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VARIABILIDADE DE STEMPHYLIUM SOLANI v,JEBER 7 AGENTE CAll 

SAL DE MANCHA FOLIAR DO TOMATEIR0 1 NO ESTADO DE SÃO 
PAULO 

I. INTRODUÇÃO

A cultura do tomateiro (Lycopersicum esculentum -

Mill.) constitui uma das mais importantes lavouras hortícolas 

em nosso país. Os dados estatísticos mostram que entre as 

plantas de importância econômica do Estado de são Paulo, o t� 

mateiro ocupa o 8Q lugar, com a renda bruta média dos 3 Últi

mos anos (1964, 1965 e 1966), atingindo a importância de NCr 

[$q�.3.10._9Ôª
_1

_()_9. Entretanto, os dados dos Ú� timos 10 anos, indicam  

que está ocorrendo uma queda de produtividade. Êsse fato pode 

ser atribuído, em parte, ao aumento da ocorrência de diversas 
N t doenças e pragas dessa cultura 7 n�o obstante, esforços conti-

A 

nuos estejam sendo realizados no sentido de sanar esses pro-� 

blemas. Por outro lado, é do conhecimento .de todos os que tr� 

balham com o assunto, desde agricultores a técnicos, que o tQ. 

mateiro é uma planta muito delicada, sendo suscetível à gran-
, 

de numero de agentes causadores de doençasº 

No Brasil 9 devido às exigências do mercado, cultivã 

�se quase que exclusivamente a variedade Santa Cruz, bastante 

produtiva, mas suscetível à maioria dos agentes causadores de 

moléstias. Entre os agentes causadores de manchas foliares, o 

fungo Stemphylium solani Weber 7 está se tornando cada vez 
N • # • mais importante pelas suas manifestaçoes epifitoticas 9 tanto-

no Estado de são Paulo como em Estados vizinhos 9 onde se cul

tiva o tomateiro. 

Pela importância que apresenta 7 esta doença vem de� 

pertando o interêsse dos fitopatologistas e melhoristas 9 po-= 
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rém, a execução de trabalhos é dificultada devido aos conheci 
A 

mentos esparsos sobre a variabilidade do agente causal, difim 

culdades na manutenção de culturas puras e produção de conÍ-

dios "in vitro". Dessa forma, no presente trabalho, procurou ... 
N , N I 

se estudar as variaçoes do fungo atraves de reaçoes fisiologi 

cas am meio de cultura, aspectos da esporulação das diversas

culturas isoladas e a patogenicidade das mesmas, a fim de es

tabelecer uma classificação dos isolamentos em raças fisioló

gicas de Stel:lJ.2hYli� §Olanio 
, N 

Estudou-se, tambem, alguns aspectos da preservaçao -

de culturas, ponto básico para o prosseguimento de diversas -

pesquisas. 

,., , 

IIo REVISAO BIBLIOGRAFICA 
------------

A primeira citação da ocorrência de mancha foliar -

"Gray leaf spot", coube a WEBER (1929) que assinalou a doença 

em Gainesville, na FlÓrida, Estados Unidos, em 19240 O estudo 

do fungo, agente causador da doença foi efetuado pelo mesmo -

autor (1930 e 1932) que o denominou Stemphylium solani, por -
,# A ' 

diferir de outras especies do mesmo genero quanto a forma, d!, 

mensão dos conÍdios e conidiÓforos. Desde então, êste fungo -

tem sido assinalado em diversas regiões dos Estados Unidos. -

ANDRUS (1940), ANDRUS (1941a), HARRISON (1941), SAMSON (1948), 

DIENER (1955b) e PAULUS (1955)0 
A • 

A ocorrencia de §._teml?hylium solani em outras partes-

do mundo, segundo a literatura é a seguinteg Na ilha do Hawai 

HENDRIX e outros (1946) constataram o fungo, mesmo antes de -

1941; na Itália - CICARONE (1954); em Tanganica, na África, -

WALLACE (1955); no Canadá - CONNERS (1955); na Col;mbia-m;YES 

(1957); em Sudam - TARR (1957); na ilha de Mauricius - ANÔNI-



- 3 ..

MO (1959); em Honduras - MULLER (1960); na Austrália, em Queen� 

land - JOHNSON (1962) e na Nova Gales do Sul - ANÔNIMO (1963). 

No Brasil, DESLANDES (1945) foi quem relatou a pri--
" "' .meira ocorrencia no Estado do Rio de Janeiro e fez considera-= 

çÕes gerais sÔbre o fungoº Mais tarde, ROBBS (1954) fêz um est� 
"'

do mais detalhado sobre o assuntoº LANDEIRO (1957) relatou a o-

corrência no Estado do Espirito Santoº No Estado de são Paulo , 
A I I 

este fungo embora pareça ocorrer ha muitos anos, so foi citado-

em 1961 por TOKESHI e outros (1961). 

Q_onsiJiel..rn,Q.�erais sÔb!'e espor1l=_ 
fª�ão �e StemphylLum solaQi 

\AJEBER (1930 e 1932) em seu trabalho sÔbre classificª 

ção fisiolÓgica e patogenicidade de Stemphyli1:ll!!. � 9 
relatou 

abundante espo:rulação em meio de batata-dextrose-agar, durante= 

todo o período de suas pesquisas. As inoculações das plantas fQ 

ram sempre feitas com os conidios obtidos no meio de cultura --
.� 

mencionado, alem disso, Weber afirmou que em tóqos os meios por 

êle empregados ocorria abundante esporulação, sem a necessidade 

de utilizar t�cnicas especiais0

Mais tarde, ANDRUS e outros (1942), FRAZIER e outros 

(1946) e HENDRIX e outros (1946) tiveram dificuldades em obter-
,.,

esporulaçao em diversos meios estudados. Nesses trabalhos, as-

inoculações foram feitas com fragmentos de micélio e alguns co

nÍdios obtidos. Embora tivessem conseguido infecções, êstes re

sultados não eram de muita confiança, por causa da fraca patog� 

nicidade, quando comparados com as inoculações a partir dos co

nÍdios. Utilizando o processo de repicagern das culturas em pla

cas de Petri a irradiação com raios.ultra-violeta, HENDRIX e 011 

tros (1946) obtiveram uma produção razoável de confdios, em meio 

de batata-dextrose-agar. Usando o mesmo processo, DI�NER (1952) 
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conseguiu abundante esporulação em meio de suco de verduras 

V-8, citando também que alguns isolamentos esporularam mesmo -

sem a utilização de raios ultra-violetasº O mesmo autor (1955)

procurou estabelecer a concentração Ótima do suco V-8, compri

mento de ondas de raios ultra-violeta, tempo de exposição, di�

t;ncia da fonte luminosa, pH do meio e temperatura Ótima, e -

chegando às conclusões de que melhor concentração do suco é de

16 a 20 por centos, o comprimento de ondas dos raios ultra-viQ

leta de 312 a 546 mu, tempo de expo5ição 5 minutos, distância

de 15 cm, temperatura a 26ºC e pH do meio 6,2 a 8,o�

�DEIROS (1957) para provocar a esporulação de Stem

fill.Ylium solani, idealizou um processo usando meio de batata--

dextrose-agar mais extrato de fÔlha do tomateiro e iluminação

das culturas com uma lâmpada comum de 120 velas, durante 4 ho-
, f ras, apos a raspagem da superficie de cultura. Embora tivesse, 

inicialmente, obtido alta esporulação, segundo informações ve� 

bais do pr�prio autor, �sse resultado nio foi confirmado em -

trabalhos posterioresº 

A preservação de microorganismos "in vitro11
, sem al

terações fisiolÓgicas, morfolÓgicas e patogênicas� um dos fa

t�res importantes para os fitopatologistas e mic6logoso 

Na revisão da literatura sÔbre o assunto, realizada

por DOROTHY (1960), não consta qualquer citação especifica sô-
"' 

bre este fungoº WEBER (1930) preservou isolamento de StemphY--

ll]m. solani em meio de batata-dextrose-agar, durante 5 anos, -

per!odo que durou suas pesquisas, fazendo repicagens periÓdi--
N , ~ 

cas, sem observar qualquer variaçao. Porem, observaçoes reali-
• 

Á 

zadas por diversos autores mostraram haver dificuldades em maa 
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ter-se fungos desse genero em culturas, sem alteraçoes. 

HESSELTINE e outros (1960) relataram que quando -

preservado pelo processo de liofilização� Stemphylium solani -

ainda mostrou alguma viabilidade, após 17 anos. 

Posição sistem�tica 

Quanto à posição sistemática, neste trabalho, se

guiu-se a classificação de WILTSHIRE (1938), embora muitos autô 

res como NEEGARD (1945), PATRICH (1964) e STMMONS (1967) disco.r_ 

dem em alguns pontosº 

Pelo que foi expÔsto, embora na literatura mundi

. al, haja vários trabalhos sÔbre Stemphyli� solani, muito pou�

cos foram dedicados ao estudo da variabilidade e preservação do 

mesmo. 

III. MATERIAIS E MÉTODOS

1. Coleta de materiais para o isolamento

Diversas regiões do Estado de são Paulo foram per
N 4 

corridas, em diferentes ocasioes, para a coleta de folhas de t2 

mateiro apresentando lesões de Stemphylium solani. Destas foram 
; N 

obtidas 33 culturas de 13 municípios, cuja relaçao consta da 

Tabela I. 
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TABELAI - Relação dos isolamentos de Stemphylium solani obti
dos de diferentes municÍpios do Estado de são Paulo. 

ISOLAMENTOS MUNICÍPIOS DATA DO ISOLAMENTO 

T-273 • • • • • • e • • • • • • 

,.,

Capao Bonito • • • • • • o • • o • • • • 13/09/1964
T-277 • • • • • • • • • • • • • 

N 

Capao Bonito e e e e e a • O 8 O D • O ♦ 13/09/1964 
T-280

N 

13/09/1964 • • • • • • • • • • • 4 • Capao Bonito • • • •. o • •  o • • •  o • •  

T-286
N 

o • • • e • • • • o e • • Capao Bonito o o • o • � • • • o • • • • 13/09/1964 
T-289 • • • • • • • • • • • • • Guapiara • • • • • o • o • • o o • • o • o o 16/01/1965 
T ... 296 • • • • • • • • • e • • • Guapiara • o • • • • • • o • o o • o • o • o 16/01/1965 

N 

16/01/1965 T-299 • • • • • • o • e o • o o Capao Bonito o • • o • o � o • e e o o • 

T-301 • • • • • • • • • • • • • Capão Bonito • • o • • o • • o o • • o � 16/01/1965 
T-305

,., 

16/01/1965 • • • • o • o • o • • • • Capao Bonito • • • e • • • • • o o • • •

T-309
N 

• • • • • o • • o o • • • Capao Bonito o o • • • o o o • • • • • o 16/01/1965
T-315 o e o •  o •• •· o o e • •  Mogi-das-Cruzes • o o o e • • 6 • • o 18/01/1965 
T-319 • • • • • • •• • • • • • Mogi-das-Cruzes • • • • • • • • • • o 18/01/1965 
T-321 • • • • • o o • • o • • • Mogi-das-Cruzes • • o o o • • • • o • 18/01/1965 
T-347 {' 13/04/1965 • • • • • • • • • • • • • Tatui o • • o o e • • • • • o • • • • o • o • • 

T ... 354 • • • o • • • • o • • .. o Itapetininga 
.

• o o •·•• o o• e • • •  o 13/04/1965 
T-359 • • • • • • • o • • • • • Biritiba-Mirim • • • • • • • • •• • • 14/05/1965 
T-373 • • • • o • • • • o • • • Indaiatuba • • • o o e o e • • • • • o • • 01/07/1965 
T-377 • • • • o • • • • o • o • Campinas e O O O e D e • 0 • • O O O e O O e 01/07/1965 
T-378 O 6 • e e e e e • a • • • Inda ia tuba o o • • • • • • • • o e • • • • 01/07/1965
T-380 • • • • • • • • • • • • • Indaiatuba • • • • • o • • • • o o • • • • 01/07/1965 
T-381 • • • • • e • • • e • • • Indaiatuba • • • o • • • • • • • • • • • o 01/07/1965 
T-4-00 • • • • • • •• •• • • • Mogi-das-Cruzes e • • • • • • • • • • 13/12/1965 
T-401 ••• • • •  o •• o .• • •  Mogi-das-Cruzes • • • • • o • • • • • 13/12/1965 
T-408 • • • • • • • • • • o • • Jundi'ai • • • o o o • • • • • • • • • o • e o 03/01/1966 
T-410 • • •• •• • • • • • • • Piracicaba • •••• • ••••••• ••• 16/01/1966
T-411 • • • • • • • • • • • • • Piracicaba • • • • • • • • o • • • • • • o 16/01/1966
T-413

N 

13/02/1966• • •• •• • • • • •• • Capa.o Bonito • ••••••••••• •o 

T-414
N 

13/02/1966• • • • • • • • •• • • • Capao Bonito • • • • • o • • • • • • • • 

T-419
... 

13/02/1966• • • • • • • • •• •• • Capao Bonito • O • G • • e e e ó • • • • 

T-420
,., 

• • • • • • • • •• o • • Capao Bonito • • • • • • • • • • • • o • 13/02/1966
T.,.422 , 01/04/1966• • • • • • •• • • • • • Sumare • • • • o • • o • • • • • • o • • • • • 

T-423
, 21/04/1966••• ••• •••• •••• Monte-Mor • • • • • o o • • • • o • • • • •

T-430 • • • • • • • • • • • • • Capão Bonito • • • • • • o • • • • • • • 19/12/1966
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, 
2. Tecnica de isolamento

Á ... As folhas com lesoes de Stemphylium solani colet�

das, foram colocadas em placas de Petri, esterilizadas, que --
Á , , 

8 serviram de camara um.ida. Apos 15 a 1 horas, notava-se a pre-

sença de frutificações do fungo nas duas faces das lesões. Com 

o auxílio da lupa e de agulhas histolÓgicas, 1 a 3 conÍdios -

eram então transferidos para 5 setores diferentes das caixas -

de Petri, contendo meio de batata-dextrose-agar. A seguir, ex�

minava-se com lupa, os locais da transferência dos conÍdios p�

ra confirmar a presença dos mesmos. Três. dias depois, quando o

crescimento do micélio atingia cêrca de 2 cm de diâmetro, era

feita repicagem para tubos, contendo o mesmo meio.

3. Meios de cultura para crescimento e esporulação

Para os isolamentos do fungo, foi sempre emprega-
. ,., 

do o meio de batata-dextrose-agar (B.D.A.) e para a induçao de 

esporulação foram utilizados os meios â e� cuja composição --

vem abaixo escrita. 

meio â 

Suco de tomate •••••••••••••• 100 ml 

Dextrose •••••••·••··•·•••••• 4,o g

Extrato de levedura ••••••••• 0,26 g 

Agar-agar ••••• • •••• • • • • •r• • •  10,0 g

Glutamato de sódio •••••••••• 

, 
Agua destilada o • o • • o • • • • • o • • 

meio Q

2,0 g

50,0 g 

900 ml 

A 

Suco de folha do tomateiro •• 200 ml 

Dextrose •••••••••••••••••••• 4, 0 g

Glutamato de sÓdio ••••••••••, , O ,26 g

Extrato de levedura •••••••.• 2,0 g 
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Agar-agar • • • • e e • e e e O e e O G 1 • • O 10,0 g 

Batata •••••••••••••••••••••• 50,0 g
, 
Agua destilada • • • e • o • o • o • • • e 800 ml 

O pH dos meios foi ajustado ao redor de 6,5. 

Conforme recomendação de COCHRANE (1958), a êstes 

meios de cultura j foram acrescidos 5 niveis de tiamina (100, -

200, 400, 600 e 800) em ppm. 

Posteriormente, com a possibilidade da aquisiçao-

do suco de verduras V-8 e verificando as vantagens do meio 

base dêste suco, MILLER (1955), apenas êste foi empregado no -

desenvolvimento de trabalho. Para a simplificação de texto, ê� 

te meio será denominado de V-8 e tem a seguinte composição: 

Suco vegetal V-8 •••••••o••• 
"1 . Carbonato de ca cio ••••••••

Agar-agar • • • e • e O D O • 0 • G • • ♦ • O 

, 

Agua destilada oo••••••�•••• 

Com pH ao redor de 6,5. 

200 ml 

3,0 g 

20,0 g 

800 ml 

Para a indução de esporulação, foi utilizada a 

técnica reeomendada por DIENER (1952 e 1955a), ligeiramente mQ 

dificada como segue: fêz-se a raspagem da superficie de cultu

ras com 5 dias de idade que foram, em seguida, irradiadas com 
• • 

A Â 

raios ultra-violeta. Para esse fim, foi empregada uma lampada-

tipo B-Black Raymaster 6322-F, com comprimento de ondas de •• 

3.600 R THOMAS (1961), durante 5 minutos, à distância de 15cm. 

4. Comparações entre os isolamentos em diferentes
meios de cultura

Partindo da hipótese da ocorrência de variações -

entre os isolamentos quanto às reações fisiolÓgicas em diferen 

tes meios de cultura, empregaram-se os meios E.D.A. e V-8 para 

estudar o problema. 
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5. Inoculações experimentais

Todos os ensaios foram desenvolvidos na casa de v�
..., 

getaçao da Cadeira de Fitopatologia da Escola Superior de Agri 

cultura "Luiz de ·Queiroz", com o contrÔle parcial de umidade e 

temperatura. 

Nesses experimentos, procurou-se investigar diver

sos aspectos de patogenicidade de Stemphylium solani. 

Primeiro ensaio 

Nesse ensaio, testou-se a patogenicidade de 16 isQ 

lamentos em relação aos tomateiros da vari�dade Santa Cruz. Ê� 

tes testes foram efetuados em duas etapas, isto é, 8 isolamen-
, tos inoculados de cada vez, em diferentes epocas do ano. O de-

lineamento utilizado foi de blocos ao acaso, com 8 tratamentos 

e 8 repetições. 

Segundo ensaio 
, , Segundo WEBER (1930 e 1932), varias Solanaceas co-

, N , A 

muns entre nos sao tambem hospedeiras desse fungo. Assim, o eg 

saio teve por finalidade, investigar a patogenicidade de al-

guns isolamentos para várias Solanáceas e comparar com os da-

dos obtidos por Weber. ós isolamentos utilizados foram T�347,� 

T-419, T-413, T-377, T-408 e T�422, e as Solanáceas ensaiadas

foram as seguintes:

Tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) variedade-Santa Cruz

Pimentão (Capsicum annuum L.) variedade - Casca Dura

GilÓ (Solanum gilo Raddi) variedade - sem denominação

Beringela (Solanum melongena L.) variedade - Beringela Nacional

natura (Datura stramonium L.)

Terceiro ensaio 

Os dados da literatura indicam que algumas varied� 

des de tomateiro reagem diferentemente ao ataque de Stemphy -

� solani FRAZIER e outros (1947). Por essa razão, o ensaio 
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constitui em tnocular 4 variedades de tomateiro (Santa Cruz, -

Manalucie,Techunseh e Kolia-C) a fim de estudar as caracteris

ticas patogênicas do isolamento T-347 que diferia em seu as

pecto cultural dos demais isolamentos, exceto T=419. Êsse en-

saio foi delineado em blocos casualizados com 4 tratamentos e 

4 repetições. 

5.1. Preparo de Mudas 
~ 

Para os ensaios, o modo de preparaçao das mudas 
A 

variou de acordo com a finalidade do teste. 

No primeiro e segundo ensaios, a semeadura foi

efetuada em caixas sementeiras, com solo previamente esterili-
, ~ 

zado. Dez dias apos a germinaçao, as mud�s foram transplanta--
,., 

das para vasos de barro cujas dimensoes eram as seguintes: 15 

cm de diâmetro na bÔca, 10 cm na base e 12 cm de altura. Em Câ 

da vaso foram transplantadas 5 pla�tinhas para serem inocula--
, 

das 15 dias apos. 

No terceiro ensaio, semearam-se 4 caixas semen

teiras medindo 43 x 35 x 10 cm, com as variedades de tomatei-

ro, Santa Cruz, Manalucia, Techunseh e Kolia-C, de modo que Câ 

da caixa constitua uma repetição, contendo 2 linhas de cada Vâ 

riedade. Foi estabelecido para inoculação, a época em que as 
A 

plantinhas apresentavam, pelo menos 2 folhas verdadeiras. 

5.2. Preparo de inÓculo 

Utilizando-se o processo de indução de esporul� 

ção descrito no Ítem 3 (exceto para os isolamentos T-347 e 

T-419 que esporulavam sem técnicas especiais), com uma alça de
. ,. t I\ 

• platina fez-se a raspagem dos conidios formados sobre o meio , 

acrescentando a cada placa de Petri, 20 ml de água destilada e 

2 gÔtas de espalhante adesivo (Triton-X 114 a 0,1%). Obtinha--
~ 

se assim uma suspensao de esporos com alguns fragmentos de mi-
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, 

celio. 

5.3. Método de inoculação 

As inoculações foram feitas por aspersão das 

suspensões de esporos e fragmentos de micélio com o atomiza--
, 

dor de De Vilbiss, acoplado a um compressor de ar atraves de-

tubo de borracha, formando assim, um burrifo bastante fino. 

5.4. Critério de avalia_ç§o dos resultados das 
inoculações 

Para a avaliação dos resultados das inocula

ções, no primeiro e segundo ensaios, as leituras foram sempre 
, N 

efetuadas 5 dias apos as inoculaçoes, levando-se em consider� 
N , N A 

çao o numero de lesoes por planta, de acordo com a seguinte -

escala de notas: 
, Numero de lesões Notas 

o G • O O e O ,o O tfa -O ·• ♦  O O e O •  O e O a e O o 

1 a 5 o o o -o • • o • o o o o o o o e o o • • • o • • 1 

6 a 10 ••o ooo e ooeo o•o�o o o o o •o•o 2 

11 a 15 o o .� Q o .  o o o o o o . º ·· ••• o • •  o . 3 

16 a 20 o e o o , o o o • o o o e o o o o o e o • • o o 4

superior a 20 • o o e e • • o e � o e o o o o o • 5 

No terceiro ensaio também eram feitas leitu-

ras, 5 dias após as inoculações, porém devido ao pequeno po� 

te das plantas, foi empregada a seguinte escala de notas: 
, Nu.mero de lesões Notas 

o • o • o • • • • • o o • o o o • o o e t • o • • o 

1 a 3 • G • e e o e • o • o • o e o • • o o o • e o • 1 

4 a 6 • • o • • • • o o • • • • o o • o • • o o • • o 2

7 a 10 • o o Q o • o a o • • • • • • o o o • • o • • o 3

11 a 14 • • • • o o • • • • • • o • • • • • o • o • • • 4

superior a 14 • o • o • • o • o • • • o • • • • • 5
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5.5. Reisolamentos 

ApÓs tÔdas as inoculações, foram realizados rei

solamentos, a fim de verificar o comportamento das culturas a� 

sim .obtidas em comparação com as culturas originais. A técnica 

empregada foi sempre aquela já descrita, anteriormente para i

solamentos. 

6. Conservacão das culturas

Para isto, foram tentadas diversas técnicas, seu

do que algumas basearam-se em informações coletadas na litera

tura e outras, foram idealizadas pelo autor. 

os métodos utilizados foram os seguintes: 

a) Repicagem periÓdica
,. , , , 

Este e o metodo classice mais comumente emprega-

do na preservação de microorganismos. Nestes ensaios, V-8 foi 

o meio utilizado, sendo as repicag�ns, realizadas cada 2 a 3 -

meses.

b) Conservação do fungo em estado conidial

Em virtude da dificuldade de se preservar conÍ--
,. , . dios de Stemphylium solani, em consequencia de sua rapida ger-

minação 9 quando predominam condições de umidade elevada, proc� 
... 

rou-se contornar esse problema, idealizando o processo para a 

desidratação dos mesmos. 
Á ... 

Para este fim, preparou-se uma camara (caixa) de 

madeira, hermeticamente fechada, feita com t�buas encaixadas -

umas nas outras, em cujas arestas internas eram colocadas ti-

ras de borracha para impedir a entrada do arº Para o fechamen-

to da camara, a tampa disposta lateralmente era forrada com --

borracha e pressionada com 4 parafusos colocados no corpo da -
'

caixa. Na face superior foi colocada uma torneira a qual foi -
, . , 

acoplada uma bomba de vacuo, obtendo assim, vacuo parcial. No 
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irtterior da câmara assim constituída, foi também colocada cer-

ta porção de sílica-gel para diminuir a umidade rélativa. 

As placas de Petri abertas contendo culturas esp� 

ruladas de Stemphylium solani eram encerradas no interior da -

câmara e em seguida, ligava-se a bomba de vácuo, a fim de se 

provocar uma rápida desidratação. Depois de 24 horas, os coni

dios eram coletados e preservados secos em tubos de ensaios, -

tamponados com algodão. 

c) Conservação em solo estéril

O método empregado foi idealizado por Me KE�N e

outros (1962) para Fµsarium oxysporum. Consiste em preparar t� 

bos contendo solo arenoso mais 10% de estêrco, sendo a seguir, 

acrescida certa porção de água e feita a·esterilização. Depois 

da esterilização, o fungo é inoculado e apÓs um bom desenvolvi 

menta da cultura, os tubos eram guardados em local com temper� 

tura baixa. 

d) Conservação em tubos contendo meio V-8, sem
repicagem

Neste caso, foram utilizados tubos contendo meio

V-8 com superfície inclinada e horizontal. As culturas foram -

repicadas e mantidas à temperatura ambiente por 2 semanas e, -
N A ' 

entao, transferidas para uma camara a temperatura de 15ºC• De 

tempo em tempo, realizaram-se repicagens para investigar a vi� 
f • 

N 

bilidada e possivel variaçao dos isolamentos. 

7. Análises estatísticas

As análises estatísticas dos ensaios foram efetua
·;

adas seguindo-se os metodos recomendados por PIMENTEL GOMES -� 

(1963). 



.. 14 -

N 

IV - RESULTADOS E DISCUSSOES 

1. Técnica de isolamento

O método empregado no presente trabalho, permi

tiu isolamento fácil e sem problema de contaminações, demons-

trando assim esta técnica de isolamento ser bastante eficien-

te. Além disso, após a transferência dos conÍdios para as cai

xas de Petri, com o auxílio da lupa, foi sempre possivel con--
• A 

firmar a presença dos mesmos, nos pontos para os quais eles fQ

ram transferidos, permitindo uma boa precisão nos isolamentos.

Esta t�cnica quando comparada com a de transfe-
A 

• rencia de tecidos doentes utilizados por DIENER (1955a), MEDEl 

ROS (1957) e outros e de diluição de conÍdios em placas conteg 

do meio 1 utilizada por WEBER (1930 e 1932), apresenta com van

tagens, a ausência de contaminação, uma vez que se transfere -

quase que exclusivamente os conÍdios,e a possibilidade de con-

firmar sua presença e reconhecimento no meio de cultura no ato 
A 

de sua transferencia, em virtude do seu porte relativamente --

grande. 

Esta técnica pode também ser estendida a outros 

fungos que apresentam como Stemphylium solani, esporos relati

vamente grandes. Assim, quando experimentada para Septoria lY,

copersici Speg. e Alternaria solani (Ell. & Mart.) Jones & 

Grant, foram obtidos Ótimos resultados. Talvez, as Únicas des-

vantagens dêsse método sejam sua inaplicabilidade, quando nao 

se verificam frutificações do fungo sÔbre as lesões e quando -

os esporos do fungo a ser isolado são demasiadamente pequenosº 

2. Meios de cultura para crescimento e
esporulação

A 

Os meios de suco de tomate e suco de folhas de-

tomateiro, mesmo com o acréscimo de tiamina, não deram result� 
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dos satisfatórios, embora a esporulação aumentasse com a ele-
N f vaçao do nivel de tiamina. 

O meio idealizado por DIENNER (1952) com base-
,A 

no suco de verduras, V-8 funcionou realmente melhor para to--

das as culturas obtidas., Na indução de esporulação o mesmo -

meio também foi bastante eficiente, havendo porém, conforme -

os isolamentos, variações na esporulação e crescimentoº Os -

isolamentos T-347 e T-419 comportaram-se de modo muito dife-

rente dos outros isolamentos. Assim, no terceiro dia, a par-

tir da repicagem, já mostravam frutificações intensas, sem o 
, 

uso de qualquer tecnica especial. As culturas tornavam-se es-

curas, devido à grande quantidade de conidios formados em 

suas superficies. Os isolamentos, T-277', T-299, T-359, T-377-

e T-413 esporulavam de maneira precária; porém, quando irra-

diados, mostravam frutificações abundantes. Os isolamentos, -

T-273,

T-319,

T-408,

rulavam 

çao. 

T-280, T-286, T-289, T-296; T-301, T-305, T-309, T-315,

T-321, T-354, T-373, T-378, T-380, T-381, T-400, T-401,

T-410, T-411, T-414, T-420, T-422, T-423 e T-430, espQ.

muito pouco e apenas após terem submetidos à irradia-

3o Comparações entre os isolamentos em dife
rentes meios de cultura 

~ 

Fazendo-se a comparaçao dos aspectos culturais 

entre os isolamentos desenvolvidos em meios E.D.A. e V-8, ob

servou-se que dentro do mesmo meio houve uma variação relati

vamente grande, porém os mesmos isolamentos variaram muito --
,A 

pouco em meios diferentes. os detalhes destes aspectos cons--

tam dos Clichês A e B, 
,A 

De acordo com os resultados obtidos com base -

no meio V-8, foi possível classificar os isolamentos quanto 
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ao aspecto da esporulação nos seguintes grupos: 

Grupo A - Compreende os isolamentos que esporu-

lam abundantemente em qualquer dos meios empregados, com ou 

sem irradiação. Pertencem a êste grupo os isolamentos T-347 e 

T-419.

Grupo B - Todos os isolamentos que apresentam p� 

quena esporulação no meio V-8, sem irradiação e que esporula'r:= 
JI A 

abundantemente apos estaº Pertencem a este grupo os isolamen--

tos, T-277, T-299, T-359, T-377 e T-4130 
, 

Grupo C � Todos os isolamentos que so esporulam-

em meio V-8 quando irradiados e em pequena quantidadeº Perten

cem a êste grupo os isolamentos, T-273, T-280 7 T-286, T-289, -

T ... 296, T-301, T-305, T-309, T-315, T ... 319, T-321, T-354, T-373, 

T-378, T-380, T-381, T-400� T-401, T-408, T-410, T-411, T-414,

T-420, T-422, T-423 e T-430,

Comparando-se o fungo -.descrito por vJEBER (1929 , 

1930 e 1932), com os isolamentos do grupo A (T-347 e T-419) v� 

rifica-se que são muito semelhantes em suas caracteristicas
1
i,ê. 

, 

to e, esporulam em quaisquer meios utilizados, mesmo sem irra-

diação e mantêm-se serrí variação morfolÓgica, fisiolÓgica ou P§;. 

togênica. Além disso, estampas apresentadas por WEBER (1932),

de culturas desenvolvidas em meio BoD�Aº mostram aspectos cul

turais bastante semelhantes com os dos isolamentos T-347 e T-

419 1 conforme se observam no Clichê A e B. Entretanto o mesmo= 

não ocorre quando se compara o fungo descrito por WEBER com os 

demais isolamentos pertencentes aos grupos B e C que possuem -

caracteristicas culturais distintas e quase não esporulam es-

pontâneamenteo Neste particular, talvez esteja a explicação dos 

dados discordantes obtidos por ANDRUS e outros (1942), HENDRIX 

e outros (1946) e FRAZIER e outros (1946) que não obtiveram e� 
AI A ' A 

porulaçao espontanea em seus isolamentos. Provavelmente esfes-
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A 

autores trabalharam com os isolamentos de StemphyliJJ!!! solani,-

que poderiam ser incluidos nos grupos B ou e, isto é, com menor 

capacidade de esporulação. 

A ocorrência citada por DIENER (1952), de algumas 

esporulações espontâneas no meio V-8 provàvelmente foi devido a 
,. 

ele ter usado em seus trabalhos, alguns isolamentos que poderi-

am ser considerados do grupo B" 

O fato de MEDEIROS (1957) ter conseguido com seu 

m�todo, abundante esporulação e em trabalhos posteriores não ob 

ter os mesmos resultados, também pode ser atribuído à essa causa 
, 

isto e, no trabalho inicial ter empregado um isolamento do gru-

po B e nos trabalhos posteriores, isolamentos do grupo e, que -

aliás, mais frequente, conforme se observà no item anterior .. En_ 

tretanto, para a confirmação destas hipóteses, seria necessário 

realizar um trabalho mais detalhado de comparações dos isolameg 

tos. 

4. InoculaçÕEll1 ex_Eerimentais

4.1. Teste de patogenicidade com 16 isolamentos 

Nas duas etapas do teste de patogenicidade reali

zado, em tomateiro da váriedade Santa Cruz, todos os isolamen--
,. 

tos mostraram-se patogenicos� Nas leituras dos resultados, os -

isolamentos T-347 e T-419, mostraram-se muito mais patogênicos

do que os outros, como podem ser observados nas Tabelas II e 

III. 

A análise estatística preliminar da Tabela III,-

mostrou ser significativa estatlsticamente ao nível de 1% de -

probabilidade. Entretanto, nesse caso, é interessante destacar-
alguns isolamentos mais patogenicos e os dados da Tabela III,=-
permitiram agrupá-los em duas populações, isto é, T-347 e T=419 
formando uma população que foi designada de�� e os 6 isolamen== 
tos restantes, formando outra população que foi designada de Xa 
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TABELA II - Resultados da inoculação de 8 isolamentos de�º� 
ui, em tomateiro da variedade 

, 
Santa Cruz. Os numeras expressos-

, 

atribuidas às plantas contidas representam a media das notas em 
um vaso (5 plantas). 

R e p e t i ç Õ e s (*) 
Média Isolamentos 

I II III IV V VI VII VIII 

T-273 3 3 4 2 3 3 3 4 3,15 
T-277 4 5 4 3 4 2 3 4 3,87 
T-286 3 2 1 4 3 3 2 3 2,62 
T-289 4 3 3 2 3 4 3 3 3,15 
T-299 5 4 4 3 4 3 3 3 3,87 

T-305 2 1 4 3 2 1 2 3 2,25 
T ... 309 3 3 2 4 3 3 1 2 2,62 

T-319 4 5 3 4 2 3 1 2 3,00 

(*) A escala de nota variou de O a 5.

TABELA III ... Resultados da 2ª etapa de inoculações, realizada -
com 8 isolamentos em tomateiros da'variedade Santa Cruzo Os nu-

, 

meros expressos representam a media das notas 
plantas contidas em um vaso (5 plantas). 

N 

s (*) R e P e t i ç o e 
Isolamentos 

I II III IV V VI VII 

T-419 4 5 5 4 3 5 4 
T-347 5 4 5 5 4 5 5 
T-354 3 3 4 2 3 3 2 

T-359 4 2 3 4 3 3 4 
T ... 373 4 4 3 4 4 2 3 

T-380 2 3 1 3 2 3 2 
T-381 3 3 3 2 3 2 3 
T-408 3 4 3 2 4 3 3 

(*) A escala de notas variou de o a 5.

• r ' 

atribuidas as ---

Média 
VIII 

5 4,38 

5 4,75 

4 3,00 

3 3,25 

4 3,50 

3 2,38 

3 2,75 
2 3,00 
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TABELA IY - Análise de variância p.a TABBLA II. 

Ensaio de patogenicidade de 8 isolamentos na variedade Santa 
Cruz. 

Causas da 
..,

variaçao G.L. S.Q. 

Tratamento 7 13 7 25 

Bloco 

Resíduo 

Total 

7 7,75 

49 39,00 

63 60,00 

(*) Significativa a.o nível de 5%

Valor da signific;noia do F: a 5% 

a 1% 

Par.a teste de Tukey� a 5% 

a 1% 

Q.M. F 

1,89 2,39 * 

1,11 1,40 

o,79 

. . ... � � 

Portanto, na patogenicid�de dos isolamentos houve 

uma variaç&'.o entre &les, ao nivel de 5% de probabilidade. 
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TABRLA V - Análise de variância da TAB�LA III. 

Ensaio de patogenicidade de 8 isolamentos na variedade Santa -
Cruz. Para análise, foram separados em 2 populações: isolamen
to que forneceram médias de notas maiores e isolamentos que --
forneceram medias de notas menores. 

Causas da variação G.L. s.Q.

Dentro X 1 0,57 

X vs. Y 1 30,0.8 

Dentro Y 5 6,11 

(Tratamento) (7) (36,76)

Bloco 7 1,25 

Residuo 49 25,00 

Total 63 63,01 
* ... Significativa ao n!vél de

** - Significativa { ao nivel de 
X ... População a que pertencem 

T-419.

0,57 

30,08 

1,22 

5% 
1% 

F 

1,12 

58,98 **

2,39 *

os isolamentos T-347 e 

Y - População a que pertencem os 6 isolamentos res-
tantes .. 

A 
jã 5% 

Valor de significancia: � l% 

Para teste de Tukey: 
fãa 

5% 

� 1% 

• • o e o e o e o • o 

• o o • • o • • o • o

o • • • • o o o o o •

• • o • õ o • • • o •

Portanto, as comparações entre X vs. Y são altamente 

significativas ao n!vel de 1% de probabilidadeº 
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De acÔrdo com os resultados da análise estat{sti 

ca efetuada com os dados obtidos nestes testes, pode-se ve

rificar que, na primeira etapa do experimento realizado com 

8 isolamentos, êstes pouco se diferiram entre si quanto a -

patogenicidade (TABELA IV)o Na segunda etapa do ensaio, ve

rificou-se que os isolamentos T-347 e T-419 demonstraram 

ser diferentes de 6 isolamentos restantes, pertencendo a o� 

f 
. A 

tra população, ao nivel de 1% de probabilidade de acordo 

A 

com o quadro de variancia apresentado na TABELA V.

4.2. Suscetibilidade das variedades de tomateiro 

A , 

Os resultados deste teste e apresentado na Tabe-

la VI. 

A 

A Tabela VI mostra que as tres variedades (Mana-

lucie, Techunseh,Kolia-C) consideradas resistentes nos Estª 

dos Unidos comportaram�se como tal, quando comparadas com a 

variedade Santa Cruza 
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4.3. Suscetibilidade de diferentes Solanáceas 

As inoculações de 6 isolamentos em diversas Solª 

náceas demonstraram que o tomate Santa Cruz, gilÓ, pimentão, -

são suscetíveis a Stemphylium solaniº Datura mostrou algumas -

manchas iniciais mas nunca ocorrendo evolução das mesmasº A b� 

ringela mostrou-se imune em tÔdas as inoculações, jamais ocor-

rendo lesões causadas por êste ,fungo, nas condições em que os 

testes foram efetuadosº 

Os resultados das observações constam da Tabela

VII. 

TAB�LA VII - Resultados. das inoculações de. diferentes isolamen 
tos em diversas Solanáceas. 

, 
(*)Isola- Solanaceas testadas 

mentes Beringela Datura GilÓ 
,., 

Pimentao Tomate (**) 

T-347 I R s s s 

T-419 I R s s s 

T-299 I R s s s 

T-377 I R s s s 

T-Ü08 I R s s s 

T-413 I R s s s 

(*) I Imune R ::: Resistente s. o ::: Suscetivel ' ' 

(**) Yariedade Santa Cruz 

,. 

Esses resultados mostraram que os isolamentos do 

grupo A (T-3Ü7 e T-419) não podem ser separados dos demais gr� 

pos, com base nestes hospedeirosº 

Comparando êstes dados com aquêles obtidos por -

�BER (1930 e 1932) nota-se estreita concordância na sucetibi-
• N N • # , 

lidade com relaçao a tomate, pimentao, gilo e Daturao Porem,no 

presente ensaio, apesar de várias inoculações efetuadas, jamais 
,.

conseguiu determinar qualquer patogenicidade para beringelaoE� 

te dado discorda daquêle obtido por WEB�R (1930 e 1932) que a 

classificou como suscetívelº �ntretanto, talvez isso possa ser 

atribuido ao fato de se tratarem de variedades distintas. 

::: 
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4.4. Reisolamentos 

Nos reisolamentos realizados, em tÔdas as cul

turas, repetiram-se as características culturais originais. 

A invariabilidade dos reisolamentos em relação 

às culturas originais indica que as culturas obtidas são bas

tante estáveis
9 assim, êste resultado vem reforçar a classifi 

caçao das culturas em grupos, realizada anteriormenteº 

5. Conservação das culturas
N 

As tentativas para a preservaçao dos isolamen=

tos, em estado conidial, não foram bem sucedidas, devido ao -
, ~ .., 

metodo utilizado nao provocar uma desidrataçao suficientemen� 

te rápida que impedisse a germinação dos conidiosº 

Em solo estéril, após 6 meses de preservação,-
,., 

o fungo nao se desenvolveu mais
1 quando repicado para os

meios usuais. 

Usando-se tubos com meio v ... 8, jamais se noto11=

qualquer variação
9 

no método de repicagens periÓdicas e suces 

sivas, durante mais de 2 anos em que os trabalhos foram deseg 

volvidos. 

Nos tubos não repicados com superficie do meio 

inclinado ou horizontal, deixados à temperatura de 15ºC, as 

culturas mostraram-se viáveis ainda, após aproximadamente 14

meses. Em ambos os casos, não se observaram quaisquer varia--
#U , . , A I 

çoes morfologicas ou fisiologicas. Como este assunto e de 

grande import�ncia, é preciso realizar estudos mais detalha-

dos. 

6e Discussão final 

Os resultados das análises estatísticas dos �= 

isolamentos demonstraram existir diferentes graus de patogeni 

cidade e seus reisolamentos e sucessivas repicagens provaram-
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a invariabilidade das caracteristicas culturaisº 

De acÔrdo com STAKMAN (1957), associando êsses

dados com a classificação dos isolamentos feita em 3 grupos,=

com base na esporulação em meios de cultura, a classificação -
> > 

pode seguramente ser estendida ao nivel de raças fisiologicas-

de Stemphylium solani Weberº Assim, os isolamentos do grupo A-
' ' 

pertenceriam a raça-1, os do grupo B, a raça-2 e os do grupo C 

a raça-3. 

Os diversos isolamentos utilizados no presente

trabalho podem ser separados de acÔrdo com a chave dicotÔmica

abaixo, para classificação das raças fisiolÓgicas de Stemphy-

lium solani (Tabela VII)º 
"' 

Chave dicotomica 
N A 

A - Com esporulaçao espontanea 

1 - abundante em qualquer meio, 
sem a irradiação com �ltra= 
violeta ººººººº"º"ººººº�ººº raça-1. 

2 - esparsa em meio V-8, abun--
dante, após irradiação com 
ultra-violeta o•o•••••••••• raça-2o 

~ A 

B - Sem esporulaçao espontanea 

l - em meio V-8, s�mente peque-
,., , 

na esporulaçao, apos irra--
diação com ultra-violeta ºº raça-3o 

A raça-1 possui elevada patogenicidade que as-

demais raças, quando inoculada em tomateiro suscetivel. 

A raça-2 da raça-3 não consegue ser separadas, 

com base na patogenicidade em tomateiro suscetivelG 
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TABELA VIII = Agrupamento de isolamentos obtidos, segundo as r� 
ças fisiolÓgicas de Stemphylium solani. 

raça-1 T-347, T-419

T-277, T-299, T-359, T-377, T-413

T-27"3, T-280, T-286, T-289, T-296, T-301, T=305,

raça-3 T-309, T-315, T=319, T-321, T-35Lt, T=373, T-378,

T-380, T-381, T-400, T-401, T=408, T-lüO, T-411,

T-414, T-420, T-422, T-423, T-l.t.30º

V - CONCLUSÕES 

Dos dados obtidos no presente trabalho podem

ser tiradas as seguintes conclusões: 

1 - A classificação dos isolamentos em grupos po-
t , 

de, com segurança, ser estendida ao nivel de raças fisiologicas 

de Stemphylium solani. 

2 - A raça-1, pelo fato de produzir conidios com 

facilidade em meios usuais e em grande quantidade, e possuir al 

to,grau de patogenicidade � de grande utilidade para desenvol-

ver programas de melhorª1l}ento. 

3 - Ocorrem pelo menos, três raças fisiolÓgicas -

de Stemphylium solani, no Estado de são Paulo. 

4 - A técnica de isolamento aqui aplicada é vant� 
N '\ , 

josa em relaçao as tecnicas emnpregadas anteriormente, por ou --
" 

tros autoreso 

5 - Stemphylium solani pode ser conservado sim--

plesmente em tubos de cultura com meio V-8, sem repicagem, pelo 

menos durante 14 meses. 



VI - RESUMO 

,. 

O presente trabalho trata sobre o estudo da va-

riabilidade do fungo Stemphylium solani Weber, agente causador 

da mancha foliar do tomateiro 9 "mancha de estenfiliu.m", que es 

tá se tornando cada vez mais importante em tÔda área 9 onde se 

cultiva o tomateº 

O autor isolou 33 culturas de StemHhylium sola

fil., de 13 municipios do Bstado de são Paulo e estudou suas ca

pacidades de esporulação em meios de cultura 9 suas patogenici

dades em 5 diferentes Solanáceas, aspectos de culturas em 

meios E.D.A. e V-8 e métodos de preservação das mesmasº 

O modo de esporulação dos isolamentos variou 

bastante e reisolamentos e repicagens sucessivas efetuados mo� 

traram que todos os isolamentos mantiveram as caracter1sticas= 

culturais originais. 

Dois isolamentos (T-347 e T-419) comportaram-se 

de maneira bastante diferente dos demais isolamentosº Assim , 
,. ,. 

estes esporulavam espontanea e abundantemente em quaisquer ---

meios, e nos testes de patogenicidade em tomate Santa Cruz,as 

análises estatísticas demonstraram possuírem elevada patogeni-

cidade. 

Com base na capacidade de esporular em meios de 

cultura, patogenicidade em tomateiro suscetível e invariabili

dade das características culturais, o autor propôs a classifi

cação de Stemphylium solani, em 3 raças fisiológicas e discute 

sua importância na interpretação de dados divergentes da lite= 
# • N A • 

raturao Alem disso, chama a atençao para as culturas patogeni-

cas capazes de esporular espontaneamente em meio B.D.A. e suas 
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aplicações nos trabalhos de melhoramento do tomateiroº Das 5 -

Solanáceas testadas (tomate, pimentão, gilÓ, beringela e Datu

!:�), 4 apresentaram reações idênticas às obtidas por outros �

autôres, porém, a beringela mostrou ser imune, discordando com 

os dados da literatura. 

, N 

Quanto ao metodo de preservaçao de culturas, de---
I A • • ,. • • monstrou ser possivel mante-las 1nvar1ave1s, sem repicagem, em 

meio V=8, pelo menos, cêrca de 14 meses. 

VII - SUMMARY 

The present work deals with the studies of 

variability of Stemphylium solani Weber, the causal agent of 

gray leaf spot of tomatoes. This disease is becoming very 

important in all the areas where tomatoes are cultivatedo 

Thirty-three isolates of Stemphylium solani were 

obtained from 13 different districts of the State of Sao 

Paulo. Morphological and physiological characters such as 

cultural aspect in PDA and V-8 culture media, sporulation, 

and pathogenicity on 5 different Solanaceae were studied. 

Cultural preservation methods have also been considered. 

Sporulation varied from one isolate to the others, 

but the characteristics of each isolate were consistently 

maintained through reisolation from inoculated material and 

transfers to new media. 

Two isolates (T-347 and T-419) behaved very 

differently from the others, both in sporulation and 
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pathogenicity. These isolates sporulated abundantly and 

spontaneously, and their pathogenicity was significantly 

higher. 

Based on the capacity of sporulation in the 

culture media, pathogenicity, and cultural characteristics the 

classification of Stemphylium solani in 3 physiological races 

is here pourposed. This classification may help explaning 

divergent data obtained by other authorso Furthermore, the 

pathogenic isolates capable of spontaneous sporulation in PDA 

can be used more properly on tomate breeding programs. 

On the pathogenicity tests, four of the five 

tested Solanaceae presented the sarne type of reaction found 

by other authors. Only eggplant showed to be immune, and this 

result disagrees the resu1ts found in the literature. The 

results obtained by the preservation method on V-8 medium 

showed that it is possible to keep th� isolates invariable 9

without periodic transfers at least for 14 monthso 
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EstampR 1.  Asnectos culturais ne diversos 
isolamentos de Stemphyliu.m solqn.2_, 8m meios 
de B.D.A. e V-8. 
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Estampa 2 - Comparações de aspectos culturais 
de alguns isolamentos de Stemphy
lium solani, entre o meio B.D.A.    
e V-8. 




