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APRESENTAÇÃO

O livro “Aspectos Fitossanitários da Agricultura” é uma compilação de trabalhos 
de pesquisas sobre manejo fitossanitário na agricultura brasileira. A obra reúne 
trabalhos de diferentes regiões do país, analisando a área do Manejo fitossanitário 
sob diferentes abordagens. 

É necessário conhecer esses temas sob diversas visões de pesquisadores, a 
fim de aprimorar conhecimentos, relações interespecíficas e desenvolver estratégias 
para a utilização do conhecimento acerca das formas de controle de patógenos e 
insetos m culturas agrícolas. 

O trabalho contínuo de pesquisadores e instituições de pesquisa tem permitido 
grandes avanços nessa área. Assim, apresentamos neste trabalho uma importante 
compilação de esforços de pesquisadores, acadêmicos, professores e também da 
Atena Editora para produzir e disponibilizar conhecimento neste vasto contexto. 

Mônica Jasper
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CRESCIMENTO MICELIAL DE Stemphyllium SP. AGENTE 
ETIOLÓGICO DA QUEIMA DE ESTNFÍLIO NA CULTURA 
DA CEBOLA (Allium cepa) EM DIFERENTES MEIOS DE 

CULTURA 

CAPÍTULO 5
doi

Flávia de Oliveira Borges Costa Neves
Graduação em Agronomia. Instituto Federal de 

Educação,Ciência e tecnologia do Triângulo 
Mineiro. Campus Uberlândia.

Igor Souza Pereira
Prof. Dr. Fitopatologia. Instituto Federal de 

Educação Ciência e tecnologia do Triângulo 
Mineiro. Campus Uberlândia. MG. Fazenda 

Sobradinho.

RESUMO: A queima de estenfílio é considerada 
a principal doença de parte aérea da cebola 
em regiões de clima tropical e subtropical. 
Recentemente foi verificada a ocorrência de 
queima na cebola na Região do Alto Paranaíba. 
No entanto, estudos sobre a esporulação de 
Stemphylium sp em diferentes meios de cultura 
são escassos na literatura. Deste modo, o 
objetivo deste trabalho foi estudar a influência 
de diferentes meios de cultura no crescimento 
micelial e produção de conídios de Stemphylium 
sp. Foi utilizado o delineamento inteiramente 
casualizado em esquema fatorial 8x6. Os meios 
de cultura testados foram: BDA; V8 à 5%; V8 
à 10%; V8 à 20%; suco de tomate à 5%; suco 
de tomate à 10%; suco de tomate à 20% e 
MEA. Todos os meios foram submetidos ao 
fotoperíodo de 12 horas. Foram realizadas duas 

avaliações do crescimento micelial aos 10 e 15 
dias, por meio da medida dos diâmetros (mm) 
das colônias em dois sentidos perpendiculares 
entre si, tomando-se como valor a média das 
duas medidas. Aos 10 dias de avaliação pode-
se observar que os meios que mais favoreceram 
o crescimento micelial foram o suco de tomate 
à 20%, BDA, seguido por V8 à 10%; V8 à 20%, 
enquanto que aos 15 dias foram os meios BDA, 
suco de tomate à 20%, V8 à 20% seguido por 
suco de tomate à 10%. Contudo, concluiu-se 
que para ambas avaliações os meios de cultura 
suco de tomate, V8  e BDA foram propícios para 
o crescimento micelial de Stemphyllium sp.
PALAVRAS–CHAVE: “in vitro”; micélio; 
esporos.

MYCELIAL GROWTH OF Stemphylium 
SP.ETIOLOGICAL AGENTO FBURN-

STENOPHILY IN ONIONCULTURE (Allium 
cepa) IN DIFFERENT CULTURE MEDIA

ABSTRACT: Recently, the occurrence of 
stenographer burning in the onion in the Alto 
Paranaíba Region was verified. However, 
studies on the sporulation of Stemphyllium 
sp in different culture media are scarce in the 
literature. The objective of this work was to 
study the influence of different culture media 
on mycelial growth and conidial production of 
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Stemphylium sp. It was used or completely randomized in the 8x6 factorial scheme. 
The culture media tested were: BDA; V8 at 5%; V8 10%; V8 at 20%; 5% tomato juice; 
10% tomato juice; 20% tomato juice and MEA. All media were used at the 12 hour 
photoperiod. Two 10 and 15 day mycelial growth tests were performed by measuring 
the diameters (mm) of the colonies in two directions perpendicular to each other, 
considering as the mean value of the two measurements. The 10 days of evaluation 
can observe whether the means that most favor mycelial growth were 20% tomato 
juice, BDA, followed by 10% V8; V8 at 20%, while up to 15 days were BDA media, 20% 
tomato juice, 20% V8 followed by 10% tomato juice. However, we concluded that for 
tomato juice cultivation methods, V8 and BDA were proposed for mycelial growth of 
Stemphyllium sp.
KEYWORDS: “In vitro”; mycelium; spores.

1 | 	INTRODUÇÃO

Com a expansão da cebolicultura na região observa-se o aumento de doenças 
que afetam, sendo muitas delas passíveis a reduzir drasticamente a produtividade 
(PEREIRA; TEBALDI, 2013). A cebola (Allium cepa L.) está sujeita a uma série de 
doenças que podem atacar as mais diversas partes da planta. Algumas destas 
doenças podem causar grandes perdas, tornando-se fatores limitantes ao cultivo se 
medidas de controle adequadas não forem adotadas (REIS; HENZ, 2009).

A queima de estenfílio é considerada uma doença de importância relevante na 
parte aérea do alho em regiões de clima tropical e subtropical. Esta doença é comum 
ao alho, cebola,cebolinha, alho-porró e outras aliáceas (CHAPUT, 1995; MILLER; 
LACY, 1995;NUNES; KIMATI, 1997) e quando ocorre em cultivares suscetíveis, sob 
condições ambientais favoráveis, pode causar perdas de 50% a100%. No Brasil, 
causa grandes prejuízos aos produtores por reduzir a produção e também afetar 
a conservação dos bulbos.O seu controle tem sido bastante difícil e demandado 
grandes gastos com fungicidas (ZAMBOLIM; JACCOUD FILHO, 2000; MASSOLA 
JUNIOR et al., 2005). No Brasil, a queima-de-estenfílio causada por Stemphylium 
sp.,vem sendo registrado principalmente nas culturas de alho e tomate. Contudo, 
sua incidência foi notada na cultura da cebola, tanto na região Sul do país, quanto 
na região de Minas Gerais, nas lavouras do Triângulo Mineiro e Alto Paranaíba safra 
2015, as quais embasaram a pesquisas do presente trabalho.

Em decorrência dos problemas ocasionados pelo uso intensivo de defensivos 
agrícolas torna-se imprescindível buscar medidas alternativas no controle de 
doenças através do uso de produtos naturais que podem se tornar eficientes e de 
baixo impacto ambiental (MARTINS et al, 2010).	

Como medidas alternativas, os óleos essenciais, também conhecidos como 
óleos voláteis e óleos etéreos podem representar uma alternativa promissora 
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no controle de doenças fúngicas, visto que possuem atividade antibacteriana e 
antifúngica, sendo extraídos de plantas aromáticas e medicinais. Podem ser obtidos 
de diversas partes das plantas como: folhas, flores, sementes, raízes, cascas e 
tubérculos (TRAJANO et al., 2009).

Diante da escassez de informações sobre o crescimento do fungo Stemphylium 
in vitro, o uso de diferentes meios de cultura constitui uma forma de avaliar qual meio 
de cultura é mais eficaz no crescimento e desenvolvimento do fungo.

2 | 	REFERENCIAL TEÓRICO

2.1	 Importância da cultura da cebola

2.1.1  Características agronômicas da cebola 

A cebola (Allium cepa L.) é uma espécie diplóide,pertencente ao gênero Allium, 
que é distinto por apresentar uma série de espécies hortícolas, como Alliumfistulosum 
L. (bunchingonion), Alliumsativum L. (alho), Alliumampeloprasum L. (alho poró), 
Alliumschoenoprasum L. (cebolinha) e Alliumtuberosum L. (cebolinha chinesa) 
(GOLDMAN, et al., 2000; JONES, 1990).

É uma planta de natureza herbácea, cujas raízes são fasciculadas chegando a 
produzir de 20 a 200 raízes principais. O caule é formado por um disco comprimido, 
subterrâneo, envolvido por folhas escamiformes que acumulam reservas nutritivas na 
sua parte basal, causando aumento de tamanho. As folhas centrais não aumentam 
de tamanho e vão formar o pseudocaule da planta na fase vegetativa (MINAMI, 
1987).

A cebola tem seu desenvolvimento fenológico, em estádios, da semente ao 
bulbo, baseando-se na emissão, crescimento e queda de folhas, no engrossamento 
do pseudocaule e na formação do bulbo.  É uma espécie bienal, formando os bulbos 
no primeiro ciclo e a produção de sementes no próximo ciclo, através do plantio de 
bulbos-mãe, após serem vernalizados quando ocorre a quebra de dormência dos 
bulbos (GANDIN et al., 1986).  

A bulbificação e produção de cebola podem variar consideravelmente em uma 
mesma faixa de fotoperíodo, sendo influenciado pela temperatura, tamanho, idade 
da planta e o manejo da cultura. As cultivares de ciclo superprecoce, precoces e 
médias são plantadas nas regiões Sudeste e Centro Oeste. Na região Sul é cultivado 
as do ciclo precoce, médio e tardio (OLIVEIRA, 2005). 

2.2	 Importância econômica

No Brasil, a cebola é a terceira hortaliça mais importante em termos de valor 
econômico, ficando atrás apenas da batata e do tomate. É preferencialmente 
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consumida in natura na forma de saladas, temperos e condimentos. Devido a suas 
características quanto ao sabor, aroma e pungência, e propriedades terapêuticas, a 
cebola faz parte da culinária dos mais diversos países, compondo diferentes pratos 
(ALMEIDA; SUYENAGA, 2009). Dentre as hortaliças, a cebola ocupa, em termos 
mundiais, o quarto lugar em importância econômica e o terceiro em volume de 
produção (FAO, 2014). 

O Brasil, com 1,54 milhões de toneladas, é o maior produtor de cebola da 
América do Sul com produtividade em incremento, passando de 24,93 t.ha-1 em 2012 
para 27,82 t.ha-1 em 2014. A China com 22,3 milhões de t e produtividade de 21,85t.
ha- 1, Índia com 19,29 milhões de t e produtividade de 16,12 t.ha-1 e os Estados 
Unidos com 3,16 milhões de t e produtividade de 55,95 t.ha-1são os três maiores 
produtores mundiais dessa cultura, ficando o Brasil em oitavo nesse ranking (FAO, 
2014). Há no país regiões altamente tecnificadas, em que a produtividade média 
pode superar os valores descritos para os principais países produtores, onde se 
enquadram o Triângulo Mineiro e Alto Paranaíba e o entorno de Brasília, incluindo 
cidades de Goiás como Cristalina, Luziânia e Formosa (GO).

O crescimento da produtividade agrícola nas últimas três décadas tem tido 
um impacto importante no acesso aos alimentos no mercado interno. Segundo a 
Secretaria de Estado da Agricultura e do Abastecimento (SEAB, 2015) na produção 
mundial de cebola, verifica-se que em 2015, a cebola apresentou crescimento de 
127,38% na produção, de 5,26% na área e de 4,2% na produtividade.

	 Segundo o IBGE, (2017), em relação à produção obtida em 2016 de 1.563 
toneladas a estimativa da produção de cebola em relação ao ano anterior corresponde 
a 1.566 toneladas, com variação de 0,2 % na produção.

2.3	 Queima-de-estenfilio – Stemphylium sp

Dentre as olerícolas que são dependentes de defensivos agrícolas, destaca-
se a cebola, que está sujeita a uma série de doenças. Algumas destas doenças 
podem causar grandes perdas, tornando-se fatores limitantes ao cultivo se medidas 
de controle adequadas não forem adotadas. Dentre essas doenças destaca - se a 
queima-de-estenfílio, causada por Stemphylium sp (CHAPUT, 1995; MILLER; LACY, 
1995). 

Segundo Reis e Henz, (2009), os produtores de alho e cebola têm enfrentado 
grandes dificuldades no controle da queima-de-estenfílio, que podem estar 
relacionadas à falhas na metodologia de aplicação de fungicidas, possíveis mudanças 
na população do patógeno, com predomínio de algumas resistentes aos principais 
fungicidas utilizados, ou ainda, aos dois fatores em conjunto.

A queima-de-estenfílio ou mofo-preto tem sido registrado em vários países com 
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freqüentes epidemias na América do Norte, África e Índia. O ataque torna-se mais 
severo quando associado a outras doenças, como a mancha-púrpura (Alternaria 
porri), chegando a 80% de incidência nas folhas de cebola (MAUDE, 1990). 

Sendo considerada uma doença secundária na cultura do alho e cebola, seus 
sintomas se apresentam como pequenas manchas amareladas a laranja-pálidas no 
meio da folha, evoluindo para formas alongadas, ovaladas a fusiformes e difusa 
em suas margens (Figura1).  As lesões também podem apresentar halo amarelo e, 
em condições de alta umidade, apresentar anéis concêntricos característicos, de 
coloração marrom a cinza escura, correspondente às frutificações do fungo. As lesões 
podem crescer e coalescer, levando à murcha e crestamento das folhas (MILLER; 
LACY, 1995; NUNES; KIMATI, 1997; ZAMBOLIM; JACCOUD FILHO, 2000).

No Brasil, a doença causa grandes prejuízos aos produtores por reduzir a 
produção e também afetar a conservação dos bulbos. A doença também é conhecida 
como queima ou crestamento das folhas devido aos sintomas causados. O seu 
controle tem sido bastante difícil e demandado grandes gastos com fungicidas 
(ZAMBOLIM; JACCOUD FILHO, 2000; MASSOLA JUNIOR et al., 2005).

Excepcionalmente, quando o ataque inicia-se na extremidade superior da folha, 
pode ocorrer queima de pontas, confundindo-se com outras doenças bióticas ou 
abióticas, conforme um severo ataque da doença em uma lavoura de cebola em pivô 
central (Figura 2).

Figura. 1. A. Sintomas de queima-de-estenfílio em folhas de cebola. B. Planta severamente 
atacada pelo fungo (Imagens: Igor S. Pereira). 
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Figura 2. Área de cebola sob pivô-central no município de Santa Juliana (MG) com elevada 
severidade de queima-de-estenfílio (Imagem: Igor S. Pereira).

2.4	Meios de cultura para crescimento de microrganismos

Segundo Alfenas e Mafia (2016), no cultivo de microorganismos, empregam-se 
meios de cultura contendo nutrientes e vitaminas necessárias ao seu crescimento 
e reprodução. Os nutrientes são fornecidos de forma a atender as exigências da 
espécie a ser cultivada, promovendo o crescimento e/ou, a esporulação satisfatória 
do organismo.

O crescimento da maioria dos organismos cultiváveis cresce em meios de cultura 
contendo uma fonte de carbono e nitrogênio, além de outros elementos em menor 
quantidade, como potássio, fósforo, enxofre, ferro, magnésio, zinco, manganês e 
vitaminas. Contudo, a composição do meio de cultura depende do microorganismo 
que se deseja cultivar e dos objetos de estudo (ALFENAS; MAFIA, 2016).

No meio de cultivo, existem elementos constituintes contribuem para o 
crescimento e desenvolvimento dos microorganismos. O carbono é o elemento mais 
importante para o desenvolvimento do microrganismo, seja em seu habitat, seja em 
meio de cultura sob condições controladas. Além de constituir a principal fonte de 
energia, o carbono é um dos elementos estruturais e funcionais necessários à síntese 
de enzimas, sendo fornecido preponderantemente pelos monossacarídeos, como 
glicose, frutose, galactose e manose. No entanto a glicose é considerada a fonte 
universal de carbono, utilizada pela maioria dos microrganismos. Enquanto a glicose 
é o primeiro composto a ser utilizado na via glicolítica para produção de energia, os 
oligossacarídeos sacarose, lactose, maltose e outros, bem como os polissacarídeos 
celulose, amido e glicogênio, requerem a produção de enzimas hidrolíticas para 
reduzi-los a açúcares mais simples (ALFENAS; MAFIA, 2016).
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Outro elemento é o nitrogênio, que também é essencial, pois constituem 
parte dos aminoácidos, que por sua vez compõem as proteínas. Como é utilizado 
na produção de energia, é requerido em menor quantidade, podendo ser fornecido 
na forma orgânica ou inorgânica. Todas as espécies de fungo crescem em meio 
com nitrogênio orgânico, como a asparagina, a caseína e a peptona entre outros. O 
nitrogênio amoniacal, fornecido pelos sais de amônio orgânico e inorgânico, também 
é utilizado por todos os fungos e bactérias. No entanto, determinadas espécies 
fúngicas crescem melhor quando lhes é fornecido nitrogênio inorgânico, como nitrato 
de potássio, nitrato de cálcio e nitrato de sódio. Deve-se evitar o fornecimento direto 
de nitrogênio na forma de nitrito ao meio de cultura, pois esse elemento é tóxico 
aos microrganismos (ALFENAS; MAFIA, 2016). O enxofre e o fósforo também são 
fundamentais para o desenvolvimento de microorganismos. O enxofre é utilizado na 
forma de sulfato e é necessário para a biossíntese dos aminoácidos cistina, cisteína 
e metionina; na forma de sulfito (SO), é tóxico aos microrganismos. Já o fósforo é 
componente essencial da membrana, como também participa da síntese de ácidos 
nucléicos e ATP. É fornecido na forma de sal misturado ao potássio, como fosfato de 
potássio. Outros elementos, como sódio, ferro, zinco, cobre, molibdênio, manganês, 
cobalto, cloro etc., são necessários em quantidades pequenas. Funcionam como 
cofatores e, ou, para ativar enzimas nos meios de cultura (ALFENAS; MAFIA, 
2016). Há centenas de meios de cultura empregados em vários microorganismos 
(DHINGRA; SINCLAIR, 1995). 

3 | 	MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi conduzido no Laboratório de Fitopatologia do Instituto Federal 
de Educação, Ciência e Tecnologia do Triângulo Mineiro – Campus Uberlândia, 
Uberlândia, Minas Gerais. 

O isolado de Stemphylium sp. foi obtido de folhas de cebola var. Mercedes, 
híbrido de dias curtos para climas tropicais, folhagem vigorosa e resistente à raiz 
rosada (Pyrenochaetaterrestris). Plantas com sintomas típicos da doença foram 
coletadas de uma lavoura comercial situada no município de Santa Juliana, MG.

Partes infectadas das folhas foram cortadas em pequenos pedaços com ±1cm2 
cada, lavados em água destilada e esterilizadas pela imersão em hipoclorito de 
sódio a 0,5% por dois minutos, em seguida imersos em solução de etanol a 70% por 
um minuto e enxaguado três vezes em água esterilizada. Cinco fragmentos foram 
depositados em placas de Petri (9 cm de diâmetro) contendo 20 ml do meio batata 
dextrose agar (BDA) (Suheri e Price, 2000a). Três replicatas foram realizadas para 
cada amostra. 

As placas foram incubadas em câmara climatizada (BOD) a 27oC ± 2 e 
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fotoperíodo de 12h por 5-6 dias. Os fungos foram purificados pela inoculação em 
placas de Petri contendo BDA e a identificação dos isolamentos fúngicos foram 
realizadas com base nas características macro e microscópicas (Ellis, 1971). O 
isolado puro foi conservado em vidros com água destilada esterilizada seguindo-se 
a metodologia de Castellani (1939) para ensaios posteriores. 

Sete diferentes meios de cultura foram avaliados nesse trabalho, quais sejam: 
1. Batata Dextrose Ágar (BDA); 2. Suco V-8® Ágar 5%; 3. Suco V-8® Ágar 10%; 4. 
Suco V-8® Ágar 20%; 5. Suco de tomate 5% (ST-5%); 6. Suco de tomate 10% (ST-
10%); 7. Suco de tomate 20% (ST-20%) e 8. MEA 2% (extrato de malte – ágar). O 
suco V-8® utilizado é da marca Campbell’s composto por 90% de suco de tomate 
e complementado por suco de cenoura, suco de beterraba, suco de salsa, suco de 
aipo, suco de alface, suco de agrião e suco de espinafre. O suco de tomate utilizado 
é da marca Superbom® composto exclusivamente por suco de tomate integral. 

Todos os meios de cultura foram autoclavados a 120oC por 20 minutos e 
vertidos assepticamente em placa de Petri. Para cada placa de Petri contendo 15 ml 
de meio foi repicado um disco de 5 mm de diâmetro, retirado das bordas de colônias 
desenvolvidas em meio BDA, durante seis dias, 27 ±2oC, no escuro. 

As placas foram incubadas em BOD a 27 ±2oC e fotoperíodo de 12h. Após 
dez e quinze dias de crescimento, as colônias foram medidas em dois sentidos 
perpendiculares entre si, tomando-se como valor a média. O experimento seguiu o 
delineamento inteiramente casualizadas (DIC) com oito tratamentos e seis repetições 
constituídas de uma placa de Petri. Os dados foram avaliados pelo teste de F e as 
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade utilizando-se o 
programa estatístico Sisvar® (Ferreira, 2000).

4 | 	RESULTADOS E DISCUSSÕES

Pelos testes de Shapiro Wilk aplicado ao conjunto de dados coletados foi 
constatada normalidade, não sendo necessária a transformação de dados para 
aplicação dos testes de F e posterior comparação de médias. Pela análise de 
variância realizada foi possível determinar que houve diferença estatística entre os 
tratamentos testados, tanto aos 10 dias quanto aos 15 dias de avaliação. 

Aos 10 dias, o maior crescimento foi identificado com os tratamentos ST-20% e 
BDA, agrupando-se estatisticamente, enquanto o menor crescimento foi observado 
com o tratamento V8-5% (Tabela 1). Aos 15 dias novamente os tratamentos ST-20% 
e BDA acarretaram no maior crescimento micelial e opostamente, os tratamentos 
V8-5% e V8-10% o menor crescimento, agrupando-se estatisticamente. 
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Tabela 1. Média da avaliação (mm) de diferentes meios de cultura no crescimento micelial de 
Stemphylium sp. isolados de cebola aos 10 e 15 dias. IFTM, Uberlândia, 2017.

Médias seguidas pela mesma letra não diferem estatisticamente ao nível de 5% pelo teste de Scott-knot.

Os meios de cultura suco de tomate – 10% e MEA se comportaram medianamente 
para ambas as avaliações.

Os componentes presentes nos meios de cultura enriquecidos têm a finalidade 
de imitar ou de se aproximar do efeito dos nutrientes químicos naturais presentes 
nas folhas das plantas, a fim de se obter um efeito semelhante de crescimento como 
naquele encontrado na natureza (ALFENAS; MAFIA, 2016).

Através de análise visual, observou-se uma variação entre as características 
culturais das colônias fúngicas nos diferentes meios de culturas avaliados no 
experimento. As colorações variaram de cinza escura ao branco e a massa miceliana 
de ralas a cotonosas. Resultado semelhante também foi descrito por Ellis (1971), 
nas características culturais do patógeno. 

Com o fotoperíodo de 12h, o fungo Stemphylium sp.apresentou maior 
crescimento e desenvolvimento micelial  para os meios BDA e suco de tomate – 
20% apresentando boa esporulação, significativamente avançada  (avaliado em 15 
dias), mostrando-se estatisticamente semelhantes. Já o meio V8-10% e V8-5% não 
demonstraram bom crescimento micelial estatisticamente.

De acordo com Prabhu et. al. (2002), as colônias podem apresentar características 
culturais distintas, dependendo do isolado e do meio de cultura utilizado, sendo a 
parte aérea constituída por uma massa grossa, de aspecto algodonáceo. 

A literatura relata que a composição do meio de cultura a temperatura e 
luminosidade influenciam e determinam a quantidade e qualidade do crescimento e 
desenvolvimento micelial do fungo (DHINGRA; SINCLAIR 1995).
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5 | 	CONCLUSÕES

O meio de cultura a base de suco de tomate a 20% e o meio de cultura a 
base de BDA foi o que apresentaram melhor eficiência no crescimento micelial de 
Stemphylium sp.para ambas avaliações.
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