatos do uso da variavel
tamanho de lesdo (TL).

Em sintese, apesar de a variabilidade quanto a agressividade ter implicactes
importantes para 0 mangjo da pinta preta, ha poucos trabalhos conduzidos com
isolados brasileiros de A. solani nos quais componentes epidemiol 6gicos tenham sido
adequadamente quantificados.

O objetivo deste trabalho foi 0 de contribuir para o preenchimento desta lacuna e
verificar se ha especializacéo por hospedeiro em populacdes de A. solani que causam a
pinta preta em batateira e tomateiro. Para tal, inocularam-se batateiras e tomateiros
com os isolados obtidos de cada um destes hospedeiros e quantificaram-se 0s
componentes epidemiolégicos. Testou-se a hipétese de ndo haver diferencas de
agressividade entre os isolados de A. solani oriundos de batateira e de tomateiro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo e manutencao dos isolados de Alternaria solani

Utilizaram-se oito isolados oriundos de batateira e oito de tomateiro, coletados
em 2004 e 2005, em diferentes éreas produtoras (Tabela 1). Das amostras coletadas no
campo, procedeu-se ao isolamento direto quando havia conidios nas lesdes. Para tal,
com um estilete, a0 microscopio estereoscopico, retiraram-se conidios do patdgeno
destas lesdes e transferiram-se 0os mesmos para placas de Petri, contendo o meio BSA
(batata-sacarose-agar). Quando ndo havia esporulagéo, procedeu-se ao isolamento das
lesdes (adaptado de Tuite, 1969).

Para a preservacdo dos isolados, depositaram-se discos com as estruturas do
patdgeno, sobre fragmentos de papel filtro (aproximadamente 1 x 1 cm), previamente
esterilizados, dispostos sobre BSA, e mantidos em incubadora sob luz continua a
25°C. Apds crescimento sobre os fragmentos, as hifas foram retiradas das placas e
armazenadas a -80°C em envel opes esterilizados de papel (Rodrigues et al., 2005).

Para obter colénias esporulantes, os fragmentos de papel filtro colonizados
foram retirados do congelador e depositados em erlenmeyers de 250 mL, contendo 50
mL do meio liquido V8 (200 mL/L de suco de vegetais V8%, 800 mL de &gua
destilada) suplementado com sulfato de estreptomicina (16,66 mg/L) e cloranfenicol
(25 mg/L), os quais foram mantidos sob agitacdo (110 rpm), no escuro a temperatura
ambiente (25 a 28°C). Ap6s 7 dias, o micélio produzido foi triturado em Politron® a
4000 rpm, por 1 min. Da suspensdo obtida, aliquotas de 10 mL foram vertidas em
BSA em placas de Petri, mantidas sem tampas, sob 6 |ampadas de luz negra 40W
(Sylvania®-1,20m de comprimento, distancia de 3cm entre si e posicionadas a 30cm
de altura das placas) por 60 h, em regime de fotoperiodo de 12 h (Rodrigues et al.,
2005).

Apobs a esporulacdo, obtiveram-se isolados monosporicos de cada cultura. Para
tal, adicionaram-se 10mL de &gua destilada esterilizada (ADE) a cada placa, as
colonias foram raspadas com escova de cerdas macias, filtrou-se a suspensdo obtida
em camada dupla de gaze e se retirou uma aiquota de 1,0 mL (0,1%), que foi
espalhada em meio agar-agua (17 g de agar, 1000mL de &gua destilada) em placas de
Petri. As placas foram mantidas sob luz continua a 25°C. Apés 12 h, os conidios

germinados foram transferidos, a0 microscopio estereoscopico (80X), para BSA
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suplementado com 100 mg/L de estreptomicina e 100 mg/L de cloranfenicol, em
placas de Petri.

Tabela 1 — Isolados de Alternaria solani utilizados nos experimentos,

Cddigo Hospedeiro Procedéncia Data da coleta
ASI1B Batateira Conselheiro Lafayete (MG) 06/2004
AS2B Batateira Domingos Martins (ES) 06/2004
AS5B Batateira Marechal Floriano (ES) 01/2005
AS8B Batateira Bueno Branddo (MG) 06/2004
AS10B Batateira S30 Francisco de Paula (RS) 04/2005
AS11B Batateira Araxa (MG) 01/2005
AS12B Batateira Ibia(MG) 01/2005
AS15B Batateira Contenda (PR) 04/2005
AS3T Tomateiro Alfredo Wagner (SC) 03/2005
ASAT Tomateiro Domingos Martins (ES) 01/2005
ASET Tomateiro Vigosa (MG) 06/2004
ASTT Tomateiro Pelotas (RS) 05/2005
ASOT Tomateiro Sumidouro (RJ) 02/2005
AS13T Tomateiro Ibitina (SP) 01/2005
AS14T Tomateiro Araucéria (PR) 04/2005
AS16T Tomateiro Timbé (SC) 01/2005

2.2. Quantificacdo de componentes epidemiol dgicos

Utilizaram-se colOnias de A. solani com esporulacéo abundante, com 8 dias de
idade, para preparo da suspensdo de indculo. A cada col6nia, adicionaram-se 10mL de
ADE (&gua-destilada esterilizada) contendo 0,01% de Tween 20 e redizou-se a
raspagem com escova de cerdas macias. O lavado foi vertido através de camada dupla
de gaze, recolhido em um béquer e se gjustou a concentrago da suspensdo para 10°
conidios/mL (Nunes, 1983; Dita Rodriguez et al., 2006).

Foram utilizados tomateiros ‘ Santa Clara’, com 45-55 dias de idade (Castro et
al., 2000) e batateiras cv. ‘Monalisa’, com aproximadamente 50 dias de idade (Dita
Rodriguez et al., 2006). As plantas foram cultivadas em vasos, contendo solo
misturado com areia e esterco de curral (3:1:1), previamente esterilizado com brometo
de metila. Todos os tratos culturais (aplicagdo de inseticidas e fungicidas, desbaste
etc.), foram realizados sob condic¢des de casa de vegetacao.

Foliolos de tomateiro e batateira foram inoculados na superficie adaxial, por
atomizacdo, para quantificacdo da frequiéncia de infeccéo, ou por deposicdo de gota da
suspensao de conidios, de cada isolado, para os demais componentes. Na inocul acéo,

pulverizou-se a suspensdo com atomizador DeVilbiss em todas as folhas das plantas.
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Na inoculacdo por gota, depositaram-se quatro gotas da suspensdo de indculo, na
superficie adaxial de quatro foliolos do terco inferior e em quatro do terco
intermediario de cada planta. Parafacilitar a aderéncia da gota no ponto de inocul acéo,
a suspensdo conidial foi suplementada com gelatina (sem sabor incolor) a 1% (p/v)
(Dita Rodriguez et al., 2006).

Os isolados obtidos de tomateiro foram inoculados em tomateiros e batateiras e o
mMesmo ocorreu para os isolados obtidos de batateira. Depois de inoculadas, as plantas
foram mantidas a 25°C, em cédmara Umida, constituida de sacos de polietileno
umedecidos internamente com agua destilada. Apds 12 h, os sacos plasticos foram
removidos e as plantas foram transferidas para casa de vegetacéo.

Os experimentos para determinacéo do periodo de incubacdo e fregiéncia de
infeccdo foram repetidos duas vezes. Entretanto, 0s experimentos para a
determinacdo do periodo latente e tamanho de lesdes foram repetidos apenas uma

vez, devido a dificuldades na obtencdo de esporulacdo em condicdes in vivo.

2.2.1. Freguéncia de infecgdo

Para quantificar a freqiéncia de infeccdo (FI), em cada um dos oito foliolos
avaliados por planta, colocou-se uma laminula (18 x 18 mm), e atomizou-se a
suspensdo de conidios na face adaxial. Ap6s a inoculacdo, a laminula foi retirada,
depositada sobre Iamina contendo uma gota de lactofenol e, ao microscépio de luz
(100X), determinou-se o numero de conidios depositados. As plantas inoculadas
foram cobertas com sacos de polietileno e mantidas a 25°C. Ap6s 12 h, os sacos
plasticos foram retirados e as plantas foram levadas para casa-de-vegetacdo. Apds o
aparecimento de sintomas tipicos da pinta preta, entre o terceiro e sétimo dia apos a
inoculacdo, os foliolos foram removidos da planta, 0 nimero de lesdes foi contado e a
areado foliolo quantificada utilizando-se o programa QUANT (Valeet al., 2002).

O ndmero de conidios depositado por foliolo foi estimado com base na érea do
foliolo, descontados 3,24 cm? (&rea protegida pela laminula), multiplicada pelo
nimero de conidios/cm? obtido pela contagem na laminula (Rodrigues et al., 2005). A
FI foi definida como a razdo entre o niumero de lesbes pelo nimero de conidios
depositados na &reainoculada.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados, com cinco repeticoes

no tempo. Cada unidade experimental foi constituida por uma planta, em esguema
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fatorial 2 x 16, onde os fatores estudados foram: 2 hospedeiros e 16 isolados de A.

solani.

2.2.2. Periodos deincubacéo e latente

O periodo de incubacdo (Pl) foi definido como o tempo entre a inoculagdo e o
aparecimento dos sintomas. As avaliacOes iniciaram-se 12 h apds a inoculacdo e
consistiram de observacdes diarias dos sintomas as 8:00, 16:00 e 21:00 h. O Pl para
cada isolado foi considerado completado quando se detectaram lesdes em pelo menos
dois dos foliolos inoculados em cada terco da planta.

O periodo latente (PL) foi definido como o tempo entre a inoculagdo e o
aparecimento dos sinais. Quatro foliolos, distintos dos que foram avaliados para Pl,
foram inoculados para avaliar o PL. ApGs aparecimento de sintomas, os foliolos foram
destacados das plantas e transferidos para cdmara Umida constituida de caixas tipo
gerbox (dois foliolos/gerbox). Para manutencdo de alta umidade relativa, depositou-se
chumaco de algoddo umedecido com é&gua destilada em cada gerbox. Os gerboxs
contendo os foliolos foram mantidos a temperatura ambiente (21,4 a 27,3°C). A partir
de 12 h da deposicdo dos foliolos nos gerboxs, foram realizadas observactes
regularmente as 10:00 e 22:00 h. As lesdes foram observadas ao microscopio
estereoscopico para deteccdo da presenca de estruturas do patdgeno. O PL foi
considerado completado, quando observada ao menos uma lesdo com conidios de A.
solani, em pelo menos dois dos foliol os inocul ados.

O delineamento experimental dos ensaios de Pl e PL foi blocos casualizados,
com cinco repeticdes no tempo, em esquema fatorial 2 x 16, onde os fatores estudados
foram: 2 hospedeiros e 16 isolados de A. solani. Cada unidade experimental foi
constituida por uma planta para 0 ensaio de Pl ou um gerbox com 2 foliolos para o

ensaio de PL.
2.2.3. Tamanho delesdo

Para os mesmos foliolos utilizados no experimento anterior avaliou-se o
tamanho da lesdo. Depois de completado o PL, quatro lesdes foram medidas, com uma

régua, em dois sentidos perpendiculares, obtendo-se o comprimento e largura das

lesBes. A média de duas medidas foi utilizada para estimar o valor do diametro médio.
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O delineamento experimental foi blocos casualizados, com cinco repeti¢cdes no
tempo. Cada unidade experimental foi constituida por um gerbox com 2 foliolos, em
esguema fatorial 2 x 16, onde os fatores estudados foram: 2 hospedeiros e 16 isolados
de A. solani.

2.3. Andlises estatisticas

Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia e as comparagoes,
definidas a priori, entre médias de grupos de isolados de A. solani oriundos de
tomateiro e batateira foram realizadas por andlise de contraste. As pressuposi¢coes para
andlise de variancia foram avaliadas com base em teste de normalidade dos erros e
padréo de gréficos de residuos. Para os experimentos de Pl e PL, os dados foram
transformados pararaiz quadrada e os ensaios foram analisados separadamente.

Para Pl e PL, os modelos lineares (PROC GLM) e FI e TL (PROC GENMOD),
foram gjustados com auxilio do programa The SAS System versdo 8.0. Para Fl e TL,
assumiu-se que os dados seguiam distribuicdo de Poisson e a funcdo de ligacdo

utilizadafoi log (modelo log linear).



3. RESULTADOS

No periodo de execucao do experimento, as médias das temperaturas minima e
maxima na casa-de-vegetacdo foram 13,6 e 31,0°C, respectivamente. As médias dos

valores de umidade relativa minimas e maxima foram 42,6 e 91%, respectivamente.

3.1. Frequiéncia de infeccdo

Para a fregiiéncia de infeccéo (FI), em ambos 0s ensaios, a interacdo isolados X
hospedeiros e os fatores principais (isolados e hospedeiros) ndo foram significativos.
O vaor médio de Fl, no primeiro e segundo ensaios, para os isolados de A. solani
obtidos de tomateiro (8,7x10 e 6,1x107, respectivamente) ndo diferiu da média dos
isolados obtidos de batateira (9,1x10? e 7,4x107?, respectivamente) (Tabelas 2, 3 e 4).

3.2. Periodos deincubacéo e latente

Em ambos os ensaios para o periodo de incubacdo (Pl), a interacdo isolados X
hospedeiros e o fator principal hospedeiros ndo foram significativos. No primeiro
ensaio, houve efeito significativo de isolados (P = 0,014), porém, este fator ndo foi
significativo no segundo ensaio. Em ambos 0s ensaios, o valor médio do Pl para os
isolados de A. solani obtidos de tomateiro ndo diferiu da média dos isolados obtidos
de batateira (Tabelas 2, 3 e 4).

Para o periodo latente (PL), a interacdo isolados x hospedeiros e ambos 0s
fatores principais (isolados e hospedeiros) ndo foram significativos. O valor médio de
PL para os isolados de A. solani obtidos de tomateiro (305,6 h) ndo diferiu da média
dos isolados obtidos de batateira (273,8 h) (Tabelas 2, 3 e 4).

Alguns foliolos inoculados senesceram antes que o periodo latente fosse

completado.



3.3. Tamanho delesdo

Os fatores principais (isolados e hospedeiros) e a interagdo isolados X
hospedeiros ndo foram significativos. O valor médio de TL para os isolados de A.
solani obtidos de tomateiro (0,13 cm) ndo diferiu da média dos isolados obtidos de
batateira (0,11 cm) (Tabelas 2, 3e 4).

Tabela 2- Vaores médios (obtidos de cinco repeticbes) e desvio padrdo (entre
parénteses) dos componentes epidemioldgicos determinados para isolados de

Alternaria solani, inoculados em batateira, no primeiro e segundo ensaios.

| solados Ensaio 1 Ensaio 2
Frequénciade I_Derlodo 96 Periodo latente Taman~ho de Frequéncia de I_Derlodo 96
infeccio* incubagéo ) lesdo infeccio* incubagéo
(h) (cm) (h)
ASIB 4,37x10°2 309 244%* 0,12 6,55x10° 192,40
(0,0535) (204,89) ) (0,31) (0,0479) (111,12)
ASB 5,30x10° 119,60 256 0,14 3,89x10°2 258,44
(0,0960) (34,12) (44,90) (0,37) (0,0599) (177,63)
ASST 8,14x10°2 135,10 232,50 0,09 6,01x107 185,55
(0,1030) (98,16) (67,65) (0,21) (0,0974) (104,24)
ASAT 7,07x10°2 322,50 280%* 0,04 5,28x10° 379,71
(0,1932) (157,34) ) (0,08) (0,0894) (125,19)
ASSE 3,18x10? 152 208** 0,20 7,24x10° 288,67
(0,5338) (122,65) ) (0,44) (0,1137) (163,12)
ASST 1,18x10*! 245,67 340** 0,23 1,53x10°7 324
(0,2222) (122,83) ) (0,49) (0,0311) (166,04)
ASTT 7,36x10°2 140,20 - 0,17 2,68x10°> 284,86
(0,1113) (69,66) (0,30) (0,0625) (136,03)
ASSE 6,83x10°> 230,80 R 0,05 3,76x10°2 398
(0,1883) (43,65) (0,12) (0,0993) (169,70)
ASOT 1,19x10* 290,44 268** 0,14 1,02x10*1 273,43
(0,2493) (245,96) ) (0,29) (0,1684) (135,99)
ASI10B 8,82x10°2 205,14 R 0,09 1,07x10? 143
(0,2411) (111,40) (0,19) (0,2202) (31,26)
AS11B 5,39x10° 303 R 0,17 1,39x10? 266
(0,1473) (145,26) (0,36) (0,2574) (105,98)
ASIZB 7,30x10° 350 R 0,01 2,91x107 431,60
(0,0088) (194,16) (0,03) (0,0491) (203,43)
ASIST 1,92x10? 170,80 R 0,03 3,96x10°2 334
(0,5483) (105,16) (0,07) (0,0918) (155,85)
ASLAT 1,86x10* 286,50 292%* 0,09 7x10° 384,67
(0,3336) (169,33) ) (0,12) (0,0271) (115,31)
ASISB 3,64x107 162,50 R 0,07 6,09x107 385,55
(0,0998) (70,17) (0,18) (0,0688) (136,01)
AS16T 8,68x10°> 212,30 296 0,04 1,38x10? 256,67
(0,1587) (149,62) (6,93) (0.19) (0,1520) (165.02)

* média do nimer o de lesBes /nimer o de conidios depositados na &rea inoculada; ** valores
obtidos de apenas umarepeticdo - valor ndo obtido.
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Tabela 3- Vaores médios (obtidos de cinco repeticdes) e desvio padréo (entre
parénteses) dos componentes epidemioldgicos determinados para isolados de
Alternaria solani, inoculados em tomateiro, no primeiro e segundo ensaio.

I solados Ensaio 1 Ensaio 2
Fregiiénc Periodo de Periodo Tamanho de A Periodo de
requéncia de . = = Freguéncia . =
infeccio* incubagéo latente lesdo de nfeccao® incubag&o
, (h) (h) (cm) : (h)
ASIB 6,72x10° 130,40 244 0,16 1,36x10 205,20
(0,0880) (53,81) (63,50) (0,25) (0,1603) (77,51)
ASB 8,02x10°2 139,78 296,67 0,12 1,02x10? 283,33
(0,1203) (61,12) (55,15) 0,21) (0,1823) (213,98)
ASST 4,50x107 182 382 0,12 9,38x107 248,67
(0,0610) (81,60) (195,16) (0,21) (0,1438) (247,39)
ASAT 6,70x10° 210,20 268** 0,18 2,36x107 271,60
(0,0164) (100,19) ) (0,24) (0,0493) (181,23)
ASSE 1,67x10? 154,80 352 0,23 6,42x10°> 269
(0,2670) (77,22) (152,73) (0,39) (0,1062) (142,24)
ASST 1,98x107? 140 252 0,26 3,64x10-2 303
(0,0416) (92,25) (27,71) (0,38) (0,0868) (165,47)
ASTT 1,05x10*" 185,40 292,67 0,27 1,50x10" 260,22
(0,3659) (121,81) (61,00) (0,40) (0,2129) (138,09)
ASSE 2,60x10°2 214,67 R 0,03 2,94x10°2 290,80
(0,0454) (74,92) (0,11) (0,1061) (103,78)
ASOT 5,53x10-2 222 454 0,09 8,93x107 292,67
(0,0686) (116,27) (76,37) (0,17) (0,1866) (132,17)
ASIOB 3,88x107 112,50 296 0,14 6,86x10° 142
(0,0489) (46,95) (122,57) (0,21) (0,0940) (149,10)
AS11B 1,41x10-! 162,50 R 0,19 8,59x10° 248,67
(0,3339) (145,12) (0,19) (0,1919) (84,91)
ASIZB 4,30x10° 155,10 256** 0,02 1,27x10* 244,86
(0,0121) (97,17) ) (0,08) (0,3063) (104,04)
ASI3T 9,73x107 219 R 0,06 2,91x107 319,142
(0,3287) (133,19) (0,15) (0,0695) (76,79)
ASLAT 3,28x10°2 160,44 418 0,10 2,28x10°> 207,33
(0,0827) (67,72) (93,34) (0,20) (0,0817) (52,68)
ASI5B 1,12x10* 115,40 R 0,07 3x107 249
(0,2277) (44,54) (0,10) (0,0769) (63,56)
ASI6T 1,50x10" 164,80 280,67 0,11 5,09x107 210
(0,2789) (63,77) (67,89) (0,26) (0,0974) (88.05)

* média do nimer o de lesBes /nimer o de conidios; ** valores obtidos de apenas uma r epeticéo
- valor néo obtido.

Tabela 4- Resumo dos val ores médios dos componentes epidemiol 6gicos de isolados
de Alternaria solani obtidos de batateira e de tomateiro

Componente Batateira Tomateiro
epidemioldgico Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 1 Ensaio 2
Fregliéncia de infeccéo* 9,10x10? 7,40x10? 8,70x10 6,10x10?
Periodo de incubacdo (h) 179,56 269,68 200,83 282,76
Periodo latente (h) 273,79 - 305,55 -
Tamanho de lesdo (cm) 0,11 - 0,13 -

* nimero médio de lesdes /niimer o de conidios depositado por areainoculada;
- =valor néo obtido.
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4. DISCUSSAO

N&o houve diferenca de agressividade entre isolados de A. solani obtidos de
batateira e de tomateiro. Concluiu-se que isolados de A. solani sdo igualmente
agressivos quando inoculados no hospedeiro de origem ou em outra solandcea. A
aparente auséncia de diferencas quanto a agressividade sugere que as chances de haver
especializagao por hospedeiros nas populagdes de A. solani analisadas sdo baixas.

Em varios estudos, a questdo da especificidade por hospedeiro foi abordada, e
os resultados divergentes. A especidizacdo foi constatada em alguns trabalhos
(Fancelli, 1991; Martinez et al., 2004; Scheuermann et al., 2004), enquanto que em
outro, A. solani foi considerado como patégeno inespecifico (Neergaard, 1945). A
especializacdo fisiolégica reportada e a proposicdo de formae specialis para 0s
isolados de A. solani obtidos de tomateiro por Fancelli (1991) basearam-se em
critérios subjetivos, como a formacdo ou ndo de sintomas “tipicos’, e em
caracteristicas fenotipicas (capacidade de hidrolisar amido, freqliéncia de colonias
com setores resistentes a fungicidas, esporulacéo in vitro e diferencas sorolégicas e
eletroforéticas) que ndo necessariamente refletem diferencas de agressividade.
Ademais, 0 nimero de isolados avaliados foi pequeno e a representatividade
questionavel. No presente estudo, a quantificagdo de varios componentes
epidemiologicos e o0 uso de isolados obtidos de diferentes locais, tornou a
confiabilidade dos resultados maior. Nos poucos trabal hos realizados no Brasil em que
se quantificaram componentes epidemiol 6gicos, o proposito foi quantificar niveis de
resisténcia (Nunes, 1983; Dita Rodriguez et al., 2006). N&o se encontrou na literatura
nenhum estudo no Brasil de variabilidade e quantificacéo de agressividade de A.
solani por meio de componentes epidemioldgicos com amostragem adequada. Por
isso, € razoavel aceitar que as evidéncias de que a populacdo de A. solani no Brasil
sgja inespecifica para tomateiro e batateira, obtidas neste trabalho sdo mais confiaveis
gue as obtidas em estudos anteriores.

A auséncia de diferencas de agressividade entre grupos de isolados obtidos de
batateira e os de tomateiro dificulta o desenvolvimento de populagbes com
especificidade para hospedeiros. No processo de especiagdo, diferencas de
agressividade contribuem para que ocorra isolamento reprodutivo e desenvolvimento
de espécies distintas. Como tais diferencas ndo foram observadas a existéncia de A.
tomatophila, como espécie separada de A. solani e especifica para tomateiro parece

pouco provavel. No Brasil, € comum a coexisténcia de cultivos de tomateiros e de
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batateiras em uma regido. Nestas circunstancias, o desenvolvimento de uma nova
espécie é dificultado, pois o isolamento geografico pode ndo ser forte o suficiente para
prevenir o isolamento genético-reprodutivo. Neste caso, a especiacdo transcorreria por
um processo simpaétrico, no qua diferencas de agressividade e especializagdo por
hospedeiros seriam particularmente importantes (Gudelj et al., 2004; Giraud et al.,
2006). Contudo, 0 processo simpatrico € tido como controvertido e, ademais, a
auséncia de diferencas de agressividade relatada aqui dificultaria, em muito, o
surgimento de uma nova espécie. Adicionamente, a auséncia de diferencas
morfofisioldgicas entre isolados obtidos de tomateiro e de batateira, corrobora a
existéncia de uma unica populacdo da espécie morfolégica A. solani que afeta
tomateiro e batateirano Brasil.

InformacBes sobre especidizacdo do patdbgeno e o0 monitoramento de
agressividade sdo Uteis para o desenvolvimento de estratégias de controle da pinta
preta (Martinez et al., 2004). Isolados de A. solani oriundos de tomateiro ou de
batateira podem infectar e causar epidemias em ambos os hospedeiros. Indculo
proveniente de restos culturais ou de plantas infectadas, de qualquer das duas espécies
estudadas, pode contribuir para epidemias de pinta preta em tomateiro ou em batateira.
Considerando apenas a agressividade do patdégeno, ndo é possivel propor maneo
diferenciado da doenca conforme a combinacdo da populacdo patdgeno-hospedeiro.
Porém, ainda € necessario avaiar se os isolados que afetam, um dos hospedeiros
diferem daqueles que afetam o outro, quanto aos requerimentos ecol dgicos tais como:

temperatura, molhamento foliar, sensibilidade a fungicidas, entre outros.
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5. CONCLUSOESGERAIS

1. N@o houve diferenca entre isolados de batateira e tomateiro quanto as

caracteristicas morfoldgicas e fisiol égicas estudadas;
2. Variagoes entre isolados de A. solani oriundos de tomateiro e de batateira
guanto a agressividade estimada com base em componentes epidemiol dgicos ndo foi

detectada;

3. H& indicios fortes da existéncia de apenas uma espécie de Alternaria

causando pinta preta em tomateiro e batateirano Brasil: Alternaria solani.
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