MALTOSE-PEPTONA-AGAR, UM MEIO DE CULTURA
PARA ESPORULAGAO DE STEMPHYLIUM SOLANI'
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RESUMO - Estudou-se a influéncia de diferentes meios de cultura sobre a esporulagio de Stemphylium
solani. Melhor esporulagio foi obtida em placas-de-Petri contendo 10 ml de MP-5, havendo uma varia-
¢do de 21.433 e 41.700 confdios/ml. Em placas com 20 e 25 ml, os conidios germinaram e produziram

micélio, em quinze dias de cultivo.

Termos para indexagio: mancha-foliar-do-tomateiro, mancha-parda-do-tomateiro.

MALTOSE-PEPTONE-AGAR, A CULTURE MEDIUM FOR SPORULATION
- OF STEMPHYLIUM SOLAN!

ABSTRACT - The influence of different culture media on the sporulation of Stemphylium solani was
studied. The best sporulation was obtained in a Petri-dishes containing 10 ml MP-5 with a variation of
21,433 - 41,700 conidia/ml. Conidia germinated and produced mycelium in fifteen days, in dishes

with 20 and 25 m] MP-5,

Index terms: leaf spot of tomato, gray leaf spot of tomato.

INTRODUGAG

O tomate (Lycopersicon esculentum Mill) gra-
gas ao seu alto valor nutritive, quer em estado na-
tural, quer em suas formas industrializadas, se tor-
nou uma das espécies de olerdceas de maior impor-
tincia econdmica para o Estado de Pernambuco.

Segundo dados da Fundagio Estadual de Pla-
nejamento Agrfcola & Empresa de Assisténcia Téc-
nica e Extensio Rural do Pernambuco (1980}, a
produgfo interna de tomate industrial no ano de
1979 foi de, aproximadamente, 109,000 t.

“Em decorréncia da expansio e intensidade de
seu cultivo, o problema de doengas causadas so-
bretudo por fungos vem se acentuando cada vez
mais, constituindo-se num dos fatores responsi-

veis pela redugio da produgdo. Entre as enfermida-
" des que causam maiores danos 4 cultura do toma-
teiro, destaca-se a ‘“‘mancha-parda”, cujo agente
causal é o Stemphylium solani Weber. Pelo fato de
esse patigeno ndo esporular em meios de cultura
comumente utilizados, trabalhos de melhoramento
com vistas a fontes de resisténcia sio, em parte,
dificultados.

Estudos referentes & esporulagio de S. solani
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vém sendo objeto da aten;ao de virios pesquisado-
res,

Weber (1930) conseguiu abundante esporulagio
em meio de batata-dextrose-dgar (BDA), sem utili-
zar técnicas especiais, Contudo, Andrus et al.
(1942) e Frazier et al. (1946) nio conseguiram es-
porulagio nos meios testados. Hendrix et al.
(1946), submetendo culturas em placas-de-Petri i
radiagio ultravioleta, conseguiram uma produgio
razodvel de esporos em BDA, Diener (1952) obte-
ve alta esporulagdo quando empregou o meio con-
tendo 20% de suco de verduras V-8, tendo subme-
tido as culturas, durante cinco minutos, 4 radiagio
ultravioleta, a uma distincia de 15 em. Diener
(1955), usando este mesmo meio e expondo as
culturas em placas-de-Petri fechadas, & radiagio
ultravioleta (312 - 546 nm) por um petfodo de
um e meio a doze minutos, obteve farta esporula-
¢do. Removendo as tampas das placas e subme-
tendo as culturas a radiagSes de 254 - 546 nm, ve-
rificou que ocorreram efeitos letais.

Medeiros (1957) induziu esporulagio utilizan-
do o meio de BDA mais extrato de folhas de to-
mateiro, expondo as culturas 3 luz de limpada co-
mum de 120 velas, durante quatro horas, apés ras-
pagem da superficie das culturas,

Namekata & Tokeshi (1967), utilizando a técni-
ca recomendada por Diener {1952, 1955), ligeira-
mente modificada, conseguiram induzir esporula-
¢io empregando uma limpada tipo B-Black

.Raymaster 6322 - F, com comprimento deonda de
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360 nm, estando as placas destampadas durante as
radiagdes.

Minussi et al. (1973) conseguiram eﬁmente es-
porulagio expondo as culturas 4 radiagio ultravio-
leta de onda curta (274 nm) a uma distincia de 15

cm, durante meio, um e dois minutos, estando as’

placas destampadas no momento das radiagBes. Mi-
nussi et al. (1977}, estudando os efeitos de diferén-
tes regimes de luz na esporulagio de S. solani, de-
mostraram que, sob luz continua, nio havia espo-
rulagio, No entanto, quando tratadas com ultra-
violeta durante cinco minutos, apés terem sido
* submetidas ao regime de luz cont{nua por cinco
dias, ocorria esporulagio. - - v
Considerando que dentre os trabalhos efetuados
nio houve indicagio de nenhum meio de cultura
propicio i esporulagio espontdnea desse patégeno,
o presente trabalho teve os seguintes objetivos: Ve-
rificar a influéncia de diferentes meios de cultura
sobre a esporulagdo de S. solani, e correlacionar di-
ferentes quantidades dos meios testados, distribui-
dos em placas-de-Petri, com a maior ou menor pro-
dugio dc confdxos

 MATERIAL E METODOS

Os traba]hos foram desenvolvidos no Setor de Micopa-
tologia Vegetal do Departamento de M.lcologla da Umver-
sidade Federal de Pernambuco,

Folhas de tomateiro coletadas nos municipios de Ca-
mocim de 53o Félix, Bonito e Bezerros, do Estado de Per-
nambuco, apresentando sintomas tipicos da “mancha-fo-
liar™ apds terem sido desinfectadas superficialmente com
bicloreto de mercirio a 1:1.000 durante um minuto, fo-
ram plaqueadas em meio de batata-dextrose-dgar (BDA),
tendo-se obtido oito isolamentos de §. solani, sendo:

. a. Dois do material colhido em Bonito (1b, 1b");

b. Dois, resultantes da coleta de Bezerros (1a, 1a°);

" ¢ Quatro, restantes, provenientes do municipio de Ca-
mocin de Sio Félix (4a, 4b, 5a, 5a°),

Levando-se em consideragdo a possivel influéncia de

. fatores nutricionais sobre a esporulagio deste patdgeno,
cada isolamento foi implantado em placas-de-Petri, com
trés repeti¢des, contendo os seguintes meios:

a. Batata-dextrose-dgar (BDA) 200'g de batata, 17¢
de dextrose, 15 g de dgar e 1.000 ml de dgua destila-
da;

b. Aveia dgar (MA) - 50 g cle farinha de aveia, 20 g de

_ dgar e 1.000 ml de 4gua destilada; -

¢. Alimento infantil-carbonato de calc1o-aga.r (MA])

(Santos Filho 1976) - 100 ml de alimento infantil
(legumes sortidos Junior), 2 g de carbonato de cil-
cio, 15 g de dgar e 1.000 ml de dgua destilada; .
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d. Maltose-peptona-dgar (MP-5) (Milanez 1967) - 4 g
de maltose, 1 g de peptona, 20 g de 4gar ¢ 1.000 m!
de dgua destilada.
Esses meios foram esterilizados em autoclave a 1
atmosfera de pressio, durante 20 minutos.
- Culturas monospéricas foram obtidas a partir das co-

" 15nias desenvolvidas em MP-5.

Visando verificar a influéncia da quantidade dos meios
testados, na esporulagdo do fungo, foram preparadas pla-
cas-de-Petri contendo 5, 10, 20 ¢ 25 ml de cada um dos
meios. . .

" As placas, apbs as inoculagdes, foram mantidas 3 tem-
peratura ambiente (cerca de 28°C).

Decorridos quinze dias de inoculagio, foram adiciona-
dos 5 m! de 4gua destilada estéril ds culturas, e, com uma
alga de platina, fez—se a raspagem da superf icie das cold-
nias.

. Ao microscdpio tico, utilizando a objetiva 40 x, pro-
cedeu-se a contagem total de conidios contidos em uma
aliquota de 0,1 mL Para cada uma das repeti¢es, efetua-
ram-s¢ duas leituras, multiplicando-se a média por 50, a
fim de se obter o nimero de conidios por mililitro da sus-
pensio.

. RESULTADOS E DISCUSSAO - -

Dentre os diferentes meios de cultura testados,
MP-5 demonstrou ser altamente eficaz para a espo-
rulagio de’ S. solani,  tendo-se registrado a ocor-
réncia de confdios em todos os isolamentos, a par-
tir do terceiro dia apés a implantagdo (Tabela 1).

Comparando-se os aspectos culturais e a esporu-
lagio dos isolamentos nos diversos meios, verifi-
cou-se que os isolamentos 1b e 5a obtiveram com-

TABELA 1. Conidios/ml produzidos pox Stemphylium so-
: * . lanl em placas-dePetri contendo 10 ml de
meios de cultura, ap6s 15 dias de incubagiio

em temperatura ambiente.

' ’ - Meios de cultura

Isolamentos

- BDA MA MALl MP-5
12 0 ‘540 o . 30267
12 0 420 0 41,700
1b 90 590 "0 35533
1’ 0 0 130 35.833
4a 0 0 176 25.433
4b 0 . 457 ‘0 20.733
Ba - 135 . .- 88 0. - 31.333
Ba’ 0 " 45 .0 21.433

Os nmeros 530 a média de trés repeti;ﬁes."
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portamento idéntico em todos os meios, tendo
produzido escassa quantidade de esporos nos
mejos BDA e MA, e abundante produgio em MP-5,

Em MA, nio foi constatada esporulagio apenas
nos isolamentos 4a e 1b’,

Observou-se que a distribuigio de diferentes
quantidades de meios em placas-de-Petri estd cor-
relacionada com a maior ou menor produgio de
conidios. Em placas contendo mais de 10 ml de
meio, verificou-se que apds 15 dias de cultivo os
conidios comegaram a germinar, havendo desen-
volvimento de micélio em toda a superficie do
meio (Fig. 1). Em placas contendo 10 ml, houve
abundante produgio de confdios (Fig. 2), sem,
contudo, ocorrer germinagio e, conseqilentemen-
te, produgio de micélio; tudo indica que tenha ha-
vido esgotamento das substincias componentes do

FIG. 1. Aspecto das coldnias em placas-de-Petri contendo
20, 3 esquerda, e 25 ml do meio MP-5, quinze
dias apds o cultivo.

FiG. 2. Produgdo da confdios em placas-de-Petri contenda
10 mi dos meios MP-5, & esquerda, ¢ BDA, aos
quinze dias de cultivo,

meio. Desse modo, 10 ml de MP-5, é a quantidade
ideal para que se possam obter suspensdes apenas de
conidios, com a vantagem de nfo requerer trata-
mento com radiagdes utravioleta.
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