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RESUMO

RODRIGUES, Tatiana Tozzi Martins Souza, M.S. Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro de
2005.Producéo in vitro de conidios infectivos de Alternaria solani. Orientador: Eduardo
Seiti Gomide Mizubuti. Conselheiros: Luiz Antonio Maffia e Onkar Dev Dhingra.

Esporulacdo de Alternaria solani € normamente escassa e facilmente paralisada quando
em cultivos in vitro. Foi obtido e validado um protocolo para induzir esporulacéo em A. solani
baseado em fragmentacdo e desidratacdo de micédlio. Para tal, quatro isolados oriundos de trés
municipios foram usados em ensaios de efeito da umidade, injuria do micélio, luz, fotoperiodo e
meio de cultura, na esporulacdo. Maior esporulagéo ocorreu quando se cresceram culturas de A.
solani em meio V8 sob agitacdo e triturou-se 0 micélio o qual foi vertido em placas com meio
BDA (pH=6,5). As placas sem tampa, para permitir a desidratagdo, foram mantidas a 25 + 2°C,
sob fotoperiodo de 12 h de luz negra por 60 horas. O protocolo foi validado com 20 isolados de
A. solani de diferentes hospedeiros, localidades, idades e modo de armazenamento.
Quantificaram-se a esporulacdo, germinacdo de conidios e infectividade do in6culo em tomateiro
e batateira. Todos os isolados esporularam, e a germinabilidade dos conidios foi superior a 96%.
Maiores valores de frequéncia de infeccdo ocorreram em foliolos do terco médio de batateira.
Para avaliar o efeito das repicagens sucessivas na esporulacdo, efetuaram-se 24 repicagem
periddicas, a cada 7 dias. Em cada repicagem, empregou-se o protocolo para induzir a
esporulacdo e se quantificou a producdo de conidios. Pelo menos uma das colbnias de cada

isolado esporulou até a 107 repicagem.



ABSTRACT

RODRIGUES, Tatiana Tozzi Martins Souza, M.S. Universidade Federa de Vigosa, February
2005. In vitro production of infectives conidia of Alternaria solani. Adviser: Eduardo Seiti
Gomide Mizubuti. Committee members. Luiz Antonio Maffiaand Onkar Dev Dhingra.

Sporulation of Alternaria solani is scarse and commonly reduced when the fungus is
cultivated in vitro. A procedure to induce sporulation based on mycelial fragmentation and
dehydration was developed and validated. Four isolates of A. solani were used in experiments to
assess the effects of moisture, mycelial wounding, light quality and photoperiod, and culture
media on conidia production. Sporulation was higher when the fungus was grown on V8 medium
at 25°C in darkness with agitation, followed be mycelium grinding and pouring to Petri dishes
containing PDA (pH 6.5). In addition, colonies were incubated at 25 + 2 °C under near
ultraviolet light and 12-hour photoperiod. The procedure was validated with 20 isolates of A.
solani from different hosts, places, ages, and storage conditions. Conidia production,
germination, and infectivity were quantified. All isolates sporulated and minimum conidia
germination was 96%. Inoculations with conidia suspension of all isolates resulted in lesions.
Infection frequency was highest when leaflets of the middle third of tomato plants were
inoculated. The effect of subculturing on A. solani sporulation was also assessed. After 24

subcultures, at every 7 days,
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1. Introducéo

O controle mais eficiente da pinta preta em tomateiro (Lycopersicon esculentum Mill.) e
batateira (Solanum tuberosum L.) depende de informacdes relativas aos aspectos basicos da
biologia de Alternaria solani e dainteracdo patégeno-planta. A geracdo destas informagdes, ndo
raro, requer conducao de experimentos em condic¢des controladas. No entanto, tais experimentos
sdo dificultados por limitagcBes na obtencdo de conidios e pela freqliente perda da capacidade de
esporulacdo do patégeno (Rotem, 1994). Muitos fungos se adaptam ao crescimento saprofitico
propiciado pela disponibilidade de nutrientes no meio de cultura e perdem a patogenicidade e,
ou, o potencial de esporular (Dhingra & Sinclair, 1995). Sem a producdo de esporos, inviabiliza-
Se a execugao de experimentos que requerem inoculacéo artificial, quantitativa e qualitativa, de
A. solani.

Em vérios trabalhos para obter a esporulacdo de A. solani, empregaram-se diferentes
niveis de temperatura, luz de comprimentos de onda distintos, meios de cultura e injdria do
micélio (Lukens & Horsfall, 1973; Shahin & Shepard, 1979; Vakalounakis et al., 1983; Ungaro
& Azevedo, 1986; Moretto & Barreto, 1995; DallaPriaet al., 1997; Fourtouni et al., 1998).

Induzir a esporulacdo, principamente por luz de diferentes comprimentos de onda, é
comumente recomendado. Ha relatos de inducdo por luz negra (“ near-ultraviolet- NUV”, ? = 320
a 400 hm) (Leach, 1962; Leach, 1967; Vakaounakis & Christias, 1981; Vakaounakis et al.,
1983; Dalla Pria et al., 1997) e luz fluorescente (? = 380 a 775 hm) (Lukens, 1960; Aragaki,
1961; Aragaki, 1964; Douglas & Pavek, 1970; Douglas, 1972; Ungaro & Azevedo, 1986;
Bdveda, 1986).

A inducdo de esporulacdo de A. solani é afetada pela interacdo de tratamentos com luz e
temperatura. Sob escuro continuo e luz continua, entre 15 e 23°C, ocorreu esporulagdo in vitro,
porém, acima de 23°C, somente as culturas mantidas no escuro esporularam, e a esporul agéo,

proximo a 30°C, foi reduzida (Aragaki, 1961). Em outro relato, a esporulagdo sd ocorreu em
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escuro continuo a 18°C, associado a injuria do micélio (Shahin & Shepard, 1979). Com injuria
do micélio, por meio de raspagem das hifas aéreas, ocorreu profusa esporulacdo em A. solani
(Moretto & Barreto, 1995). Apesar dos resultados diferirem quanto ao efeito do tipo de luz na
esporulacdo, em geral, A. solani forma conidiéforos, sob irradiacdo, e conidios, na auséncia de
luz (Lukens, 1960; Aragaki, 1964; Waggoner & Horsfall, 1969; Douglas, 1972; Bashi & Rotem
1976; Honda & Nemoto, 1984; Béveda, 1986).

Quanto ao requerimento nutricional, maior esporulacdo de A. solani normamente ocorre
em meios pobres em aglicar, hos quais a producdo de micélio é reduzida (Rotem & Bashi, 1969).
A adicéo de carbonato de calcio (CaCO3) ao meio de cultura pode favorecer a esporulacéo
(Shahin & Shepard, 1979), mas ndo estd bem definido se o efeito ocorre pelo aumento de pH ou
pelo fornecimento de calcio. Miller (1955) foi um dos primeiros a relatar o uso de CaCO;3; para
induzir esporulagdo in vitro em A. solani. O autor adicionou CaCO3; em meio V8 &gar para
aumentar o pH. Desde entdo, tem-se adicionado o CaCO; a diferentes meios para induzir
esporulacdo em espécies de Alternaria (Moretto & Barreto, 1995; Queiroz et al., 2004; Avila et
al., 2000; Vieira, 2004).

Extratos ou decoctos de folhas, frutos ou outras partes de planta podem suprir a
necessidade nutricional de patdégenos para esporular em meios de cultura, além de serem
adeguados para o0s procedimentos de repicagens sucessivas de coldnias armazenadas (Dhingra &
Sinclair, 1995). Em meio de suco de tomate, ocorreu producdo de esporos de Alternaria sp.
semelhante a obtida em meio V8-agar (Dalla Pria et al., 1997). Com a adicdo de extrato de
folhas de girassol ao meio de batata-dextrose-agar (BDA), obteve-se esporulacdo de A. alternata
superior aos meios BDA isoladamente e V8-4gar (Ungaro & Azevedo, 1986). Em A.
euphorbiicola, obteve-se producéo massal de esporos com meio de caldo de vegetais (CVA) e
amido de milho-Maizena® (Vieira, 2004).

Em condicdes controladas, a perda gradual da umidade do meio de cultura pode ser o

estimulo que induz a esporulagdo em Alternaria spp, como o observado na producdo massal de
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conidios de A. macrospora (Walker, 1980), A. cassiae (Walker, 1982; Avila et al., 2000) e A.
euphorbiicola (Vieira, 2004). Com a exposicdo do micélio a atmosfera ambiente, evitam-se
também acumulo de gas carbbnico (CO,) e déficit de oxigénio (O,), possiveis de ocorrer em
culturas em placas de Petri fechadas. Sabe-se que 0 aumento na concentracédo de CO, diminui a
producdo de conidioforos e conidios em A. solani (Lukens & Horsfall, 1973).

Em programa de pesquisa relacionado a epidemiologia e mangjo da pinta preta do
tomateiro e batateira, ha demanda constante de conidios. Apesar do volume de publicactes sobre
esporulacdo do patégeno, em geral as técnicas recomendadas obtem resultados divergentes ou
inconsistentes. Na maioria dos casos, conduziram-se trabalhos com apenas um isolado e nem
sempre se gquantificaram a viabilidade e a infectividade dos conidios provenientes de colonias
submetidas a estimulos para esporular. Face a esses problemas, neste trabalho quantificaram-se:
i- os efeitos da desidratacéo, da injuria do micélio, de diferentes meios de cultura, da luz, do
fotoperiodo e de repicagens periddicas na esporulacdo de A. solani in vitro, eii- a viabilidade e

infectividade de conidios de A. solani submetidos ao tratamento de inducéo de esporul agéo.



2. Material e M étodos

2.1. Procedimentos gerais

2.1.1. Obtencao e armazenamento dos isolados

Da colecdo de isolados de A. solani (Tabela 1), quatro, provenientes de diferentes
municipios, foram empregados nos experimentos 2.2 a 2.5, com excegdo do 2.2.1. Utilizaram-se
dois isolados monosporicos provenientes de tomateiro (AS04/002 e AS04/004) e dois de
batateira (AS04/001 e AS04/003).

Os isolados foram obtidos diretamente de lesdes, retirando conidios com auxilio de
estilete, sob microscopio estereoscopico. Os conidios foram transferidos para meio BDA em
placas de Petri (9 cm de didmetro). Da regido central de cada colonia formada, retirou-se um
disco de micélio (5 mm de didmetro), o qual foi depositado em meio BDA coberto com
fragmentos (1 x 1cm) de papel filtro esterilizado em placa de Petri. As placas foram mantidas a
25° C, fotoperiodo de 12 h e, ap6s 10 a 14 dias, os fragmentos colonizados foram retirados,

colocados em envelopes esterilizados e armazenados a -80°C.

2.1.2. Cultivo dosisolados

Para os isolados armazenados em papel filtro, dois fragmentos de papel colonizados com
o fungo foram transferidos para erlenmeyers de 250 ml contendo 150 ml do meio V8 (200 ml/I
de Suco de Vegetais V8%, 800 ml de &gua destilada), adicionado dos antibiéticos sulfato de
estreptomicina (50 ppm) e cloranfenicol (75 ppm). Para os isolados provenientes de outra forma
de armazenamento, foi necessério, inicialmente, o crescimento da col6nia em BDA em placa de
Petri. Apés 7 dias, transferiu-se 2 discos de micélio (5 mm) para erlenmeyers, como descrito
anteriormente. Todas as culturas foram mantidas sob agitacdo (110 rpm), no escuro, em

temperatura ambiente (25 a 27°C). Ap6s 7 dias, o micélio produzido foi triturado por 1 min,
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com auxilio do triturador Politron®, a 4.000 rpm. Este procedimento foi utilizado para producéo
de micélio para conducéo de todos 0s experimentos.

Da suspensdo de micélio, aliquotas de 10 ml foram vertidas em placas de Petri contendo
15 ml do meio V8 &gar/CaCOs (200 ml/I de Suco de Vegetais V8®, 800 ml de gua destilada, 16

g de agar, 3 g de CaCQs), pararealizacdo dos experimentos 2.2, 2.2.1 e 2.4,

2.2 - Esporulacdo em condicoes de desidratacéo

Compararam-se trés tratamentos: 1-placas de Petri com tampas e vedadas com filme
plastico; 2- placas com tampas, sem vedacdo e 3- placas sem tampas. As culturas foram
incubadas sob conjunto de duas |ampadas de luz negra (General Electric® Black Light - 40W ) e
duas de luz fluorescente (Sylvania® luz do dia— 40 W) com fotoperiodo de 12 h a 25 + 2°C. A
distancia entre as |ampadas foi de 5 cm e destas para as placas, 30 cm.

Apoés 3 dias de incubacdo, as placas foram inundadas com 10 ml de agua destilada
esterilizada (ADE) contendo 0,01% de Tween 20. A superficie da colénia foi escovada com
pincel, para remover os conidios e obter sua suspensdo (Foolad et al., 2000). Para quantificar o
nimero de conidios, colocou-se uma gota de 10yl em lamina de microscopia e, sobre a gota,
depositou-se uma laminula e a contagem do nimero de conidios foi feita com microscopio 6tico.
O numero de conidios/ml de suspensdo foi determinado, considerando-se o fator de diluicdo.

Essa forma de quantificacéo foi empregada em todos os experimentos.

2.2.1. Taxa de desidratacao em funcéo do tempo

Quantificou-se a taxa desidratacdo das coldnias dos isolados AS04/002 e AS04/004. Em
balanca analitica, pesou-se cada placa, antes e ap0s receber o meio de cultura e a suspenséo de
micélio. As placas com 0 meio e a suspensdo de micélio foram mantidas sem tampa, sob luz

negra, fotoperiodo de 12h, a25°C + 2. A cada 12 h, por 84 h, pesou-se cada placa. Utilizaram-se



20 repeticoes por isolado (uma placa= uma repeticéo). Plotou-se a massa do meio + suspensado

de micélio, em funcéo do tempo, para andlise descritiva da dinamica do processo.

2.3 - Esporulacdo com ou seminjuria do micélio

Transferiu-se um fragmento de papel filtro colonizado com A. solani para placa de Petri
contendo o meio V8 agar/CaCO;s. As culturas foram incubadas sob o mesmo regime de luz e
temperatura descritos em 2.2. Decorridos 7 dias, 0 micélio aéreo das col6nias foi retirado com
auxilio de uma lamina de bisturi. Em decorréncia da variacdo de crescimento das colénias, 0
diédmetro das mesmas foi medido em duas direcdes, perpendiculares uma a outra, e se calculou a
area da col6nia por meio daférmula da area do circulo.

Compararam-se quatro tratamentos. 1- placas com tampas e micélio sem injuria; 2-
placas com tampas e micélio com injuria; 3- placas com tampas e micélio sem injUria; e 4- placas
com tampas e micélio com injuria. A injariado micélio foi feita por meio de cortes com bisturi, a
cada 0,5cm, em toda a extensdo da coldnia, nos sentidos longitudinal e transversal. Apés a
injuria, as culturas retornaram a condicdo de incubacdo. Apos 3 dias, retiraram-se 0s conidios das

placas e se quantificou a esporulagéo.

2.4 - Esporulacéo em diferentes tipos de luz e fotoperiodos

Comparam-se sete tratamentos. 1- luz fluorescente continua; 2- luz fluorescente e
fotoperiodo de 12 h; 3- luz negra / luz fluorescente continuas; 4- luz negra / luz fluorescente e
fotoperiodo de 12 h; 5- luz negra continua; 6- luz negra e fotoperiodo de 12 h; e 7- escuro
continuo. Em cada tratamento, utilizaram-se seis lampadas. Em 1 e 2, utilizaram-se |ampadas
fluorescentes Sylvania® luz do dia 40W; em 5 e 6, |ampadas Sylvania® luz negra 40W e, em 3 e
4, trés lampadas de cada tipo, dispostas alternadamente. A distancia entre as lampadas foi de 5
cm e destas para as placas, 30 cm. Apoés 60 h de incubacdo, retiraram-se 0s conidios de todas as

placas e se quantificou a esporulagéo.



2.5- Esporulacdo em diferentes meios de cultura

Comparam-se oito meios de cultura (tratamentos): 1- BDA; 2- V8 agar; 3- caldo de
vegetais agar (CVA) (Pereira et al., 2003); 4- cenoura agar (CA - 20 g de cenoura, 16 g de agar,
1 L de &gua destilada); 5- BDA/CaCOs; (BDA + 3 g de CaCOs/l); 6- V8 agar/CaCQOgs; 7- CVA
/CaCOs (CVA + 3 g de CaCO4/l); e 8- CA/CaCOs (CA + 3 g CaCO4/l). Ajustou-se o pH dos
meios sem e com CaCOs para 6,5 e 7,5, respectivamente.

As placas foram mantidas sem tampas, a 25°C + 2, sob conjunto de seis |ampadas de luz
negra Sylvania® 40W distantes de 5cm entre si e a 30 cm das placas. Ap6s 60 h de incubacéo,

quantificou-se a esporulacéo.

2.6- Esporulacéo ap0s repicagens periddicas

Os quatro isolados descritos em 2.1 mais os isolados AS04/007 e AS04/008 (Tabela 1)
foram repicados para BDA em placas de Petri (pH=6,5). Apds 7 dias de incubago a 25°C no
escuro, do centro da colbnia de cada isolado, retiraram-se discos de micélio (5mm), os quais
foram repicados para meio BDA (pH=6,5) em trés placas (triplicatas) e para meio V8 em trés
erlenmeyers. As culturas, em placa, foram incubadas como descrito anteriormente, e a cada 7
dias, efetuou-se nova repicagem. As culturas em erlenmeyers foram incubadas durante 7 dias,
conforme descrito em 2.1.2. Do micélio contido em cada erlenmeyer, trés placas foram
preparadas e as coldnias induzidas a esporular (placas mantidas sem tampas, a 25 + 2°C, sob
conjunto de seis |ampadas de luz negra Sylvania® 40W , meio BDA, pH=6,5). Apds 60 h de

incubacdo, quantificou-se a esporulagéo.

2.7. Validacao do protocolo para indugdo de esporulacdo de Alternaria solani
Para validar o protocolo, avaliaram-se a esporulagdo, germinacdo e a infectividade dos

conidios de 20 isolados de A. solani (Tabela 1) . O experimento foi executado em trés etapas, e



se avaliaram sete, oito e cinco isolados na primeira, segunda e terceira etapas, respectivamente.
Em todas as trés, utilizaram-se os isolados A S04/007 e AS04/008 como comparadores.

Os isolados foram submetidos ao protocolo de inducé&o de esporulacéo, determinado a
partir dos ensaios 2.2 a 2.5. Das cinco placas, por isolado, com culturas esporulantes, trés foram
selecionadas aleatoriamente para recolhimento da suspenséo de conidios. A concentracdo da
suspensdo, ajustada para 10° conidios/ml, foi utilizada para avaliar a germinacdo e a
infectividade dos conidios. Uma gota de 50 pl da suspensdo foi depositada sobre 1amina de
microscopia e colocada sobre uma tampa de placa de Petri contida dentro de caixa pléstica tipo
gerbox (11 x 11 x 3cm). A tampa da placa de Petri foi posicionada com os bordos para baixo, de
modo que o fundo servisse como suporte para as laminas. Cada gerbox recebeu agua o suficiente
para cobrir 0 suporte e ndo atingir a lamina, garantindo alta umidade para a germinacdo dos
conidios. Os gerboxes foram mantidos em camara de crescimento a 25°C no escuro. Apos 12 h,
as laminas foram levadas ao microscopio, e se avaliou a germinacdo de pelo menos 100 conidios
por lamina. Considerou-se como germinado o conidio cujo comprimento do tubo germinativo de
pelo menos uma célula foi igual ou superior a0 seu maior didmetro. As trés suspensdes
provenientes de cada isolado foram mantidas individualizadas e de cada uma, prepararam-se trés
l&minas (trés repeticoes).

A infectividade foi quantificada a partir da freqiéncia de infeccdo dos 20 isolados em
plantas de tomateiro “ Santa Clara’, ou em foliol os destacados de batateira“Monalisa’, com 50 e
60 dias de idade, respectivamente. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo e mantidas
livres de pragas e patdégenos. Os isolados foram inoculados no hospedeiro de onde provieram.

As suspensoes de onde se retiraram esporos para o teste de germinagdo foram usadas na
inoculaczo do tomateiro e batateira. A cada suspensdo individual calibrada em 10 conidios /ml
de ADE, correspondeu uma planta inoculada de tomate ou um conjunto de foliolos de batata. Em
ambos os hospedeiros, trés foliolos por terco da planta (superior, médio e inferior) foram

avaliados, sendo cada foliolo considerado como uma repeticdo. Apds a inoculagdo, as plantas de
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tomate foram cobertas com sacos de polietileno e mantidas a 25°C no escuro. Apés 24 horas, as
plantas foram transferidas para a casa de vegetacdo. Os foliolos destacados de batateira, apos
inoculagdo, foram mantidos em gerbox, com umidade garantida por um chumaco de algodao
umedecido com &gua destilada. Os gerboxes foram mantidos a 25°C em camara de crescimento,
com fotoperiodo de 12 h.

Cada suspensdo foi pulverizada na face adaxial do foliolo que continha uma laminula (1 x
1 cm). Apos pulverizacdo, alaminulafoi colocada sobre lamina contendo uma gota de lactofenol
e levada ap microscopio 6tico para estimar o nimero de conidios depositados na superficie. Para
o caculo do nimero de conidios depositado por foliolo, determinou-se a area de cada foliolo,
utilizando medidor de é&ea foliar (Licor® Li-3.100). Deste valor, subtraiu-se 1 cm?,
correspondente a area ndo tratada, e se estimou 0 nimero de conidios depositados por foliolo. A
freqliéncia de infeccdo (%) foi definida pela razdo (nimero de lesbes geradas/nimero de
conidios depositados na &rea determinada) x 100 .

As avaliacfes do nimero de lesbes/foliolo foram realizadas no terceiro e quarto dias apds

inoculacdo e ao quinto diaaareafoliar dos foliolos foi determinada.

2.8. Analises estatisticas

Todos os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado, em
esguema fatorial duplo. As andlises de efeitos de tratamento foram realizadas para cada isolado,
separadamente. Para comparar a média de um fator dentro de cada nivel do outro fator, utilizou-
se o procedimento Mixed — opcdo Slice do programa SAS® vers3o 8.2 (Littell et al., 1996).

O numero de repeticdes para os tratamentos nos experimentos 2.2, 2.3, 2.4, e 2.5 foi de
5, 4, 3 e 3, respectivamente. Em 2.2 o nimero de conidios foi dado em funco da area (cm?).
Para quantificar a esporulagdo em 2.7. empregaram-se cinco repeticbes. Em todos os
experimentos, uma placa foi considerada como uma repeticéo. Para os experimentos conduzidos

por duas vezes (2.2, 2.3, 2.4 e 2.5) denominou-se repeticdo 1 e 2 do experimento. Para tais,
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aplicou-se o teste Levene de homogeneidade de variancias entre as repeticdes (Kuehl, 1994).
Médias de tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. No
experimento 2.5, o efeito do pH foi avaliado por contraste de médias. Todas as analises foram

realizadas com o programa SAS® versio 8.2.
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3- Resultados

3.1 - Esporulacéo em condicdes de desidratacao

Como ndo houve homogeneidade de variancias, os dados das duas repeticbes do
experimento foram analisados separadamente. Em ambas, nenhum dos isolados esporulou
quando as placas foram mantidas fechadas, com ou sem vedacéo com filme pléstico, ocorrendo o
crescimento de micélio aéreo nas colénias. Porém, quando as placas foram mantidas abertas
todos os isolados esporularam (Tabela 2), houve desidratacdo do material, sem crescimento de

micélio aéreo.

3.1.1. Taxa de desidratacéo em func¢&o do tempo
Para os dois isolados estudados, maior desidratacdo do micélio e do meio de cultura
ocorreu nas primeiras 36 h. A partir das 48 h do inicio do processo, quase nenhuma perda de

dguafoi verificadaaté o final das 84 h (Figura 1).

3.2 - Esporulacdo comou seminjuria do micélio

Os dados das duas repeticdes do experimento foram analisados separadamente, pois as
variancias ndo foram homogéneas (P=0,029). Em ambas as repetic¢des, para todos os isolados,
houve interacdo significativa dos fatores injuria e fechamento de placas (P<0,01).

Na primeira repeticdo, o isolado AS04/003 n&o esporulou em qualquer dos tratamentos.
Para os demais isolados, independente da ocorréncia de injarias no micélio, a esporulagdo foi
maior (P<0,01) nas placas mantidas abertas. Essa tendéncia se repetiu na segunda repeticéo,
inclusive para o isolado AS04/003. Na primeira repeticéo, em placas abertas, a esporulagdo do
isolado AS04/001 variou entre 900 e 1.300 conidios’cm? do AS04/002 entre 2 e 490
conidios’cm? e do AS04/004 entre 250 e 3.300 conidios/cm?. Em placas fechadas, 0 méximo de

esporulacdo foi para AS04/004, de 3 conidios/cm?. Na segunda repeticdo, em placas abertas, a
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esporulacdo do isolado AS04/001 variou entre 518 e 1430 conidios/cm?, do AS04/002 entre 610
e 1.430 conidios/cm?, do AS04/003 entre 1 e 6 conidios/cm?® e do AS04/004 entre 1.430 e 7.500
conidios/cm?. Em placas fechadas, nenhum dos isolados esporulou.

Em geral, o efeito da injuria do micélio na esporulacéo, em placas com ou sem tampas,
ndo foi significativo em 10 de 14 comparagoes. Os isolados AS04/001 (repeticdo 1, placas com
tampas) e AS04/002 (repeticdo 1 e 2, placas sem tampas) esporularam significativamente mais
(P<0,01) no tratamento sem injUria, enquanto o isolado AS04/004 (repeticdo 1, placas com
tampas) esporulou mais com arealizacdo de injurias (P=0,02).

Apos retirada do micélio aéreo das colbnias, nas placas com tampas, com ou sem injuria,

houve novo crescimento de micélio aéreo, o que ndo ocorreu em placas abertas.

3.3 - Esporulacéo em diferentes tipos de luz e fotoperiodos

Os dados das duas repeticoes do experimento foram analisados em conjunto, pois as
variancias foram homogéneas (P=0,448). O efeito do tipo de luz e do fotoperiodo foi
significativo paratodos os isolados (P<0,0001).

Para os quatro isolados, houve maior esporulacdo (P<0,001) no fotoperiodo de 12h,
principalmente na exposicdo a luz fluorescente ou negra. Na combinacdo fluorescente + negra,
maior esporulacéo do isolado AS04/001 foi com 12h, a esporulacéo dos isolados AS04/002 e
AS04/004 ndo diferiu nos dois intervalos, enquanto maior esporulacéo do isolado AS04/003 foi
com 24h (Figura 2).

Considerando o fotoperiodo de 12h, maior esporulacdo dos quatro isolados (P<0,001),
ocorreu com a exposicdo a luz negra. Com 24h, ndo se obteve tendéncia bem definida de
esporulacéo (Figura 2).

Nenhum dos isolados esporulou sob escuro continuo, e os valores obtidos ndo foram

submetidos a andlise de variancia.
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3.4 - Esporulacdo em diferentes meios de cultura

Os dados das duas repeticdes do experimento foram analisados separadamente, pois ndo
se observou homogeneidade das variancias (P<0,0001). Em ambas as repeticdes, houve efeito
significativo da interacdo meio e adicdo de CaCOs - pH para os isolados AS04/001, AS04/002 e
AS04/004 (P=0,01). Principalmente sem adicdo de CaCOs; - pH 6,5, houve tendéncia de maior
esporulacéo, de todos os isolados, no meio BDA. No tratamento com adi¢cdo de CaCOs- pH 7,5,

atendénciando foi bem definida (Tabelas 3 e 4).

3.5- Esporulacéo apos repicagens periodicas

N&o houve reducéo da esporulacéo dos isolados até a sexta repicagem e as colbnias de
cada isolado permaneceram similares na producdo de conidios. Porém, a partir de entdo,
ocorreram diferencas quanto a producéo de conidios das colnias dentro de cada isolado (Figura
3). Pelo menos uma das coldnias de cada isolado esporulou até a 102 repi cagem. Para os isolados
AS04/007 e AS04/008, pelo menos duas das coldnias permaneceram esporulando até a 182

repicagem e apenas uma das colénias do isolado A S04/003 esporulou até a 207 repicagem.

3.6 - Validacao do protocolo para esporulacdo de Alternaria solani

Com base nos resultados obtidos, definiu-se um protocolo para induzir esporulacéo de A.
solani: produzir micélio fungico em meio V8 sob agitacdo a 110 rpm, no escuro, durante 7 dias,
a 25°C+ 2; triturar o micélio e transferir 10ml de suspensio de fragmentos para placas de Petri
contendo 15 ml de BDA, pH=6,5; manter as placas abertas sob conjunto de seis |ampadas de luz
negra distantes 5 cm entre si em e 30 cm das placas, fotoperiodo de 12h, a 25°C + 2, durante 60h;
acrescentar sulfato de estreptomocina (50ppm) e cloranfenicol (75ppm) aos meios de cultura
liquido e solido, mesmo paratriturar o micélio.

Os 20 isolados testados esporularam, em intensidades variavels, quando submetidos ao

protocolo proposto. Para a maioria dos isolados, a germinacéo dos conidios foi acima de 96%
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(Tabela 5). Todos os isolados foram patogénicos em seus hospedeiros, apesar de variarem gquanto
a freqiéncia de infeccdo. Maiores valores de frequéncia de infeccdo ocorreram com isolados
oriundos de batateira. Para a maioria dos isolados, obtiveram-se maiores e menores valores de

freqliéncia de infeccdo quando inoculados nos foliolos dos tercos médio e superior das plantas,

respectivamente (Tabela 5).
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4- Discussao

O protocolo desenvolvido e validado possibilitou a producdo de conidios infectivos de
isolados de A. solani em condi¢bes controladas. In vitro, comumente se observa profuso
crescimento micelial, sem contudo haver formacdo de conidios. Sabe-se que, em geral, os
requerimentos para crescimento vegetativo de um fungo ndo sd0 0s mesmos para produzir
estruturas reprodutivas (Dhingra & Sinclair, 1995). Mesmo em processos reprodutivos, como na
conidiogénese de A. solani, ha exigéncias distintas para a formac&o de conidiéforos e conidios
(Rotem, 1994). In vivo, conidiéforos sdo formados sob condicbes de alta umidade, propiciada
por chuva, orvalho ou irrigacdo e presenca de luz. A formacdo de conidios de A. solani é
favorecida pela aternancia de ata e baixa umidade e na auséncia de luz (Waggoner & Horsfal,
1969). Simular, in vitro, as condigbes que favorecem a esporulagdo in vivo tem sido fator
complicador para muitos trabalhos com A. solani, em vista dos fracassos fregientes nas
tentativas de obter conidios.

A aeracdo do micdlio e desidratacdo da coldnia e meio de cultura foram fatores
importantes para esporulagéo, in vitro, de A. solani. Nas placas mantidas abertas, inicialmente
havia ata umidade. ApGs as primeiras 12h, conidiéforos foram formados e cerca de 10% da
massa do meio de cultura foi perdida em funcdo da desidratacdo. Conidioforos, em contato com
filme de &gua, podem reverter em hifas vegetativas e interromper a conidiogénese (Aragaki et
al., 1973). Dessa forma, a desidratacdo do micélio pode ter sido o estimulo inicial para a
esporulacdo. Em Neurospora crassa, conhecem-se genes associados a conidiogénese, 0s quais
s80 expressos quando as condigdes ambientais favorecem a dessecacdo da colonia (Changgong
et al., 1997). Associado a desidratac8o, a maior aeracéo das colénias mantidas em placas sem
tampas também pode ter contribuido para estimular a esporulacéo do patdgeno. Com a aeracéo,
ha menores acimulo de gas carbdnico e déficit de oxigénio, fatores que propiciam a esporulacéo

de A. solani (Lukens & Horsfall, 1973). Para esses autores, o patégeno € mais sensivel aos
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fatores supramencionados durante o periodo de reproducdo que durante o crescimento
vegetativo. No presente trabalho, os tratamentos que ndo causaram perda abrupta de umidade
favoreceram o crescimento micelial, mas ndo a formacdo de conidios. Apesar de se saber que
umidade, gas carbbnico e oxigénio afetam a esporulacdo de A. solani, ainda ndo se demonstrou
como estes fatores interferem na fisiologia do fungo.

Outras espécies de Alternaria tém esporulado satisfatoriamente com o uso da técnica
empregada nesse ensaio, em que, inicialmente, ocorre o crescimento do fungo em meio liquido
seguido da esporulacdo em meio solido (Walker, 1980; Walker, 1982, Avila et al., 2000; Vieira,
2004). Essa técnica é efetiva para producdo massal de inéculo de maneira simples e sem
necessidade de ambiente asséptico em todas as etapas do processo (Walker, 1980). Além disso,
parece ser promissora para induzir esporulagdo em Colletotrichum graminicola, C. malvarum,
Drechslera sorghicola, Helminthosporium spp. e Curvularia spp. (Walker, 1980).

A injuria do micélio, por meio da raspagem das hifas aéreas da colonia ou de cortes do
meio de cultura onde o fungo se desenvolve, é relatada como técnica para estimular esporulacéo
de A. solani (Bonde, 1929; Shahin & Shepard, 1979; Moretto & Barreto, 1995). Porém, no
presente trabalho, a injuria realizada por cortes do micélio e meio ndo foi determinante para
estimular a esporulacdo. Como a retirada do micélio aéreo das colbnias por s € uma forma de
injuria, provavelmente a injdria subseqiente ndo exerceu efeito adiciona na esporulacdo. Em
geral, ndo houve efeito da injuria em placas mantidas abertas, e os efeitos foram inconsistentes
em placas fechadas. Entretanto, recomenda-se a retirada do micélio aéreo, favorecendo a
desidratacdo, que € fator importante parainduzir a esporulacéo de A. solani.

A luz é fator critico para esporulacdo de A. solani, pois o fungo responde a diferentes
comprimentos de onda e fotoperiodos (Douglas, 1972; Leach, 1962). Obteve-se maior
esporulacdo quando se alternou luz e escuro. Essa alternancia simula condicdes ja descritas como
importantes para a formacdo de conidios. inicialmente, ha formacdo de conidi6foros com a

irradiacdo e, posteriormente, ha formacao de conidios, no periodo escuro (Lukens, 1960; Leach,
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1967; Waggoner & Horsfall, 1969; Douglas, 1972; Walker, 1980; Boveda, 1986). Ta situacédo
simula também o que ocorre no campo, onde ha alternancia de periodos de claro e escuro.
Alguns isolados ndo esporularam quando mantidos sob luz continua. Ha relatos do efeito da
interacdo de luz continua e temperatura na esporulacdo. Coldnias de A. tomato esporularam sob
luz continua quando incubadas em temperaturas constante, desde 15 a 23°C (Aragaki, 1961). No
presente trabalho, obteve-se menor variagdo de temperatura nos tratamentos mantidos sob luz
continua, pois as lampadas acesas aumentam a temperatura préximo as placas, o que contribui
para reduzir variag0es causadas por mecanismos de acionamento do sistema de iluminacéo.
Conseguentemente, nos tratamentos em que se alternaram luz e escuro, podem ter havido
maiores periodos de alternancia de temperatura.

Além do fotoperiodo, a qualidade da luz é também importante na esporulacéo.
Comprimentos de onda proximos a 310hm, emitidos por luz negra, estimulam a esporulacdo de
A. solani, e os conidiéforos produzidos, ndo se revertem para hifas vegetativas quando expostos
ao escuro, podendo assim ocorrer a producao dos conidios (Aragaki et al, 1973). Especula-se que
pigmentos fotoreceptores estegjam envolvidos nos processos de inducdo ou inibicdo da
esporulagdo por determinados comprimentos de onda (Leach, 1965; Trione & Leach, 1966;
Honda & Nemoto, 1984). Porém, para espécies de Alternaria, ndo se tem avancado sobre o
assunto. Um composto denominado P310 (“Photoreceptor” 310) foi obtido de coldnias
esporulantes de A. chrysanthemi crescidas sob luz negra, mas ndo em colbnias crescidas no
escuro e que ndo esporularam (Leach, 1965). Postulou-se que tal composto, com pico de
absorbancia em 310 hm, sgja um possivel fotoreceptor nessa espécie e em A. dauci, onde
também foi encontrado (Trione & Leach, 1966). Entretanto, 0 composto sugerido ndo teve sua
estrutura quimicaidentificada, o que impede avaliar suareal funcéo.

As exigéncias nutricionais para A. solani produzir conidiéforos e conidios sdo distintas,
bem como dificultam a obtencdo de esporos in vitro. Este patdgeno requer fonte de carbono

(agUcares) para produzir conidiéforos em quantidade, apesar de inibir a producdo de conidios
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(Waggoner & Horsfall, 1969). Esse fato pdde ser observado com a adicdo de sacarose ao meio
liquido V8: o fungo cresceu abundantemente, mas produziu apenas conidiéforos. O meio com
suco V8 suplementado com CaCQO; foi considerado como adequado a esporulacdo de A. solani
(Miller, 1955). Desde entdo, 0 CaCO; tem sido adicionado a varios meios com essa finalidade,
porém, a esporulacdo do fungo varia com o0 meio testado. Neste trabalho e no de Vieira (2004), a
esporulacdo foi maior quando o meio CVA foi suplementado com CaCOs;. Contudo, a
esporulacdo de A. solani foi menor em BDA suplementado com CaCOs, fato ja observado
(Moretto & Barreto, 1995). Apesar das evidéncias de que a adicdo de CaCO; aumenta a
esporulacéo, ndo se sabe se 0 efeito € pela variacdo do pH ou pelo fornecimento de calcio.

Repicagens periddicas, comumente empregadas para manutencéo de isolados de fungos
fitopatogénicos, podem afetar a capacidade de esporulacdo e a patogenicidade, por estimularem
o crescimento saprofitico (Dhingra & Sinclair, 1995). Em A. solani, as repicagens periodicas em
meio de cultura afetam os processos de esporulagcdo (Rotem, 1994). No presente estudo, da
forma em que se conduziram as repicagens das colonias de A. solani, todos os isolados
mantiveram a capacidade de esporular por até dez repicagens. Em outro trabalho, um terco dos
isolados ndo esporularam apds duas repicagens e os demais, até cinco (Padhi & Rath, 1973).
Para os autores, os isolados que esporularam por mais tempo foram mutantes que surgiram em
cultura apos o isolamento do fungo.

Produzir in6culo em gquantidade e qualidade adequadas é fundamental para conduzir
estudos detalhados em qualquer patossistema. Com o protocolo avaliado, obteve-se esporulacéo
de A. solani em gquantidade e qualidade adequadas, pois os conidios formados germinaram e
infectaram foliolos de tomateiro e batateira. Diferencas quanto ao material inoculado, se foliolos
destacados ou ndo, podem ter influenciado na variagdo dos valores de frequéncia de infeccdo
para os isolados de batata em relacéo aos de tomate. Normalmente, os primeiros sintomas de
pinta preta aparecem em foliolos mais velhos, ja senescentes. Possivelmente, houve alteracdo da

fisiologia dos foliolos quando destacados, o que resultou em maior suscetibilidade e, por
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conseguinte, maior valor de frequiiéncia de infeccdo. Caso plantas estivessem sendo usadas ao
invés de foliolos destacados de batateira, os resultados poderiam ndo ser bem correlacionados.
Quantificaram-se componentes epidemioldgicos de A. solani em foliolos destacados e plantas
inteiras de tomate, e ndo se obteve boa correlacdo entre os materiais inoculados (Foolad et al.,
2000). Por outro lado, A. solani possui grande variabilidade patogénica (Rotem, 1994), o que
pode ser a maior causa das variagbes dos valores de frequéncia de infeccdo encontrados.
Desconsiderando-se essas diferencas, no ensaio de infectividade observaram-se respostas
variaveis entre os isolados. Apesar das variacOes, todos os isolados foram infectivos e o
protocolo desenvolvido foi adequado parainduzir esporulagdo, in vitro, de A. solani. Assegurada
a esporulacdo, ensaios futuros relacionados a biologia, epidemiologia €/ou a0 manegjo do

patdgeno, serdo mais facilmente executados.
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Tabela 1. Hospedeiro, procedéncia, forma e idade de armazenamento de isolados de Alternaria

solani
I solado Hospedeiro Origem Armazenamento® Datada coleta
AS04/001  batata Carandai/MG PF (-80°C) Junho 2004
AS04/002  tomate Carandai/MG PF (-80°C) Junho 2004
AS04/003 batata Domingos MartindES PF (-80°C) Junho 2004
AS04/004 tomate VicosalMG PF (-80°C) Junho 2004
AS04/005  batata Bueno Brandao/MG PF (-80°C) Maio 2004
AS04/006 batata IbidMG PF (-80°C) Julho 2004
AS04/007 tomate VendaNovado Imigrante/ES  PF (-80°C) Junho 2004
AS04/008 tomate Planaltinsd GO PF (-80°C) Junho 2004
ASAQ09 batata Ponta Grossa/PR ADE Abril 2000
ASA10 tomate Ponta Grossa/PR ADE Abril 2000
ASA12 tomate Vicosa/MG ADE Julho 2000
ASA16 tomate Coimbra/lMG ADE Maio 2000
ASA43 tomate Itaperuna/RJ ADE Junho 2000
ASA45 tomate TocantinsMG ADE Julho 2000
ASA46 tomate TocantingdMG ADE Julho 2000
ASASG3 tomate Cauri/MG ADE Agosto 2000
ASA54 tomate Marilia/SP ADE Agosto 2000
UFV 22-FF tomate VigosalMG BDA Agosto 2000
Isolado tomate Coimbra/lMG BDA Junho 2004
CE 20 tomate N&o identificada SG nd® 1999

% PF, ADE, BDA, SG = papel filtro, dgua destilada esterilizada, meio batata-dextrose-agar e
silica gel, respectivamente.
®nd = més néo determinado.
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Tabela 2. Esporulacéo de isolados de Alternaria solani em meio V8 agar/ CaCO3z; em placas

mantidas sem tampa.

Isolado Repeticéo 1 Repeticéo 2
AS04/001 3722 (0,74)° 2,79 (0,74)
AS04/002 11,46 (3,81) 4,16 (0,69)
AS04/003 6,17 (1,61) 5,99 (2,70)
AS04/004 5,49 (0,68) 4,07 (0,54)

2 Conidios x 10°/ml, média de cinco valores.
b Erro padréo damédia (x10°).
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Tabela 3. Esporulacdo de quatro isolados de Alternaria solani em diferentes meios de cultura,
em que se adicionou CaCO; (pH=7,5) ou ndo (pH=6,5), em duas repeticdes do experimento (R1

e R2).

Meio de Cultura

BDA V38 CVA CA
CaCOs/pH R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2

AS04/001 -"%6,5 5,043 5,10 449 4,87 443 464 435 4,63
A*a Aa* Aab Ab Ab Ac Ab Ac

+75 442 471 468 470 39 476 432 449
Ba Ba Aa Aa ADb Aa Aa ADb

AS04/002 -/65 498 510 473 489 424 498 427 480
Aa Aa Aab Aa ADb Aa ADb Aa

+/75 4,26 4,68 415 482 470 510 396 4,42
B ab Bb Bb A ab Aa Aa ADb Bb

AS04/003 -/6,5 457 448 285 473 277 458 299 4,05
Aa Aab Ab Aa Ab Aa Ab Ab

+75 431 398 287 432 236 460 311 344
Ba Bb ADb A ab ADb Aa ADb Bc

AS04/004 -/6,5 524 513 448 458 449 394 477 430
Aa Aa Ab Ab Ab Ac Ab Ab

+75 392 440 462 430 491 404 377 3,9
Bb Ba Aa ADb Aa ADb Bb Bb

* Para um mesmo isolado, meio de cultura e repeticdo do experimento, médias seguidas das
mesmas |etras mai Uscul as ndo diferem entre si (teste de F, a= 0,05).

** Para um mesmo isolado, nivel de pH e repeticdo do experimento, médias seguidas das
mesmas |etras mindsculas ndo diferem entre si (teste de F, a=0,05).

3 esporulagdo=log10(nlimero de conidios+1). Médias de trés valores.

% = - sem CaCOs . + com CaCOs.

*
*
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Tabela 4. Valores de F e, entre parénteses, nivel de significancia, para diferencas entre médias

de esporulacdo de quatro isolados de Alternaria solani cultivados em quatro meios de cultura

com adicéo de CaCO; (pH=7,5) ou n&o (pH= 6,5), em duas repeti¢des do experimento (1 e 2)

Meio de Cultura

| solado Repeticdo BDA  V8éagar CVA CA Todos
1 12,58* 1,16 7,11 0,01 6,91

AS04/001 (0,0027) (0,2982) (0,0169) (0,9059)  (0,0182)
2 53,60 11,10 4,84 7,86 31,68

(<0,0001) (0,0042) (0,0429) (0,0127)  (<0,0001)

1 26,28 16,63 10,64 4,95 16,72

AS04/002 (<0,0001) (0,0009) (0,0049) (0,0409)  (0,0009)
2 17,21 0,38 1,12 14,47 12,85

(0,0009) (0,5443) (0,3070) (0,0017)  (0,0027)

1 0,67 0,00 1,60 0,12 0,71

AS04/003 (0,4246) (0,9628) (0,2244) (0,7297)  (0,4122)
2 13,28 8,97 0,03 19,32 29,49

(0,0022) (0,0086) (0,8637) (0,0005)  (<0,0001)

1 65,54 0,73 6,77 37,58 29,00

AS04/004 (<0,0001) (0,4064) (0,0192) (<0,0001) (<0,0001)
2 67,43 10,13 1,38 14,77 49,43

(<0,0001) (0,0058) (0,2570) (0,0014)  (<0,0001)

* As médias para o teste foram obtidas de trés valores.
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Tabela 5. Esporulacdo, germinacdo de conidios e freqiéncia de infeccdo (nimero de lesdes/

nimero de conidios depositados no foliolo) x 100, de 20 isolados de Alternaria solani.

Frequéncia de infecgio®

Isolado  Esporulagdic® Germinagéo® Tercosuperior Tercomédio Tercoinferior
AS04/001 8,8 (34)° 97 (0,67)° 0,30(0,18)° 13,12 (2,30) 9,26 (3,45)
AS04/002 10,5 (9,1) 98 (0,33) 0,35 (0,11) 1,06 (0,42) 0,17 (0,06)
AS04/003 3,1 (1,6) 96 (0,88) 0,10 (0,05) 3,19 (0,47) 6,40 (2,64)
AS04/004 10,4 (5,3) 98 (0,00) 0,11 (0,07) 0,19 (0,08) 0,07 (0,04)
AS04/005 21,0 (12,0 99 (0,58) 2,21 (0,54) 2,47 (0,57) 2,27 (0,38)
AS04/006 6,3 (1,7) 86 (2,33) 4,30 (1,24) 7,84 (3,35) 577 (2,32)
AS04/007 20,2 (13.5) 99 (0,33) 0,04 (0,02 0,23 (0,06) 0,13 (0,04)
AS04/008 53,6 (3,0) 96 (0,58) 5,52 (2,33) 2,84 (0,69) 1,75 (0,42)
ASA09 534 (3,4) 99 (0,67) 10,08 (5,54) 2,01 (0,36) 2,92 (0,70)
ASA10 2,1 (1,5) 97 (1,20) 0,13 (0,08) 0,42 (0,20) 0,05 (0,02
ASA46 13,9 (5,5) 99 (0,33) 1,35 (0,22) 2,72 (0,54) 1,23 (0,42)
ASA53 10,2 (3,9) 90 (0,58) 0,04 (0,02 0,00 (0,00) 0,03 (0,01)
ASA54 13,48 (10,0) 96 (1,20) 0,16 (0,06) 0,48 (0,25) 0,56 (0,16)
ASA12 2,3 (0,6) 96 (0,00) 0,18 (0,03) 0,29 (0,12) 0,25 (0,15)
ASA16 6,6 (2,3) 99 (0,00) 0,18 (0,05) 0,10 (0,07) 0,12 (0,08)
ASA43 10,84 (4,9) 99 (0,33) 0,05 (0,02 0,04 (0,01) 0,12 (0,08)
ASA45 6,44 (1,9) 98 (0,58) 0,55 (0,27) 0,55 (0,15) 0,14 (0,05)
CE 20 8,26 (4,8) 92 (0,33) 0,26 (0,11) 0,10 (0,04) 0,07 (0,02
UFV 22FF 12,48 (14,2 98 (0,58) 0,02 (0,01) 0,05 (0,02 0,03 (0,01)
COIMBRA 31,58 (12,1) 98 (0,33) 0,05 (0,03) 0,28 (0,08) 0,16 (0,11)
Controle- 1
AS04/007 11,04 (3,4) 98 (0,33) 0,03 (0,02 0,09 (0,02 0,07 (0,01)
Controle- 1
AS04/008 6,84 (1,5) 98 (0,88) 3,54 (0,79) 3,18 (0,63) 1,44 (0,32)
Controle- 2
AS04/007 9,94 (3,4) 98 (0,33) 0,02 (0,01) 0,07 (0,01) 0,07 (0,03)
Controle- 2
AS04/008 7,44 (1,9) 98 (0,33) 0,07 (0,02) 0,29 (0,06) 0,20 (0,06)

2 Média de cinco valores (conidios x 10*/ml ADE).

b Média de trés valores (%).

“Média de nove valores, representando trés repeticdes/terco de planta, total de trés plantas (%).
9V alores entre parénteses representam o erro padrao da média (x 10°).

Valores entre parénteses representam o erro padrdo da média.
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Figura 1 —Massa (micélio + meio de cultura) dos isolados AS04/002 e AS04/004 de Alternaria

solani quando permaneceram sob desidratacdo, em placas de Petri sem tampas, por 84 h.

31



AS04/001 (024 horas M 12 horas AS04/002 A
a

a
8 47 A A 4
g 3 b b
3 3 B
% 27 B B 2 b a
14 a a 1 b
(@]
— 0 0
F F+N N F F+N N
Luz Luz
AS04/003 AS04/004
a
A
% 4 4
S 3 3
2
%. 2 a B 2 b
1 b 1 I
(@]
g . [ .
F F+N N F F+N N
Luz Luz

Figura 2 — Logaritimo do nimero de conidios de Alternaria solani sob luz fluorescente (F), luz
fluorescente e negra (F+N) ou luz negra (N) e fotoperiodo de 12 ou 24h. Barras seguidas por
letras maiUsculas iguais para um mesmo tipo de luz representam médias que néo diferem entre
s (teste de F, a = 0,05). Barras seguidas por letras minUsculas iguais para um mesmo

fotoperiodo representam médias que ndo diferem entre si (teste de F, a = 0,05).
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Figura 3 — Esporulacdo [log (nimero de conidios/ml)] de seis isolados de Alternaria solani em
24 repicagens periddicas. Colbnias 1, 2 e 3 sdo triplicatas avaliadas em cada repicagem. Barras

representam o desvio padrdo da média.
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