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1 RESUMO

Os fungos fitopatogénicos habitantes de solo causam grandes
perdas em culturas econdmicas. Estes organismos, por produzirem estruturas de resisténcia
na auséncia de hospedeiros e/ ou condi¢des climdticas desfavoraveis, inviabilizam o
controle do patégeno. A preservacdo de fungos por longos periodos é importante para que
pesquisas possam ser realizadas a qualquer tempo. O método de manutengdo destes
organismos requer que sejam conservados em baixa atividade bioldgica para preservar as
caracteristicas de esporulacdo e patogenicidade. O objetivo deste trabalho foi desenvolver
metodologias para produzir, avaliar a sobrevivéncia e preservar as estruturas de resisténcia
dos fungos Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raca 2, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani GA4 HGI, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum e Verticillium
dahliae. O primeiro experimento foi feito no delineamento de parcelas inteiramente
casualizadas em que a sobrevivéncia das estruturas de resisténcia dos seis fungos foi
avaliada mensalmente por seis meses, em condi¢des de campo e de laboratério. Para tanto,
estruturas de cada fungo, produzidas através das metodologias desenvolvidas, foram
enterradas no campo a 10 cm de profundidade e outras mantidas no laboratério. O objetivo
deste experimento foi verificar a eficiéncia das metodologias para manter e também para
avaliar a capacidade da sobrevivéncia dos patégenos, permitindo desta forma, manusear as
estruturas de resisténcia de todos os fungos estudados. No segundo experimento, frascos de

500 mL (duas repeticdes/fungo) contendo estruturas de resisténcia, produzidas através das



metodologias desenvolvidas, foram mantidos em temperatura natural de laboratério, de
refrigeracdo (°5C) e de freezer (-20°C) para determinar a melhor condi¢c@o para preservar as
estruturas de cada fungo. Mensalmente, por um periodo de um ano, a sobrevivéncia e o
vigor das colonias de cada patégeno foram avaliadas em meios de cultura especificos.
Testes de patogenicidade foram realizados, apés um ano de estocagem, com as estruturas
que sobreviveram nos melhores tratamentos (temperatura) para cada fungo. No primeiro
experimento, pode-se constatar que todas as metodologias desenvolvidas refletiram de
forma positiva quanto a sobrevivéncia dos fungos no campo e na avaliacdo dessa
caracteristica em condi¢cdes de laboratério. No segundo experimento, os melhores
tratamentos para preservar os fungos foram: a) F. oxysporum f.sp. lycopersici raca 2 em
temperatura de refrigeracdo (5,2 x 10°ufc/g de talco) e de freezer (2,9 x 10’ufc/g de talco);
b) M. phaseolina e S. rolfsii em temperatura de refrigeracao (100% de sobrevivéncia (S) e
indice 3 de vigor (V)) e em temperatura ambiente (74,4%S e 1V), respectivamente e c) S.
sclerotiorum e V. dahliae, ambos em temperatura de freezer (100%S e 3V). Quanto a
patogenicidade, somente V. dahliae perdeu essa caracteristica na metodologia

desenvolvida, ap6s um ano de preservacgao, sob as condi¢des acima mencionadas.
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2 SUMMARY

Soilborne phytopathogenic fungi cause great losses in economical
cultures. These organisms produce resistance structures in the absence of hosts and / or
unfavorable climatic conditions. These structures, when presents, make unfeasible the
pathogen control. The preservation of fungi for long periods is important to make possible
researches the any time. The method of maintenance of these organisms requests that are
conserved in low biological activity to preserve the sporulate characteristics and
pathogenicity. The objective of this work was to develop methodologies to produce and to
evaluate the survival and also to preserve the resistance structures of Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici race 2, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani AG4 HGI,
Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum and Verticillium dahliae. The first experiment
was carried out in a randomized plots design where the survival of the resistance structures
of the six fungi was monthly evaluated for six months under field and laboratory
conditions. The structures of each fungus, produced through the developed methodologies,
were buried in the field at 10 cm of depth and another maintained at the laboratory. The
objective of this experiment was to verify the efficiency of the methodologies to maintain
and also to evaluate the survival capacity of the pathogens in order to set methodologies to
handle the resistance structures of those fungi. In the second experiment 500 mL flasks
(two repetitions/fungus) containing resistance structure produced through developed
methodologies were maintained at room, refrigerator and freezer temperature to determine

the best condition to preserve the structures those pathogens. Monthly and for a period of



one year the survival and the vigour of each pathogen were evaluated on their specific
medium. Pathogenicity tests were made after one year of stocking with the structures that
survived in the best treatments (temperature) for each fungus. All the developed
methodologies in the first experiment showed positive results related to survival of the
fungi in the field as well as under lab conditions. In the second experiment the following
temperature conditions showed to be adequate to preserve the fungi was: a) F. oxysporum
f.sp. lycopersici race 2 at refrigerator temperature (5,2 x 10°cfu/g of talc) and of freezer (2,9
x 10* cfu/g of talc); b) M. phaseolina and S. rolfsii at refrigerator temperature (100% of
survival (S) and index 3 of vigour (V)) and at room temperature (74,4%S and 1V),
respectively and c) S. sclerotiorum and V. dahliae both at freezer temperature (100%S and
3V). As pathogenicity is concerned only V. dahliae lost that characteristic in the developed

methodology after one year preserved under of the conditions above mentioned.

Keywords: sclerotium, microsclerotium, chlamydospores, protocols.



3 INTRODUCAO

Os fungos habitantes do solo causam grandes perdas em culturas
econOmicas. Estes organismos produzem estruturas de resisténcia na auséncia de
hospedeiros e/ou condicdes climdticas desfavordveis. A presenca destas estruturas
inviabiliza o controle do patégeno.

A preservacdo de fungos € importante para que pesquisas possam
ser realizadas com esses organismos a qualquer tempo. O método de preservacdo deve
conservar as caracteristicas originais dos fungos, tais como capacidade de esporular e
patogenicidade. Isto pode ser mantido quando o método propicia a baixa atividade
bioldgica dos microrganismos. As estruturas de resisténcia dos fungos fitopatogénicos
permitem a sua sobrevivéncia por longos periodos no solo devido ao seu baixo
metabolismo nesta condicao.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi desenvolver
metodologias para produzir estruturas de resisténcia dos fungos Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici raca 2, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani GA4 HGI, Sclerotium
rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum e Verticillium dahliae, avaliar a sobrevivéncia destas
estruturas em condi¢des de laboratdrio e também preserva-las em temperatura adequada.

A producdo, a avaliacdo da sobrevivéncia e a preservacdo das
estruturas de resisténcia dos fungos fitopatogénicos habitantes do solo estudados,

possibilitardo a realizacdao de trabalhos de pesquisa, a qualquer tempo e local, eliminando a



necessidade de se trabalhar com plantas hospedeiras e de se encontrar dreas infestadas

naturalmente com estes organismos.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 FUNGOS FITOPATOGENICOS HABITANTES DO SOLO ESTUDADOS

4.1.1 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 2

Fusarium oxysporum é um fungo mitospérico da classe-forma
Hyphomycetes e os conidios sd@o formados exdgenamente em esporodoquios (Hawksworth
et al., 1995). O fungo produz macroconidios hialinos, com cerca de 2 a 4 septos, de paredes
finas e microconidios hialinos, elipticos, com 1 ou 2 células. Fusarium oxysporum produz
clamidésporos, que s@o estruturas de resisténcia, de parede espessa e lisa, 0 que permite ao
fungo sobreviver no solo por mais de 10 anos (Kurozawa & Pavan, 1997). As primeiras
infecgdes do fungo no hospedeiro ocorrem na primavera, em decorréncia da germinacao
dos clamidésporos que se encontravam dormentes no inverno (Amorim, 1995). Além do
Fusarium sobreviver na forma de micélio ou de clamidésporos em restos culturais, o
mesmo pode se desenvolver em vdrias espécies vegetais, que atuam como hospedeiras
alternativas (Bedendo, 1995a).

Pelo menos duas racas fisiolégicas de F. oxysporum f. sp.
lycopersici ja foram constatadas. Ocorre predominantemente a raca 1, mas a raga 2, em
muitas regides do mundo, tem aumentado de importancia. A raca 1 deixou de ser
importante devido ao lancamento de variedades de tomate resistentes (Kurozawa & Pavan,

1997).



O fungo causa murcha em todas as regides onde o tomateiro €
cultivado, sendo o motivo do deslocamento de areas dedicadas ao cultivo dessa cultura
(Kurozawa & Pavan, 1997). A murcha de Fusarium é conhecida no Brasil desde 1939
(Arruda, 1941). Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici é favorecido por temperaturas entre
21 e 33°C, com 6timo em torno de 28°C. Este fungo manifesta-se no tomateiro
predominantemente no inicio da floragdo ou na frutificacdo. Os sintomas da murcha de
Fusarium sao amarelecimento das folhas mais velhas, evoluindo para as mais novas. Os
foliolos amarelos murcham e secam, mas as folhas ficam presas ao caule. Os vasos
lenhosos tanto das folhas quanto do caule ficam com colora¢do parda e aparéncia seca. A
penetracdo ocorre diretamente nas raizes ou por ferimentos, colonizando o sistema
vascular. (Kurozawa & Pavan, 1997).

A tUnica forma vidvel de controle da doenga € o uso de cultivares

resistentes (Silveira et al., 1967).

4.1.2 Macrophomina phaseolina

O fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich é um
fitopatégeno bastante difundido, parasita mais de 500 espécies de plantas (Sinclair &
Backman, 1989), notadamente culturas agronomicamente importantes e € o agente causal
de podriddes de raizes e caules. No Brasil, M. phaseolina causa problemas sérios em
diversas culturas como algodao, caupi, feijao, gergelim, girassol, meldo, milho, soja, entre
outras (Kimati et al., 1997).

O patégeno foi relatado pela primeira vez em 1880 por Dhingra &
Sinclair (1978) e no Brasil, detectado em 1935, em feijao comum, no municipio de
Campinas/SP por Bittancourt (1935).

M. phaseolina € um fungo mitosporico, pertencente a classe-forma
Coelomycetes, ordem-forma Sphaeropsidales (Hawksworth et al., 1995) e forma dois tipos
de estruturas assexuais: picnidios e microesclerédios (Viana, 1996). Na maioria dos
vegetais parasitados, além do estiddio de picnidio, observa-se microesclerédios. Os
microesclerddios sao de coloragdo marrom escuro a preto, desprovidos de casca, fortemente

pigmentados, com aparéncia reticulada, estrutura homogénea, onde as células sdo de



paredes espessas com 1 a 3 ntcleos, numerosas mitocondrias, gotas de lipidios e outras
organelas tipicas das células. Os microesclerédios sdo ainda globosos ou lenticulares e
ficam sob a superficie do 6rgdo afetado ou no interior dos tecidos parenquimatosos
desorganizados (Viennot-Bourgin, 1949; Viana, 1996).

O patégeno sobrevive no solo como sapréfita, em semente
infectada, como micélio colonizando restos de cultura, em hospedeiros alternativos ou sob
a forma de microesclerédios (Dhingra & Sinclair, 1978). De acordo com Smith (1969), os
microesclerdédios sao os mais importantes propagulos para sobrevivéncia do fungo no solo
por longos periodos.

O método mais préitico e econdmico para controlar a podridao
causada por M. phaseolina seria através do uso de cultivares resistentes. No entanto, ha
hospedeiros que ainda ndao foram identificados niveis de resisténcia a esse patdgeno
(Ambroésio, 2003). De acordo com Kendig et al. (2000), uma alternativa de controle para M.
phaseolina € interferir na biologia e na sobrevivéncia do patégeno, através de manejo do

solo, promovendo ambiente inadequado para o desenvolvimento do fungo.

4.1.3 Rhizoctonia solani GA4 HGI

Rhizoctonia solani Kithn é um fungo necrotréfico, habitante do
solo, que ataca um grande ndmero de espécies vegetais em todo o mundo, causando,
comumente, tombamento em plantulas e podriddes de raiz e colo (Bueno, 2001).
Rhizoctonia solani Kiihn € classificado como um fungo mitospdrico da classe-ordem
Aganomycetes e ordem-forma Aganomycetales ou Micelia Sterillia (Hawksworth et al.,
1995). No Brasil, este patdgeno causa perdas considerdveis a vdarias espécies de plantas
cultivadas comercialmente, como pimentdo, seringueira, soja, amendoinzeiro e feijoeiro
(Fenille, 1997).

A partir de conceitos recentemente utilizados, R. solani pode ser
agrupada em 11 GA (grupo de anastomose) e 16 GIE (grupo intraespecifico), sendo
considerada desta forma uma espécie complexa (Fenille, 1997). GA representa um grupo de
isolados intimamente relacionados capazes de auto-reconhecimento através da fusdo de

hifas (anastomose). GIE representa um subgrupo de isolados dentro de um GA cuja fusdo
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de hifas é mais freqiiente entre isolados do mesmo subgrupo ou, ainda possuem outras
caracteristicas particulares incluindo diferencas quanto a especificidade de gama de
hospedeiros, utilizagdo de nutrientes e diferencas genéticas baseadas em marcadores
moleculares. A maioria dos GIE € genética e morfologicamente distinta uns dos outros
(Cerezini & Souza, 1997).

R. solani é um fungo que apresenta grande habilidade e
competitividade saprofitica no solo (Papavizas & Davey, 1959 e 1961; Garret, 1962; Davey
& Papavizas, 1963) e, portanto, consegue sobreviver facilmente de um cultivo para o outro,
colonizando restos de cultura. Entretanto, o que determina o periodo de sobrevivéncia do
fungo sdo as condi¢des ambientais (Kimati, 1980; Bell & Sumner, 1987). Além do fungo
colonizar materiais organicos, este também sobrevive por longos periodos de tempo no
solo, através de estruturas de resisténcia, denominados esclerédios (Kimati, 1980).

O controle da doenca causada por R. solani envolve medidas que
visam diminuir o inéculo do patégeno (sementes sadias, tratamento de sementes,
tratamento do solo e rotacdo de culturas), promover o rapido desenvolvimento da plantula
(sementes de alto vigor, profundidade de plantio e aplicacdo adequada de nitrogénio) e
evitar a ocorréncia de determinadas condi¢des ambientais que favorecam a atuacdo do
patégeno tais como plantios em dreas sujeitas a alagamento e irrigacdes excessivas. A
utilizacdo destas medidas € importante, pois inexistem variedades resistentes para esta

doenca em alguns hospedeiros (Bedendo, 1995¢).

4.1.4 Sclerotium rolfsii

Sclerotium rolfsii € um fungo mitospérico da classe-forma
Agonomycetes e ordem-forma Agonomycetales ou Micelia Sterillia (Hawksworth et al.,
1995) por possuir micélio estéril (sem formacdo de esporos).

O fungo causa podriddo em raizes, colo de plantas jovens e em
sementes, danos em plantulas, folhas e frutos, em uma ampla gama de hospedeiros
(Bedendo,1995b; Farr et al., 1898). A doenga causada por S. rolfsii se destaca nas regides
tropicais e subtropicais, onde temperaturas elevadas favorecem o crescimento e a

sobrevivéncia do fungo, o que acarreta perdas consideraveis (Punja, 1985).
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S. rolfsii foi descrito pela primeira vez em 1892 (Aycock, 1966).
Este fungo é polifago e caracteriza-se pela producdo de micélio vigoroso e grampos de
conexao nas hifas. O fungo produz esclerédios globosos, pequenos, de 0,5-1,5 mm de
diametro (Bianchini et al., 1997). Os esclerédios originam de um enovelamento de hifas
brancas que rapidamente se melanizam, resultando em uma coloracdo amarronzada
(Aycock, 1966). O esclerddio sobrevive no solo por no minimo um ano. A sobrevivéncia
do fungo ocorre através do micélio em matéria organica e também por esclerédios
presentes no solo. O escler6dio germina entre 10-35°C mas com o aumento da
profundidade do solo, ocorre uma diminui¢do na germinacdo. A faixa de pH ideal para a
germinacdo estd entre 2,6 e 4,4, mas pode ocorrer entre 2,6 € 7,7. A germinacdo dos
esclerddios € induzida também pela presenca de compostos volateis, que emanam de restos
de cultura no solo, uma vez que o fungo necessita crescer saprofiticamente sobre substrato
organico antes de atuar como patégeno. Agua de irrigagdo, implementos agricolas, esterco
e sementes podem disseminar o fungo. S. rolfsii pode penetrar diretamente no hospedeiro
ou por ferimentos, geralmente préximo a superficie do solo (Bianchini et al., 1997).

O diagnéstico da doenca € feito pelos sintomas na planta hospedeira
(lesdes marrons e aquosas no colo) e pelos sinais (crescimento micelial branco do fungo e
formacao de esclerédios ao longo do tecido infectado) (Aycock, 1966).

O controle da doenga € dificultado devido ao elevado nimero de
hospedeiros, capacidade de competi¢ao saprofitica e nimero de esclerédios produzidos e

acumulados no solo em cada ciclo das culturas (Punja, 1985).

4.1.5 Sclerotinia sclerotiorum

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary estd dentro do reino Fungi,
phylum Ascomycota, classe Discomycetes, ordem Heliotiales e familia Sclerotiniaceae
(Hawksworth et al., 1995). Esse fungo € de ampla ocorréncia, tanto em locais de clima

temperado quanto tropical, em regides secas (dreas com irrigacdo) e em regides umidas. E

um patégeno muito agressivo e causa sintomas em diversas partes da planta.



12

S. sclerotiorum ja foi relatada em 75 familias, 278 géneros, 408
espécies e 42 subespécies ou variedades de plantas como hospedeiras, incluindo tanto
plantas cultivadas como ndo cultivadas (Boland & Hall, 1994). No Brasil, o primeiro
registro deste fungo ocorreu em 1921, em batata, no estado de Sao Paulo (Chaves, 1964).

S. sclerotiorum produz esclerddios, que sdo estruturas de resisténcia
do fungo, o que permite a0 mesmo sobreviver no solo por cerca de 8 anos. Outra forma de
sobrevivéncia do fungo é em condi¢des de restos culturais. Em regides de temperatura
amena, com alta umidade, sob a superficie do solo e até no maximo 5 cm de profundidade,
os esclerédios podem germinar carpogenicamente dando origem a apotécios. Estes
produzem ascésporos, sendo disseminados pelo vento e infectam determinados tecidos da
planta hospedeira (Purdy, 1979). Segundo Steadman (1983), cerca de 10.000 a 30.000
ascosporos podem maturar simultaneamente em um tnico apotécio.  Os sintomas e sinais
caracteristicos da doenca sdo necrose aquosa do colo das plantas, crescimento cotonoso
branco do micélio do fungo na superficie dos tecidos proximo ao lesionado e a presenca de
inimeros esclerddios pretos grandes (Kimati et al., 1997).

Para o controle deste patégeno deve-se adotar uma série de medidas
tais como rotacdo de cultura com gramineas, bom preparo do solo, evitar solos
encharcados, irrigacdo excessiva e plantios adensados, uso de sementes sadias, incorporar
restos culturais e fungicidas no solo e preventivamente na planta, dependendo do

hospedeiro (Kimati et al., 1997).

4.1.6 Verticillium dahliae

O patdégeno parasita cerca de 200 espécies de plantas entre
solandceas, malvaceas, fabaceas e plantas de outras familias, tanto cultivadas como
silvestres.

Verticillium dahliae ¢ um fungo mitésporico da classe-forma
Hyphomycetes, ordem-forma Moniliales (Hawksworth et al., 1995) e os conidios sdo
formados exdgenamente em conidiéforos livres. O fungo produz nos bordos das colonias,
em meio de cultura, ramificacdes verticiladas, formando, em geral, trés conidiéforos a

partir do mesmo ponto, em cujas extremidades sdo formados conidios unicelulares hialinos.
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Nos micélios mais velhos sao formados clamidésporos e microesclerédios de cor marrom-
escuro a pretos. Nestas condi¢des, o fungo pode permanecer vivo por muitos anos no solo,
mesmo na auséncia do hospedeiro. Em condicdes de campo, o indculo mantém-se
indefinidamente porque o fungo tem muitos hospedeiros. O patégeno penetra diretamente
pelas raizes ou por ferimentos, colonizando o xilema das plantas. O fungo desenvolve-se
bem em temperaturas amenas (Kurozawa & Pavan, 1997). Os sintomas caracteristicos deste
patégeno no hospedeiro s@o amarelecimento em V com o vértice voltado para a nervura
principal, descoloracdo do sistema vascular da regido préxima ao colo e murchamento
(Kimati et al. 1997).

O controle deste patégeno basea-se no uso de variedades resistentes
dependendo do hospedeiro, evitar plantio em solos onde j4 tenha sido constatada a doenca,
uso de sementes sadias, destrui¢do de restos culturais e uso de solariza¢ao quando possivel

(Kimati et al. 1997).

4.2 Estruturas de resisténcia

Uma ou mais estratégias de sobrevivéncia foram desenvolvidas por
cada agente fitopatogénico em seu ciclo evolutivo. Estas podem ser estruturas
especializadas de resisténcia, atividades saprofiticas, plantas hospedeiras e vetores
(Amorim, 1995). Fungos fitopatogénicos habitantes do solo apresentam como a principal
forma de sobrevivéncia, em condi¢des desfavordveis, as estruturas especializadas de
resisténcia. Telidsporos, ascocarpos, odsporos, esclerddios e clamidésporos sdo exemplos
de estruturas especializadas de resisténcia (Amorim, 1995).

Esclerédios sdo agregados compactos de hifas sométicas formando
massas geralmente arredondadas. Os esclerédios podem apresentar tamanhos médios
(Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani) e diminutos (Verticillium dahliae, Macrophomina
phaseolina). Estas estruturas podem também apresentar dimensdes significativas
(Sclerotinia sclerotiorum). A longevidade dos esclerédios no solo varia dependendo do
patégeno e do ambiente. Condi¢des de alta umidade, reduzem a longevidade dos
escler6dios. A germinagdo dos esclerédios pode ocorrer com emissdo de hifas

(miceliogénica; exemplos: Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotium
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rolfsii), com formacdo de esporos (esporogénica; exemplo: Verticillium dahliae) ou com
formacdo de corpos de frutificacdo (carpog€nica; exemplo: Sclerotinia sclerotiorum). A
germinacdo dos esclerédios algumas vezes € induzida pela presenca de exsudados do
hospedeiro, o que permite ao fungo germinar na presenga do hospedeiro e garantir sucesso
na infec¢do (S. rolfsii). A germinacdo pode ocorrer de maneira sucessiva (R. solani, S.
sclerotiorum) ou formando esclerédios secunddrios a partir dos primdrios (V. dahliae),
prolongando a sobrevivéncia dos fungos (Amorim, 1995).

Clamidésporo é um esporo constituido de uma tnica célula com um
citoplasma condensado (acimulo de reservas nutritivas) € uma espessa parede celular. Esta
estrutura pode ser de formato oval ou oblonga e formada nas hifas de maneira intercalar ou
terminal. Os clamidésporos podem ter origem ocasional de conidios ou ascésporos. Para
Fusarium, o clamidésporo € a principal forma de sobrevivéncia do fungo no solo. As hifas
e conidios deste fungo podem sofrer lise causada por microrganismos do solo, mas os
clamidésporos sobrevivem a esta acdo, permanecendo dormentes por longos periodos de
tempo na auséncia do hospedeiro (Amorim, 1995).

Além das estruturas especializadas de resisténcia, existem casos em
que conidios, ascdésporos, esporangios e rizomorfos aparecem como formas de
sobrevivéncia dos fungos. Ha grande variabilidade nas formas de sobrevivéncia dos fungos,
assim como no tempo de permanéncia das estruturas no solo, implicando diretamente no

controle das doencas (Amorim, 1995).

4.3 Trabalhos com estruturas de resisténcia envolvendo producao de inéculo,

recuperacao do solo, propiciando busca de alternativas de controle

4.3.1 Fusarium oxysporum

Blok (1997) produziu clamidésporos de Fusarium oxysporum f.sp.
asparagi através da indu¢do da formagao das estruturas em p6 de talco. O método consiste
em multiplicar o patégeno em extrato de malte liquido, centrifugar a suspensdo e
ressuspender o micélio em 4gua destilada esterilizada e colocar esta nova suspensdo para

secar em po de talco. O objetivo do autor foi controlar as estruturas do fungo, em condi¢des
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fermentativas no solo, por meio da incorporacdo de material organico previamente ao uso
da técnica de solarizagdo. Para verificar a sobrevivéncia das estruturas, Blok (1997) efetuou
diluicao seriada de amostras (p6 de talco + clamiddsporos) em dgar-dgua a 0,1% seguido de
plaqueamento de aliquotas em meio de Komada (Komada, 1975).

A sobrevivéncia e a dinamica populacional de Fusarium oxysporum
f.sp. niveum foi verificada por Larkin et al. (1993). Para infestar o solo colocado em
containeres, os autores primeiramente multiplicaram o patégeno em uma solucdo de sais
minerais. Colocou-se a suspensao do fungo para infestar um solo, previamente autoclavado,
por 4-8 semanas, com o objetivo de formar clamidésporos. Apés producdo das estruturas,
infestou-se o solo dos containeres com 2 x 10* ufc (unidades formadoras de colonias)/g
solo. Por um periodo de 6 meses, os autores coletaram amostras de solo dos containeres e
através de dilui¢do seriada e plaqueamento de aliquotas em meio de Komada, foi verificada
a sobrevivéncia e a dindmica populacional do fungo.

Minuto et al. (1995) primeiramente produziram in6culo de
Fusarium oxysporum f.sp. clyclaminis e dos seus antagonistas em p6 de talco para avaliar o
controle biolégico e integrado da doenca. O experimento foi feito em condi¢des de casa-de-
vegetagdo, aplicando o patégeno no substrato dos vasos com 1-3 x 10° ufc/g de talco e em
seguida os antagonistas, em diferentes formas de aplicacdo, e dentre elas também em pé6 de
talco. Os isolados antagénicos de Fusarium spp. aplicados na forma de clamidésporos
dispersos em p6 de talco controlaram F. oxysporum f. sp. clyclaminis.

Minuto et al. (1997) testaram isolados antagdnicos de Fusarium,
aplicados na forma de p6 de talco (10° ufc/mL de substrato), para controlar a murcha de
Fusarium de manjericdo, em condi¢des de casa-de-vegetacdo. Dois isolados antagdnicos
(F. oxysporum e F. moniliforme) reduziram significativamente a incidéncia da murcha de

Fusarium no manjericao.
4.3.2 Macrophomina phaseolina
A influéncia de fatores fisicos e da matéria organica na germinagao

de microesclerédios de M. phaseolina s6 foi possivel devido a produgdo de estruturas do

fungo em placas de Petri com meio de BDA gelatinoso, obtendo posteriormente o0s
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microesclerddios de forma individualizada (Viana, 1996). Para observar a germinagdo dos
microesclerddios, estes foram colocados num sistema chamado de FAM, no qual hd uma
membrana de celulose onde as estruturas permanecem para poderem ser visualizadas em
microscopio 6tico.

O controle quimico e biolégico da podriddao radicular do feijoeiro
comum, causada por M. phaseolina, foi estudado por Cardoso et al. (1997). Em casa-de-
vegetagdo, infestou-se o solo dos vasos com o patégeno multiplicado em arroz autoclavado.

Para avaliar a resisténcia de genétipos de feijao a M. phaseolina, em
casa-de-vegetacdo, Coelho Neto & Dhingra (1996) produziram inéculo do fungo
empregando o método de areia em mistura com farinha de milho a 2%. Uma camada de 1
mm sobre a superficie do solo dos vasos foi infestada para depois plantar os gendtipos de
feijao para serem avaliados.

Lodha et al. (1997) controlaram M. phaseolina com solarizacdo e
aquecimento natural do solo com incorporagdo de residuos de cruciferas. O fungo foi
multiplicado primeiramente em meio de Prosopis juliflora-Batata e apds obter
microesclerédios individualizados, estes foram misturados em solo peneirado para ser
infestado com as estruturas. Este solo infestado foi considerado o indculo para colocar na
area experimental. Para verificar a viabilidade dos microesclerddios, amostras de solo
foram coletadas e passadas por um conjunto de peneiras visando obter as estruturas, sendo
em seguida, plaqueadas sobre o meio 4gar-cloroneb-mercurio-rosa bengal (Meyer et al.,
1973).

Grande produc@o de microesclerédios de M. phaseolina pode ser
obtida em meio liquido de decoc¢do de sementes de soja com adicao de sacarose (Shurtleff
&Averre 111, 1997).

Olaya et al. (1996) determinaram a influéncia do potencial de dgua
na sobrevivéncia de microesclerédios de M. phaseolina no solo. A produgdo de estruturas
do patégeno se deu no método de palito de madeira afixados em meio de BDA. Apds
formacdo dos microesclerédios, os palitos foram armazenados em bolsas de ndilon e
enterrados no solo. Apds submeter as estruturas em diferentes potenciais de dgua no solo,

as bolsas foram recuperadas e os palitos submetidos a desinfestacao superficial por 1 a 2
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minutos em solu¢do de hipoclorito de soédio a 1%. Em seguida, os microesclerédios foram

semeados em meio de BDA acidificado para verificar a viabilidade dos mesmos.

4.3.3 Rhizoctonia solani

Suguino & Maringoni (1995) analisaram o comportamento de
variedades de feijoeiro a R. solani por meio da infestacdo artificial do solo com in6culo do
patégeno produzido em arroz em casca autoclavado.

A sensibilidade térmica esclerocial de isolados de R. solani GA 4
HGI em banho maria, foi verificada por Silva et al. (1996), através da producdo de
esclerédios do patégeno em vagens verdes de feijao em dgar dgua.

Michereff Filho et al. (1996) determinaram a influéncia de tipos de
solo do estado de Pernambuco na intensidade da doenga induzida por R. solani em
feijoeiro. Indculo do patégeno foi produzido em substrato de arroz descascado e
autoclavado por 8 dias a 25°C com luz continua. A seguir, infestaram os diversos tipos de
solo na propor¢ao de 50 mg do substrato, inoculando 1Kg de solo. A mistura foi realizada
em Dbandejas plasticas e depois colocada nos vasos em casa-de-vegetacdo.

A determinagdo da temperatura letal de R. solani Kiihn em banho-
maria foi feito por Lefevre (1990), multiplicando in6culo do patégeno em substrato areno-
organico.

Blok (1997) controlou R. solani GA 3 por indu¢do das condi¢des
fermentativas do solo. Para tanto, multiplicou o in6culo do patégeno em perlita esterilizada
embebida com uma solucdo contendo 1,5% de extrato de malte e 0,1% de peptona. A
sobrevivéncia do patégeno foi verificada com plaqueamento de 16 perlitas sobre placa
contendo dgar-dgua a 1,2% com oxitetraciclina. Apds dois dias de crescimento, a
germinacdo de hifas do fungo de cada perlita pode ser avaliada, utilizando uma escala de
notas de 0-3. Em seguida, estes valores sdo colocados numa férmula para obter o indice de
germinacao.

Keinath & Farnham (1997) avaliaram diferentes cultivares de
plantulas de Brassica oleracea a R. solani tanto em casa-de-vegetacdo quanto em campo.

Para tanto, produziram esclerdédios do patégeno em griaos verdes de feijao autoclavado
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imersos em meio de BDA a 3%. Ap6s producao de esclerddios, estes foram separados, por
diametro, em peneiras e, posteriormente, colocados no solo de vasos em casa-de-vegetacao

€ no campo para a avaliacdo dos cultivares.

4.3.4 Sclerotium rolfsii

Infestacdo artificial de uma 4area experimental com S. rolfsii,
multiplicado em arroz em casca autoclavado, foi feito por Ghini et al. (1997) com o
objetivo de controlar o patégeno em feijoeiro através do uso da técnica de solarizagdo.

Para avaliar o potencial de isolados de Trichoderma spp. no
controle de S. rolfsii em feijoeiro, em casa de vegetacdo, Silveira et al. (1994) produziram
in6culo do patégeno em graos de arroz.

A influéncia do método de inoculacdo e da quantidade de in6culo
de S. rolfsii na severidade da podridao do colo do feijoeiro foi verificada por Chaves &
Costa (1999), produzindo esclerédios do patégeno em hastes de feijdo do cultivar Rosinha.
O método consiste em colocar discos de meio de cultura contendo o fungo em segmentos
de hastes de feijao autoclavados. A viabilidade dos esclerddios foi verificada, apds serem
colocados no solo, por meio da desinfestacdo superficial destes em solu¢cdo de hipoclorito
de sédio seguido de plaqueamento em meio de Batata Dextrose Agar (BDA)).

Para testar o efeito de diferentes substratos vegetais na produgao de
esclerddios de S. rolfsii, Matsumoto et al. (2000) observaram que o substrato composto por
arroz autoclavado proporcionou a maior producao de estruturas do fungo.

Para determinar a temperatura letal de S. rolfsii em banho-maria,
Lefevre (1990) produziu o inéculo do patégeno em substrato areno-organico.

O controle quimico e biolégico da podridao radicular do feijoeiro
comum, causada por S. rolfsii, foi realizado por Cardoso et al. (1997). Este experimento foi
realizado em casa-de-vegetacdo. O patégeno foi multiplicado no método de arroz em casca

autoclavado para infestar o solo, utilizando 2 g de arroz colonizado no solo de cada vaso.
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4.3.5 Sclerotinia sclerotiorum

Viana et al. (2000) verificaram o controle do tombamento de
plantulas de feijoeiro causado por S. sclerotiorum, em casa-de-vegetacao, multiplicando o
fungo em substrato contendo 200 g de areia lavada + 5 g de quirera de milho + 40 mL de
agua destilada. Neste método, obtem-se esclerédios que podem servir de indculo. O solo da
parte superior dos vasos foi infestado com 28 g do substrato.

O método de produgdo de esclerddios de S. sclerotiorum em graos
de trigo autoclavados foi feito por Tokeshi et al. (1997), visando verificar o efeito de
microrganismos benéficos sobre o patégeno.

Ferraz et al. (1998) estudaram a eficiéncia de meios de cultura a
base de aveia, feijao, sorgo, cenoura, batata e cenoura+batata adicionados ou ndo com fubd
para producdo de esclerddios e apotécios de S. sclerotiorum in vitro e constataram que o
meio de feijdo + fubd gerou o maior nimero de estruturas seguido pelo meio de batata +
cenoura + fuba.

Nasser et al. (1995) desenvolveram um método de produgdo massal
de esclerédios de S. sclerotiorum que consiste em produzir as estruturas em cenouras
autoclavadas. Neste método, 1,9 Kg de cenouras produzem 112 g de esclerédios por
bandeja de 40x30x6 cm.

Ferraz (2001) verificou o efeito de diferentes praticas culturais no
manejo do mofo-branco (S. sclerotiorum) em feijoeiro. Para tanto, esclerédios do fungo
foram produzidos de acordo com o método de Ferraz & Café Filho (1996), em
cenoura+fubd. Para determinar o potencial de controle das praticas culturais sobre o fungo,
verificou-se a viabilidade dos esclerédios enterrados no solo. Para isso, as estruturas
removidas do solo passaram por uma lavagem com 4gua destilada, assepsia por 3 minutos
em solucdo de hipoclorito de s6dio a 1% e 3 minutos em élcool 50° com plaqueamento dos
esclerédios em meio de Neon.

A viabilidade de esclerédios do fungo também pode ser constatada
pelo seguinte método de Nasser et al. (1995) que descrevem um jato de dgua por cinco

minutos nas estruturas, desinfestacdo superficial nas mesmas por um minuto com alcool 50°
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e 3 minutos em solucdo de hipoclorito de s6dio a 1% com plaqueamento dos esclerédios

em meio de Neon.

4.3.6 Verticillium dahliae

Ghini et al. (1992) infestaram artificialmente uma drea experimental
com indéculo de V. dahliae multiplicado em milho pipoca para controlar a doenca em
berinjela, utilizando a técnica de solarizacao.

Blok (1997) controlou V. dahliae por indug¢do de condicdes
fermentativas do solo. O in6culo do patégeno foi obtido de caules de batata densamente
cobertos com microesclerddios, no qual foram transformados em pé. Este p6 foi misturado
em solo e colocados em bolsas de ndilon para submeter as estruturas em diferentes
tratamentos. A viabilidade das estruturas de V. dahliae foi verificada pelo método de
peneiramento do indculo sob dgua e ressuspensao das estruturas em dgar-dgua a 0,08% com
plaqueamento de aliquotas sobre extrato de solo com 4gar.

Francl et al. (1988) verificaram o efeito de trés tipos de solo sobre a
morte precoce da batateira causada pela associacdo dos agentes causais V. dahliae e
Pratylenchus penetrans. Para tanto, produziram artificialmente in6culo do fungo. O método
consiste na multiplicacdo do patégeno sobre um meio minimo (Puhalla & Mayfield, 1974)
coberto com papel celofane no escuro a 20-24°C por um més. Apds producdo abundante de
microesclerédios sobre o papel celofane, as estruturas sdo recuperadas em peneiras com
auxilio de um jato de dgua no papel celofane. Apds recuperagdo, as estruturas sao secas €
colocadas em solo para infestd-lo. O solo mais microesclerédios foi considerado o inéculo
do patégeno para infestar o solo das microparcelas experimentais. Amostras das
microparcelas foram coletadas, visando determinar o potencial de inéculo por meio de
diluicao seriada com plaqueamento de aliquotas em meio de dlcool+estreptomicina.

Bourbos & Skoudridakis (1996) estimaram a presenca de V. dahliae
no solo, antes e apds a solariza¢do, em condicdes de casa de vegetacdo, através da retirada
de amostras do solo e diluicdo seriada destas com plaqueamento de aliquotas em meio de

BDA+tetraciclina.
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4.4 Métodos de preservacao de fungos fitopatogénicos

A preservacdo de fungos fitopatogénicos por longos periodos de
tempo € importante para que pesquisas possam ser realizadas a qualquer tempo. No
entanto, o método de preservacdo precisa manter as caracteristicas originais dos
fitopatdgenos, tais como capacidade de esporular e patogenicidade (Aparecido et al., 2001).
Segundo Pimentel et al. (1980), essas caracteristicas originais dos fungos fitopatogénicos
tém importancia na utilizacdo para fins industriais, de ensino ou de pesquisa. Para preservar
as caracteristicas de esporulacdo e patogenicidade, Figueiredo & Pimentel (1975) relataram
que os microrganismos precisam ter menor atividade bioldgica, diminuindo, assim, a
possibilidade de ocorrer modificacdes genéticas, ou seja, prejudicar as caracteristicas
mencionadas.

Dhingra & Sinclair (1995) constataram que ndo existe nenhum
método universal para armazenar patégenos de plantas, pois a selecdo do método deve ser
baseada na natureza do patdégeno e nas vantagens e desvantagens de cada método.

Os principais métodos de preservagao utilizados sao uso de baixas
temperaturas, nitrogénio liquido, silica-gel, solo ou areia, tecidos secos do hospedeiro,
repicagens periddicas, dgua destilada ou método de Castellani, liofilizacdo e 6leo mineral
(Figueiredo & Pimentel, 1975; Aparecido et al., 2001).

Segundo Dhingra & Sinclair (1995), o método de repicagem
periddica implica em consumo de tempo, pessoal e muitos fungos podem adaptar-se ao
crescimento saprofitico, caracteristica esta induzida pelo método que leva o organismo a
perder a capacidade de esporular e a patogenicidade.

O método de preservacdo de culturas em 6leo mineral, segundo
esses autores, permite a armazenagem de fungos por longos periodos, mas como o fungo
continua a crescer, variagdes na morfologia, fisiologia e esporulacdo podem ocorrer.
Segundo Dhingra & Sinclair (1995), o método de 6leo mineral ndo é muito indicado para
Fusarium.

Alguns patégenos de plantas podem sobreviver por longos periodos
quando secos em tecidos infectados do hospedeiro e armazenados em baixa umidade em

um refrigerador (Dhingra & Sinclair, 1995).
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O método Castellani € muito utilizado para fungos fitopatogénicos,
consistindo em colocar coldnias puras do fungo em um pequeno frasco contendo 4gua
destilada esterilizada ou solucdo salina, sendo posteriormente selado e armazenado em
temperatura ambiente ou de refrigerador (Dhingra & Sinclair, 1995). H4 relatos de muitos
fungos (Fusarium, R. solani, V. dahliae) preservados pelo método de Castellani (Dhingra &
Sinclair, 1995).

Recomenda-se o uso do método de armazenagem em silica-gel,
quando o método de liofilizacdo ou nitrogénio ndao forem adequados. Para fungos
fitopatogénicos, este método consiste em espalhar uma suspensio de esporos sobre silica e
armazend-la em temperatura ambiente ou em baixa temperatura. Ha relato para vérias
espécies de Fusarium preservadas neste método, quando armazenadas a temperatura de 5°C
com duragdo de 5 anos (Dhingra & Sinclair, 1995).

O método de armazenagem em solo tem sido trocado pelos métodos
de liofiliza¢do ou nitrogénio liquido. O método de preservacdo de culturas em solo tem
duas técnicas. A primeira consiste em utilizar solo estéril infestado com uma pequena
quantia de inéculo do patégeno sendo imediatamente seco e armazenado em refrigerador.
Na segunda, o solo infestado com o microrganismo é incubado, permitindo, assim, o
crescimento do fungo. Para R. solani e Fusarium, hi relato do uso deste método com
preservagdo por longos periodos de tempo, mas com modificagcdes no método (Dhingra &
Sinclair, 1995).

O método de congelamento, segundo Dhingra & Sinclair (1995), é
usado somente para microrganismos que suportam temperaturas abaixo de freezer e que
aglientam retornar para a temperatura ambiente.

O método de conservagdo em nitrogénio liquido é muito utilizado
para fungos fitopatogénicos, pois a atividade metabdlica dos microrganismos ¢ muito baixa,
0 nitrogénio ndo € mutagénico e ndo influéncia as caracteristicas morfoldgicas e
patogénicas (Dhingra & Sinclair, 1995). Assim como o método de preservacio em
nitrogénio liquido, o método de liofilizacdo tem sido utilizado para armazenagem de
microrganismos por longos periodos. Neste método, os patégenos ou suas estruturas
perdem &4gua e sdo armazenados na auséncia de oxigénio e vapor de dgua (Dhingra &

Sinclair, 1995).
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4.4.1 Preservacao dos fungos estudados

4.4.1.1 Fusarium spp.

Windels (1992) relatou que, para espécies de Fusarium, o melhor
método de preservacdo por longos periodos € a liofilizacdo. Desde 1978, o centro de
pesquisa deste fungo, na Universidade do Estado de Pensilvania, vem empregando esta
técnica, sendo que das cerca de 16.000 culturas, todas ainda estdo vidveis.

Um outro método citado por Windels (1992) para preservar
espécies de Fusarium € o método de silica-gel e nitrogénio liquido. Esse autor ndo

recomenda para este fungo a preservacao de culturas em solo esterilizado ou em BDA.

4.4.1.2 Macrophomina phaseolina

Mihail (1992) relatou que isolados de Macrophomina sao
preservados na forma de microesclerédios sobre palitos de madeira. Apos a colonizacdo do
patdgeno no palito de madeira, este é colocado em placa de Petri estéril, selada e
armazenada em temperatura ambiente. Neste método, ha relato de preservagdo de isolados
do fungo por cinco anos.

Outro método citado para preservagao de M. phaseolina € o método

de congelamento a -70°C (Mihail, 1992).

4.4.1.3 Rhizoctonia solani

Para Rhizoctonia, Carling & Sumner (1992) citaram a preservacio
do fungo por um ano em tubos contendo o meio de cultura BDA mantidos em temperatura
ambiente. Segundo os autores, culturas deste patégeno ndo podem ser preservadas em
temperatura de refrigerador (0-7°C), devido a perda de viabilidade.

Cultura de R. solani pode ser preservada segundo Carling &
Sumner (1992), utilizando o método de 6leo mineral por 5 anos. Esses autores relatam que

cultura deste fungo, em meio de BDA, ndo pode ser armazenada em temperatura de freezer
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(-20°C) por motivo de perda de viabilidade e muitos isolados do fungo podem ser
preservados por 10 anos ou mais em graos.

Outro método citado por Carling & Sumner (1992) para preservar
isolados de R. solani é o uso do método de nitrogénio liquido, mantendo culturas por 5-6

anos.

4.4.1.4 Sclerotium rolfsii

Punja & Rahe (1992) relataram a armazenagem de culturas de S.
rolfsii por longos periodos de tempo (acima de 5 anos), utilizando o método de preservacao
em tubos de ensaio com o meio de BDA e adicdo de 6leo mineral, sendo as culturas

mantidas neste método a temperatura ambiente.

4.4.1.5 Sclerotinia sclerotiorum

O fungo pode ser preservado pelo método de repicagens por longos
periodos na forma de esclerédios, ascosporos e micélio. Os esclerddios, apds serem
removidos de plantas doentes ou meio de crescimento, podem ser armazenados a

temperatura de 2-5°C (Pratt, 1992).

4.4.1.6 Verticillium dahliae

Isolados de muitas espécies de Verticillium, segundo Melouk
(1992), podem ser preservados a temperatura ambiente em tubos de ensaio com o meio de
BDA por um ou dois anos. Colonia do fungo crescida em meio de BDA por 15 dias e seca
com sulfato de cdlcio por 72 horas a 22-25°C propicia a formag¢do de microesclerddios. Este
p6 é colocado em envelopes e armazenado em ambiente seco. Nesta condi¢do, Melouk
(1992) relata a preservacao do fungo por dois anos ou mais.

Hé relato também, segundo Melouk (1992), de preservacao de
culturas de V. dahliae em um mistura de solo autoclavado (solo, perlita e turfa) por varios

anos em temperatura de 5°C.
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5 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nas dependéncias do
Departamento de Producdo Vegetal, Setor de Defesa Fitossanitiria da Faculdade de
Ciéncias Agrondémicas (FCA) da UNESP, Campus de Botucatu/SP.

Primeiramente, obteve-se um isolado patogénico de cada um dos
seguintes fungos: Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Sacc.) Snyder & Hansen raga 2,
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goindanich, Rhizoctonia solani Kiihn GA 4 HGI,
Sclerotium rolfsii Sacc., Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary e de Verticillium dahliae

Kleb. (Tabela 1).
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Tabela 1. Informacdes dos fungos fitopatogénicos habitantes do solo estudados obtidos da

micoteca da FCA/UNESP/Botucatu-SP.

Patogeno N°. de registro Culturade  Local de origem Forma de
isolamento preservacao
Fusarium TO 409 Tomate Pati de Alferes — Solo /
oxysporum f.sp. Temperatura
lycopersici raga ambiente
2
Macrophomina  Macrophomina  Feijao Carioca Avaré — SP Método de
phaseolina phaseolina Castellani /
Temperatura
ambiente
Rhizoctonia SJ 13/96 Soja cv. Ocepar Ponta Grossa-PR Graos de arroz /
solani GA4 HGI 16 Temperatura de
freezer
Sclerotium Sclerotium Feijao Oleo mineral /
rolfsii rolfsii Jaguaritna/SP Temperatura
ambiente
Sclerotinia SS06 Feijao Rio Preto-DF Oleo mineral /
sclerotiorum Temperatura
ambiente
Verticillium Emily 22/08 Tomate Método de
dahliae Castellani /
Temperatura
ambiente

Foram conduzidos dois experimentos principais. O primeiro foi

instalado apds desenvolver metodologias para produzir e para avaliar a sobrevivéncia de

estruturas de resisténcia para cada fungo estudado em condic¢des de laboratério. O objetivo

desse ensaio foi avaliar a eficiéncia das metodologias quanto a sobrevivéncia das estruturas
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no campo e no laboratério e, indiretamente, verificar a praticidade, rapidez e seguranca na
avaliacdo da germinacdo das estruturas de cada fungo, em condi¢des de laboratério. O
segundo experimento teve por objetivo determinar a melhor temperatura (temperatura
natural de laboratério, de geladeira e de freezer) para preservar as estruturas dos fungos, por
até um ano.

Os dois experimentos foram instalados na mesma época, utilizando

mesmo indculo, ou seja, das mesmas estruturas produzidas inicialmente para cada fungo.
5.1 Primeiro experimento
5.1.1 Produgao de estruturas de resisténcia
5.1.1.1 Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raca 2

Seguiu-se a metodologia de Blok (1997) com algumas
modificagdes. A multiplicagdo do fungo deu-se em extrato de malte liquido por 7 dias, no
escuro, a 25°C. Apés crescimento, a suspensao foi colocada em uma bandeja de aluminio,
sem haver necessidade de centrifugagdo, acrescentando-se p6é de talco na proporcdo 2:1
(v/p) e deixando-se para secar em estufa de circulacdo forcada de ar a 26°C por 14 dias.

5.1.1.2 Macrophomina phaseolina

Utilizou-se metodologia semelhante a adotada para R. solani,

diferindo apenas na temperatura de incubacao do fungo que foi de 32°C.

5.1.1.3 Rhizoctonia solani Kithn GA 4 HGI

Adotou-se a metodologia de Lefevre (1990), que consiste em
multiplicar o patégeno em substrato areno-organico, constituido de uma parte de esterco
curtido, uma parte de areia fina lavada e seca e 2% de farelo de aveia. Adicionaram-se 20

mL de dgua destilada para cada 100 mL de substrato seco. Apds duas autoclavagens de uma
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hora a 120°C seguido de 24 horas de resfriamento, fragmentos de micélio do patdégeno
foram transferidos para o substrato, colocado em vidro, e incubado a 25°C, no escuro, por

14 dias.

5.1.1.4 Sclerotium rolfsii

A produgdo de esclerédios foi efetuada com a colocagdo de uma
estrutura do fungo sobre a superficie de uma “fina” camada do meio de BDA + 0,05

mg/mL de oxitetraciclina, incubado em estufa tipo BOD a 25°C, no escuro, por 30 dias.

5.1.1.5 Sclerotinia sclerotiorum

Seguiu-se, integralmente, a metodologia de Ferraz & Café Filho
(1998), que consiste em embeber 100 g de feijdo com 4gua destilada por 12 horas. Apds
embebimento, coloca-se o feijdo em Erlenmeyers de 500 mL e acrescenta-se fubd na
propor¢ao de 20 g para 15 mL de dgua. Autoclavam-se os frascos por 20 minutos a 120°C
e, apOs resfriamento, transferem-se discos de micélio do patégeno para o substrato
feijao+fubd. Os frascos sdo mantidos em estufa tipo BOD regulada em temperatura de 26°C
com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro por 30 dias. Apds a producio de
grande quantidade de esclerddios, retira-se o substrato dos frascos de Erlenmeyer e passa-se
por uma peneira com uma malha de 1 mm de abertura auxiliado por um jato forte de dgua
de torneira, visando separar os esclerddios dos graos de feijao. Em seguida, os esclerédios
sdo deixados para secar por 24 horas a temperatura ambiente, em bandejas de aluminio,

forradas com papel de jornal.

5.1.1.6 Verticillium dahliae

A producgdo de microesclerddios deste patégeno seguiu metodologia

semelhante a utilizada para Rhizoctonia solani, diferindo no tempo e temperatura de

incubacdo do fungo que foram de 30 dias e 24°C, respectivamente.
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5.2 Formacao de estruturas de resisténcia dos fungos estudados nas metodologias

desenvolvidas

5.2.1 Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani GA4 HGI e

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raca 2

Foram fotografados, com microscopio estereoscopico, dotado de
camera fotogriafica, os esclerédios de S. rolfsii na superficie do meio de
BDA+oxitetraciclina; os esclerédios de S. sclerotiorum no substrato de feijado+fuba e os
esclerédios desse fungo livres deste substrato; os esclerédios de R. solani em substrato
areno-organico e as colonias de Fusarium originadas de clamiddsporos, na superficie do

meio de Komada.

5.2.2 Verticillium dahliae

Em microscépio 6tico, dotado de camera fotogréfica, fotografou-se
microesclerédios do fungo, em substrato areno-organico. Para tal, processou-se o substrato
areno-organico em liqiiidificador com 4gua destilada e a suspensao obtida foi passada por
um conjunto de peneiras com o objetivo de recuperar os microesclerédios formados. Em
uma lamina contendo uma fina camada de dgar-dgua foi colocada uma gota da suspensao
contendo microesclerddios retidos na peneira de 75um. Foi feita uma lamina com formagao
de microesclerédios em meio de BDA mantido em estufa tipo BOD a temperatura de 22°C,
por 20 dias para efeito de comparacdo com a formagao das estruturas em substrato areno-

organico.

5.2.3 Macrophomina phaseolina

Foram fotografados, em microscépio 6tico, dotado com camera

fotografica, os microescler6dios do fungo, em substrato areno-organico. Para tal,

processou-se 0 substrato areno-organico em liqliidificador com &4gua destilada e a
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suspensdo obtida foi passada por um conjunto de peneiras com o objetivo de recuperar os
microesclerédios formados. Em uma lamina contendo uma fina camada de agar-dgua foi
colocada uma gota da suspensdo contendo microesclerddios retidos na peneira de 150um.
Foi feita uma lamina com formac@o de microesclerédios em meio de BDA mantido em
estufa tipo BOD a temperatura de 30°C por 7 dias para efeito de comparagdo com a

formacdo das estruturas em substrato areno-organico.

5.3 Ensaio de campo

Este experimento foi instalado no campo do Departamento de
Producdo Vegetal da FCA/UNESP de Botucatu/SP.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
constituido por 6 fungos, 7 épocas de avaliacao (0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias, do
inicio do experimento) e duas condi¢des: campo e laboratério.

No campo, para cada época de avaliagdo, duas bolsas de ndilon
contendo estruturas de cada fungo foram identificadas e enterradas a 10 cm de
profundidade no solo (Latossolo Vermelho Escuro fase arenosa — Tabelas 2 e 3) com
espacamento de 25 x 25 cm uma da outra.

No laboratério, foram mantidos dois frascos contendo as estruturas
de cada fungo, sendo que para cada época de avaliacio amostras eram removidas do
mesmo frasco.

O parametro avaliado nas duas condi¢des foi a sobrevivéncia dos
fungos. No item 5.3.1 constam a forma de analise e réplicas feitas das amostras de cada
fungo.

No campo, cada bolsa continha 15 g de pé de talco com
clamidésporos para F. oxysporum f.sp. lycopersici raga 2; para S. rolfsii e S. sclerotiorum
100 e 50 esclerddios, respectivamente, e para V. dahliae, R. solani GA4 HGI e M.
phaseolina cada bolsa continha 10 g de substrato areno-organico veiculando as estruturas.

O objetivo de se manter as estruturas enterradas por seis meses no
solo foi dar oportunidade para que microrganismos habitantes do solo contaminassem as

estruturas, de tal forma que elas fossem submetidas a condi¢Oes adversas e sua recuperagao,
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sob essas condigdes, através dos métodos desenvolvidos, confirmasse a eficiéncia dos
mesmos. Entretanto, ndo se objetivou determinar o periodo de longevidade dos fungos e
sim a caracteristica de sobrevivéncia nos periodos avaliados, uma vez que as estruturas de

cada patégeno foram produzidas em laboratdrio.

Tabela 2. Andlise quimica do solo do campo.

pH M.O. Presina Mmolc/dm3 A%
CaCl, g/dm’ mg/dm’  H+Al K Ca Mg SB CTIC %
4,6 14 3 25 0,4 9 2 12 37 32

Tabela 3. Andlise fisica do solo do campo.

Areia total Argila Silte Argila Natural Textura do solo

81 19 0 - Média'

"Textura média: 0,5-0,25 mm.

5.3.1 Avaliagdo da sobrevivéncia

5.3.1.1 Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 2

Seguiu-se a metodologia de Blok (1997) modificada, que consistiu
em efetuar trés diluicdes seriada (1:10) de uma amostra (pé de talco+clamidésporos — 10g)
em solucdo salina (0,85% de NaCl) seguindo-se de plaqueamento de aliquotas (0,1mL)
sobre 0 meio semi-seletivo de Komada (15 g peptona; 1 g K;HPOy; 0,5 g MgS0O,4.7H,0; 20
g agar; 0,25 g cloranfenicol; 0,7 g PCNB e 1L dgua destilada). O PCNB foi adicionado
somente apos esterilizacdo do meio (Komada, 1975). As estruturas foram mantidas em
estufa tipo BOD a 26°C, no escuro, por 3-4 dias. Apds a germinacdo das estruturas,
efetuou-se a contagem das unidades formadoras de colonias (ufc) por grama de p6 de talco.
Foram feitas 4 repeti¢des (placas) por amostra de cada bolsa e para cada uma das trés
diluicdes.

5.3.1.2 Macrophomina phaseolina

Procedeu-se a transferéncia do substrato areno-

organico+microesclerédios para uma nova bolsa de ndilon e submeteu essas estruturas a
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uma desinfestacdo superficial com as seguintes etapas: rdpida imersdo em alcool 70°, 20
segundos apenas em solucao de hipoclorito de sédio a 0,5% e lavagens sucessivas em dgua
destilada esterilizada. Transferiram-se por¢des do substrato+microesclerédios para a
superficie do meio semi-seletivo RB (Cloud et al., 1991) modificado (39 g de BDA, 224
mg i.a. de metalaxyl, 100 mg de rifampicina e 1 L de 4gua destilada). As estruturas foram
mantidas em estufa tipo BOD a 32°C, por 4-5 dias, no escuro. As estruturas com formagao
de coldnia mais microesclerédios (cor preta) foram contadas. Foram feitas 5 repeti¢des
(placas) por amostra de cada bolsa, sendo cada placa constituida por 10 porcdes do

substrato+microesclerodios.

5.3.1.3 Rhizoctonia solani GA4 HGI

Consistiu em transferir o substrato areno-organico+esclerodios para
uma nova bolsa de ndilon com a desinfestacdo superficial passando pelas seguintes etapas:
rdpida imersdo em dlcool 70°, 5 segundos em solucdo de hipoclorito de sédio a 1% e
lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada. Em seguida, foram transferidas por¢des
do substrato+esclerddios umedecidas com 4dgua destilada esterilizada para a superficie do
meio semi-seletivo de KHMP (1 g KH,POy; 0,5 g MgS04.7H,0; 0,5 g KCI; 0,01 g
FeSO,4.7H0; 0,20 g NaNO,; 0,05 g cloranfenicol, 20 g &4gar; 0,05 g de sulfato de
estreptomicina; 0,24 g metalaxyl; 0,005 g prochloraz e 940 mL &4gua destilada). A
estreptomicina e os fungicidas foram adicionados apos a esterilizacdo do meio (Ko & Hora,
1971). As estruturas foram mantidas em estufa tipo BOD a 26°C, no escuro, por 3-4 dias.
Apds a germinagdo das estruturas, em microscopio estereoscopico, efetuou-se a contagem
das por¢des contendo hifas emergidas do patégeno coradas com lactofenol. Foram feitas 5
repeticoes (placas) por amostra de cada bolsa, sendo cada placa constituida por 10 porcoes

do substrato+esclerodios.

5.3.1.4 Sclerotium rolfsii

Os esclerdodios foram retirados da bolsa de nailon e submetidos a

desinfestacdo superficial seguindo as seguintes etapas, de acordo com a metodologia
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modificada de Resende & Zambolim (1986) para Sclerotium cepivorum: rapida imersao em
alcool 70°, 1 minuto em solu¢do de hipoclorito de sédio a 1,5% e lavagens sucessivas em
dgua destilada esterilizada. Os esclerdédios desinfestados foram transferidos para a
superficie do meio BDA + 0,05mg/mL de oxitetraciclina. As estruturas germinadas com
micélio tipico do patdgeno foram contadas. Foram feitas 5 repeti¢cdes (placas) por amostra

de cada bolsa, sendo que cada placa continha 10 esclerddios.

5.3.1.5 Sclerotinia sclerotiorum

Os esclerddios foram transferidos da bolsa de nailon para uma
peneira de Imm de abertura seguido de uma lavagem com um jato de dgua de torneira por 5
minutos. Os esclerédios lavados foram transferidos para uma nova bolsa de ndilon e
desinfestados superficialmente através dos seguintes passos: 1 minuto em dlcool 50° e 3
minutos em soluc@o de hipoclorito de s6dio a 1% (Nasser et al., 1995). Apds desinfestacao
dos esclerddios, estes foram transferidos para a superficie do meio de Neon [39 g BDA —
ap6s autoclavar o meio acrescentar: 150 mg de azul de bromofenol; 150 mg de penicilina
G; 150 mg de sulfato de estreptomicina e 1L 4gua destilada). O pH do meio deve ser
ajustado para 4,7 (Nasser et al., 1995; Steadman et al., 1994)] e em seguida incubados em
uma estufa tipo BOD a 18°C, no escuro, por até 6 dias. A viabilidade dos esclerédios foi
constatada pela mudanca da cor do meio de azul para amarelo claro (Nasser et al., 1995).
Foram feitas 5 repeti¢des (placas) por amostra de cada bolsa, sendo cada placa constituida

por 5 esclerddios.

5.3.1.6 Verticillium dahliae

Consistiu em colocar o substrato+microesclerédios em uma nova
bolsa de ndilon e mergulhar em dgua destilada esterilizada, visando umedecer o substrato e
facilitar a transferéncia de por¢des para a superficie do meio semi-seletivo de Ausher (5,0 g
etanol; 7,5 g sacarose; 2,0 g NaNO3; 0,5 g KCI; 0,5 g MgS0,4.7H,0; 1,0 g K;HPOy; 0,01 g
FeSO,4.7H,0; 0,05 g PCNB; 0,1g sulfato de estreptomicina; 0,25g cloranfenicol e 1L dgua

destilada). O PCNB e a estreptomicina foram adicionados apds a esterilizacdo do meio
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(Ausher et al., 1975). As estruturas foram mantidas, inicialmente, em estufa tipo BOD a
18°C, no escuro, por 3-4 dias. Apds a germinacdo das estruturas, efetuou-se a contagem das
porcdes contendo hifas emergidas do patégeno. Posteriormente, as estruturas foram
mantidas na estufa tipo BOD, na mesma temperatura, até 30 dias, onde aparece a formagao
de microesclerédios em torno das colonias, aferindo a avaliacdo. Foram feitas 5 repeti¢des
(placas) por amostra de cada bolsa, sendo cada placa constituida por 10 porcdes do

substrato+microesclerodios.

5.4 Sobrevivéncia e vigor das estruturas dos fungos nas diferentes temperaturas

(Segundo Experimento)

O armazenamento das estruturas foi feito em frasco de S00mL, com
duas repeti¢des por patdgeno (Figura 1), sendo cada frasco mantido em temperatura de
freezer (-20°C), de geladeira (5°C) e em temperatura natural de laboratério.

Mensalmente e, por um periodo de um ano, avaliou-se a
sobrevivéncia das estruturas e o seu vigor. A avaliacdo da sobrevivéncia das estruturas dos
patégenos estudados foi feita sempre retirando amostras dos mesmos frascos submetidos as
trés temperaturas.

Os frascos foram colocados nos trés ambientes de maneira
inteiramente casualizada. Aqueles mantidos na temperatura natural de laboratério foram

colocados em armério de ago.

Figura 1. Frasco utilizado para armazenar as estruturas produzidas nos diferentes métodos
e submetidas a preservacao em temperatura de geladeira, freezer e ambiente.
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5.4.1 Sobrevivéncia das estruturas e Indice de vigor

A avaliagdo da sobrevivéncia de F. oxysporum f. sp. lycopersici
raca 2, M. phaseolina, R. solani GA 4 HGI, S. rolfsii, S. sclerotiorum e de V. dahliae seguiu
a mesma metodologia descrita no item 5.3.1 para cada fungo.

Quanto ao vigor, as colonias desenvolvidas a partir das estruturas
foram avaliadas de acordo com a seguinte escala de notas:

0 — auséncia de germinagao;

1 — germinacdo de algumas estruturas;

2 — germinacdo de todas as estruturas com micélio pouco vigoroso;

3 — germinacao de todas as estruturas com micélio vigoroso, mantendo as caracteristicas

de esporulacdo e de aparecimento de estruturas de resisténcia.

5.5 Teste de patogenicidade

Ap6s um ano de avaliagdo do segundo experimento, realizou-se
teste de patogenicidade das estruturas de cada patégeno que sobreviveram no melhor
tratamento (temperatura). Efetuou-se o reisolamento do agente causal das plantas de cada

tratamento para completar o Postulado de Kock.

5.5.1 Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga 2

O fungo preservado no melhor tratamento durante um ano foi
recuperado em meio de BDA+oxitetraciclina e repicado, posteriormente, em meio liquido
de Tochinai por 5 dias a 28°C (Pavan & Kurozawa, 1981). Seguiu-se a metodologia de
inoculacdo descrita por Pavan & Kurozawa (1981) em mudas de tomate do cultivar Kada,
com 21 dias de idade. As mudas foram arrancadas e as raizes lavadas com 4gua de torneira
e, em seguida, mergulhadas numa suspensio com 10°esporos/mL por 5 minutos e plantadas

imediatamente.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 3
tratamentos (geladeira, freezer e testemunha) e com 5 repeti¢des. A parcela (repeticdo) foi
constituida por um vaso contendo 3 plantas. O tratamento testemunha consistiu de plantas
imersas em dgua destilada.

As plantas foram mantidas a temperatura de 28°C, com fotoperiodo
de 12 horas de luz e 12 horas de escuro e em condi¢des de estufa tipo BOD. Apds 25 dias
da inoculagdo, as plantas foram avaliadas de acordo com a escala de notas descrita por
Cerezini (1989) como segue:

0 — plantas sadias sem sintomas externos ou internos no caule cortado na altura do

primeiro internddio logo acima dos cotilédones;

20 - vasos coloridos na regiao do primeiro internddio sem outros sintomas visiveis;

40 - vasos coloridos até a altura da primeira folha com pelo menos um foliolo com
amarelecimento;

60 - vasos coloridos até a metade do comprimento do caule, com duas ou mais folhas
com amarelecimento;

80 - vasos coloridos até préximo ao ponteiro e maioria das folhas murchas com
excecao do ponteiro;

100 - plantas mortas ou com vasos coloridos e folhas murchas até o ponteiro.

5.5.2 Macrophomina phaseolina

O fungo preservado no melhor tratamento durante um ano foi
recuperado em meio RB modificado e, posteriormente, transferido para placas de Petri
contendo palitos de dentes autoclavados inseridos em meio de BDA.

Segundo a metodologia descrita por Coelho Netto & Dhingra
(1996), apds a colonizagdo dos palitos, estes foram levemente introduzidos no caule, acima
da superficie do solo, de plantas de feijao do cultivar Carioquinha, com formacdo da
primeira folha verdadeira.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 2

tratamentos (geladeira e testemunha) e com 5 repeticOes. A parcela (repeticdo) foi
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constituida por um vaso contendo 3 plantas. O tratamento testemunha consistiu de plantas
inoculadas com palitos de dentes sem estarem colonizados pelo fungo.

As plantas foram mantidas a temperatura de 30°C, com fotoperiodo
de 12 horas de luz e 12 horas de escuro e em condi¢des de estufa tipo BOD. Apés 6 dias da
inoculacdo, as plantas foram avaliadas de acordo com a escala de notas descrita por Coelho
Netto & Dhingra (1996) como segue:

1 - sem sintoma ao redor do ponto de inoculagio;

2 - halo escuro ao redor do ponto de inoculagao;

3 - comprimento da lesdo menor que 0,5 cm;

4 - idem ao 3 com lesdo de 1 cm;

5 - idem ao 3 com lesdo entre 1 para 2 cm;

6 - idem ao 3 com lesao entre 2 para 4 cm;

7 - idem ao 3 com lesdo entre 4 para 6 cm ou sem limite definido ou com pouco
picnidio na base da lesdo;

8 - comprimento da les@o com mais de 6 cm ou lesdo sem limite definido com niimero
de picnidios proximos a base do caule;

9 - caule com cor cinzenta e coberto com muitos picnidios.

5.5.3 Sclerotium rolfsii

Os esclerédios de S. rolfsii livres e preservados no melhor
tratamento por um ano foram recuperados em meio de BDA+oxitetraciclina.

Seguiu-se a metodologia de inoculacdo descrita por Matsumoto et
al. (1999). Em um substrato composto por solo, areia e esterco na propor¢do de 3:1:1
(v/vIv), colocou-se em contato com sementes de feijdo do cultivar Carioquinha 2
esclerddios, sendo, em seguida, cobertos com uma camada de 2 cm de areia lavada.

O delineamento empregado foi inteiramente casualizado, com 2
tratamentos (ambiente e testemunha) e 5 repeti¢des. A parcela (repeti¢do) foi constituida
por um vaso contendo 3 sementes com dois esclerédios cada. O tratamento testemunha

consistiu de vasos com sementes mas sem esclerddios.
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As plantas foram mantidas a temperatura de 28°C, com fotoperiodo
de 12 horas de luz e 12 horas de escuro e em condi¢des de estufa tipo BOD. As plantas
foram avaliadas de acordo com a escala de notas de Matsumoto et al. (1999):

0 - plantulas sadias e sem sintomas de necrose no colo;
1 - plantulas com necrose do solo;

2 - tombamento de pré e pds-emergencia.

5.5. 4 Sclerotinia sclerotiorum

Os esclerddios de S. sclerotiorum livres e preservados no melhor
tratamento por um ano foram recuperados em meio de Néon.

Seguiu-se a metodologia de inoculacdo descrita por Ferraz (1996).
Ap0s crescimento do fungo, discos de micélio foram transferidos para o meio de BDA com
inser¢do de palitos de dente autoclavados. Apds 7 dias de colonizacdo dos palitos, plantas
de feijao do cultivar Carioquinha, com formag¢do da primeira folha verdadeira, foram
inoculadas no caule.

O delineamento empregado foi inteiramente casualizado, 2
tratamentos (freezer e testemunha) e 5 repeticdes. A parcela (repeti¢ao) foi constituida por
um vaso contendo 3 plantas. O tratamento testemunha consistiu de plantas inoculadas com
palitos sem estarem colonizados pelo fungo.

As plantas foram mantidas, em condi¢des de cdmara umida, por 72
horas a temperatura de 26°C em estufa tipo BOD. As plantas foram avaliadas quanto a

extensdo da lesdo escura (cm) a partir do ponto de inoculacao.

5.5.5 Verticillium dahliae

O fungo preservado no melhor tratamento por um ano foi
recuperado em meio de Ausher. Apds crescimento, discos de meio de cultura contendo
micélio do fungo foram repicados para o meio de BDA e mantidos em estufa tipo BOD a

temperatura de 24°C por 5 dias.
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Para a realizacio do teste de patogenicidade, seguiu-se a
metodologia de inoculacio descrita por Cerezine (1989). Mudas de tomate do cultivar Kada
(com 15 dias de idade) foram arrancadas, lavadas com dgua de torneira e as raizes podadas.
As raizes das mudas foram colocadas numa suspensdo de conidios (10° esporos/mL) por 15
minutos.

O delineamento empregado foi inteiramente casualizado, com 2
tratamentos (freezer e testemunha) e 5 repeticoes. A parcela (repeti¢do) foi constituida por
um vaso contendo 3 plantas. O tratamento testemunha consistiu de mudas com raizes
podadas imersas em dgua destilada por 15 minutos.

As plantas foram mantidas a temperatura de 24°C, com fotoperiodo
de 10 horas de luz e 14 horas de escuro e em condi¢des de estufa tipo BOD. As plantas
foram avaliadas 30 dias apds a inoculagdo, de acordo com a escala de notas descrita por

Cerezine (1989) para o fungo F. oxysporum f.sp. lycopersici raga 2.

5.6 Anadlise estatistica dos dados

No primeiro e segundo experimento, realizou-se andlise nao-
paramétrica de Mann-Whitney (para 2 e 3 niveis de tratamentos) do nimero de colonias de
Fusarium, complementada com as comparagdes multiplas (Siegel & Castellan Jr., 1988).

Em relagcdo a freqii€éncia total de sobrevivéncia (demais dados do
primeiro e segundo experimento), utilizou-se o teste de Goodman (1964) para contrastes
entre e dentro de populacdes multinomiais (no caso binomiais, sendo considerado como
sucesso a presenga (vivo) e fracasso a auséncia (morto)) dos fungos.

A anélise dos dados do vigor das coldnias do segundo experimento
foi realizada também pela técnica nao-paramétrica de Kruskal-Wallis, complementada com
as comparagdes multiplas entre pares de ambientes (Norman & Streiner, 1994).

Todas as comparagdes foram realizadas a nivel de 5% de

significancia.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Formacao de estruturas de resisténcia de cada fungo nas metodologias desenvolvidas

6.1.1 Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga 2

A metodologia utilizada foi eficiente para producdo de

clamiddsporos, uma vez que se observa colonia desenvolvida a partir das estruturas (Figura

2).

Figura 2. Unidades formadoras de coldnia desenvolvidas por Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici raga 2 na superficie do meio de Komada a partir de clamidésporos
produzidos em pé de talco.

Vale ressaltar que a produc¢do de clamidésporos de Fusarium em po

de talco é a maneira mais f4cil de transportar essas estruturas de resisténcia para o solo,

tendo sido essa metodologia muito utilizada (Blok, 1997; Minuto et al., 1995 e 1997). No
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presente trabalho, procurou-se fazer alteracdes na referida metodologia para tornar mais
simples a produgdo destas estruturas.

Larkin et al. (1993) produziram estruturas deste fungo inicialmente
em uma solu¢do de sais minerais para depois transferir para o solo e com isso obter o
in6culo para realizar quaisquer trabalhos, enquanto Windels (1992) j4 as conseguiram em

meio de cultura acrescido de glicose ou de carbonato de magnésio.

6.1.2 Macrophomina phaseolina

O substrato areno-organico (Lefevre, 1990) induz a formacgdo de
microesclerédios de M. phaseolina (Figura 3).

Nao hd relato na literatura sobre a utilizacdo do substrato areno-
organico para producdo das estruturas de resisténcia de M. phaseolina, assim como para V.
dahliae. O manuseio das estruturas de resisténcia de M. phaseolina e a realizacdo de

trabalhos com os microesclerédios tornam-se facil com a metodologia desenvolvida.

Figura 3. Microesclerédios de Macrophomina phaseolina produzidos em substrato areno-
organico e fotografados em microscépio estereoscépico com aumento de 40x
(A); microesclerédios de Macrophomina phaseolina produzidos em substrato
areno-organico, retidos em peneira de 150um, dispersos em lamina com agar-
adgua e fotografados em microscopio Otico com aumento de 400x (B) e
microesclerédios de Macrophomina phaseolina produzidos em meio de BDA,
retidos em peneira de 150pm, transferidos em lamina com lactofenol e
fotografados em microscopio 6tico com aumento de 200x (C).

Olaya et al. (1996) realizaram trabalhos com microesclerédios de
M. phaseolina produzindo estas estruturas em palito de madeira inserido em meio de BDA.

Cardoso et al. (1997) produziram inéculo do fungo em arroz autoclavado, enquanto Coelho
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Netto & Dhingra (1996) e Mihail (1992) em areia + farinha de milho. Grande produc¢ao de
microesclerddios do fungo pode ser obtida em meio de BDA gelatinoso (Viana, 1996), em

meio de Prosopis juliflora-Batata (Lodha et al., 1997) e em meio liquido de sementes de

soja + sacarose (Shurtleff & Averre 111, 1997).

6.1.3 Rhizoctonia solani GA4 HGI

A metodologia utilizada possibilitou a produgdo de esclerédios de

R. solani (Figura 4), conforme resultado semelhante obtido por Lefevre (1990).

Figura 4. Esclerddios de Rhizoctonia solani produzidos em substrato areno-organico e
fotografados em microscopio estereoscopico com aumento de 10x.

Esclerddios deste patégeno podem ser produzidos também em arroz
em casca autoclavado (Suguino & Maringoni, 1995; Michereff Filho et al., 1996), em graos
verdes de feijdo autoclavados (Silva et al., 1996; Keinath & Farnham, 1997), em pedacos
de casca de amendoim e sementes com adi¢do de sacarose (Carling & Sumner, 1992) e em

perlita esterilizada embebida com extrato de malte + peptona (Blok, 1997).
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6.1.4 Sclerotium rolfsii

A metodologia utilizada permitiu a producdo de esclerddios apds 30
dias de incubagdo do fungo (Figura 5). Além disso, as estruturas (Figura 5) podem ser

facilmente removidas da superficie do meio para serem manipuladas individualmente.

Figura 5. Esclerédios de Sclerotium rolfsii produzidos na superficie do meio de
BDA+oxitetraciclina e fotografados em microscopio estereoscopico com
aumento de 8x.

Mihail & Alcorn (1984) relataram também a utilizacdo do meio de
BDA, mas sem adic¢ao de antibidtico para producio de esclerédios do fungo.

Para este patogeno, ha relatos também de produgdo de esclerédios
em graos de arroz (Ghini et al., 1997; Silveira et al., 1994; Matsumoto et al., 2000; Cardoso
et al., 1997), em hastes de feijao do cultivar Rosinha (Chaves & Costa, 1999) e em

substrato areno-organico (Lefevre, 1990).

6.1.5 Sclerotinia sclerotiorum

A metodologia empregada (Ferraz & Café Filho, 1998) permitiu a

producdo de esclerédios do fungo, que podem ser facilmente individualizados e

manuseados (Figura 6 A e B).
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Figura 6. Esclerddios de Sclerotinia sclerotiorum produzidos em meio de fubd-feijao (A)
e individualizados e fotografados em microscépio estereoscopico com aumento
de 8x (B).

Nasser et al. (1995) relataram grande producao de esclerddios deste
fungo em cenouras autoclavadas, enquanto Tokeshi et al. (1997) e Viana et al. (2000)
verificaram produgdo das estruturas do fungo em graos de trigo e em substrato contendo
areia + quirera de milho, respectivamente. Pratt (1992) também citou a producdo de
esclerédios de S. sclerotiorum utilizando substrato organico com feijdo, vagem, peciolos,
discos de cenoura e pequenos graos autoclavados em placa de Petri ou em frascos.

Em testes preliminares, observou-se que a veiculagdo das estruturas
deste fungo juntamente com grios pode implicar em contaminacdo com nematdides,
gerando com isso resultados inconsistentes de sobrevivéncia do fungo. Portanto,
independente do método utilizado para producdo das estruturas, as mesmas devem ser

transportadas e colocadas no solo de maneira individualizada.

6.1.6 Verticillium dahliae

A metodologia utilizada permitiu a producdo de microesclerddios
do fungo (Figura 7) no método adaptado de Lefevre (1990), assim como descrito
anteriormente para M. phaseolina.

Nao ha relato na literatura sobre a utilizacdo do substrato areno-

organico para produgdo de estruturas deste fungo. O manuseio das estruturas de resisténcia
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deste fungo e a realizacdo de trabalhos com microesclerédios tornam-se facil com a

metodologia desenvolvida.

Figura 7. Microesclerddios de Verticillium dahliae produzidos em substrato areno-
organico, retidos em peneira de 75um, dispersos em lamina com 4gar-agua e
fotografados em microscopio Otico com aumento de 400x (A) e
microesclerédios de Verticillium dahliae produzidos em meio de
BDA transferidos em lamina com lactofenol e fotografados em microscopio
otico com aumento de 400x (B).

Blok (1997) obteve producgdo de microesclerédios de V. dahliae por
meio de trituracdo de caules de batata densamente cobertos com as estruturas, enquanto
Francl et al (1988) obteve as mesmas estruturas através da produgdo destas inicialmente em
um meio minimo para depois transferi-las para o solo e com isso obter indculo para
realizacdo de trabalhos.

Ghini et al. (1992) para testar a técnica de solariza¢do visando
controlar V. dahliae em campo, infestaram artificialmente uma drea experimental com

in6culo do fungo produzido em milho pipoca.
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6.2 Sobrevivéncia das estruturas de cada fungo no campo e no laboratério

A precipitacdo registrada no periodo do experimento, que foi de

marco a setembro de 2002, consta na Figura 8.

Precipitacao (mm)
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M < I O M~ 0 O ™ N
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176

Periodo avaliados (em dias)

Figura 8. Precipitacdo didria registrada (em mm) no periodo do experimento.
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6.2.1 Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga 2

Com base nos resultados da Figura 9 e Tabela 4 constata-se que a

metodologia de producdo de clamidésporos de Fusarium permite a sobrevivéncia do fungo

em campo.
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Figura 9. Sobrevivéncia de clamidésporos de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga
2 enterrados no campo e dos mantidos em condicdes de laboratério durante seis
meses.
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Tabela 4. Mediana e valores minimo e maximo da semi-amplitude interquartilica do
nimero de coldnias/g de talco de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga 2
que foi enterrado no campo e mantido em condicdes de laboratério por seis

meses.
Tratamentos Numero de colonias/g de p6 de Resultado do teste
talco estatistico
Campo 674.500" (27.000” ; 2.230.000) a’
Laboratério 0.(0 ; 27.000) b 3,39 (P<0,001)
"Mediana:

2Semi—almplitude interquartilica com os valores minimo e maximo;

’Médiana seguida de mesma letra na coluna ndo diferem entre si de acordo com
comparagdes multiplas de Siegel & Castellan Jr. (1988) a nivel de 5% de
probabilidade.

Com base nos resultados da Tabela 4 verifica-se que o tratamento
do campo quanto a mediana do nimero de unidades formadoras de colonias/g de talco do
fungo foi superior ao do laboratério. Analisando os dados da Tabela 4 constata-se que a
metodologia desenvolvida para condi¢des de laboratério € ineficaz e ndo indicada como
padrdao de sobrevivéncia (testemunha) das estruturas do fungo, pois as mesmas morreram
apo6s 15 dias de avaliagdo.

Na Figura 10 também pode-se observar a rapidez e a praticidade na
avaliacdo da sobrevivéncia dos clamidésporos de F. oxysporum f.sp. lycopersici raga 2,

conforme metodologia descrita no item 5.3.1.1.
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Figura 10. Unidades formadoras de colonias em meio de Komada provenientes de
clamidésporos de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raga 2 em po6 de talco.

Windels (1992) e Blok (1997) relataram a utilizagdo do meio de
cultura semi-seletivo de Komada para isolar F. oxysporum.

Toda a metodologia de producdo e avaliacdo da sobrevivéncia deste
patégeno foi desenvolvida por Blok (1997). No entanto, no presente trabalho, a suspensao
do patégeno foi colocada de forma direta no talco sem a necessidade de centrifugagdao como
feito por Blok (1997) para tornd-la mais simples. Constatou-se no presente trabalho que a
producdo de clamidésporos no pé de talco € dependente dos conidios formados
inicialmente no meio liquido de extrato de malte. Blok (1997), para veicular as estruturas
em bolsas de ndilon, efetuou uma pré-peneiragem, enquanto que na metodologia proposta o
p6 de talco+estruturas foi colocado diretamente na bolsa de ndilon, apds ser
homogeneizado. Blok (1997) verificou a viabilidade das estruturas enterradas no solo, em
bolsas de ndilon, através da recuperacdo destas e retirada de uma amostra para efetuar
diluicao seriada em uma suspensdo de dgar-dgua a 0,1% e plaqueamento de aliquotas em
meio de Komada.

No presente trabalho, a verificacdio da sobrevivéncia de
clamidésporos de F. oxysporum f.sp. lycopersici raca 2 seguiu a mesma metodologia de

Larkin et al. (1993), ou seja, apds os autores infestarem artificialmente o solo de
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containeres com clamidésporos de F. oxysporum f.sp. niveum, produzidos em solucdo de
sais minerais, verificaram a sobrevivéncia das estruturas, efetuando diluicdo de amostra em
solucdo salina seguido de plaqueamento em meio de Komada.

Observou-se, no presente trabalho, que o nudmero médio de
clamidésporos € maior, com o aumento do teor de umidade do solo (Figuras 8 € 9), o que
explica a oscilacdo do nimero de sobreviventes do fungo. Segundo Lockwood (1977), na
presenca de umidade, as estruturas de resisténcia de F. oxysporum germinam e o micélio
produz novos clamidésporos. Uma outra explicagdo, para tal oscilacdo no nimero médio de
clamidésporos, estd no fato do fungo sintetizar uma proteina nessas estruturas (Freeman et
al., 1989), ativada por condi¢des de estresse ambiental no solo, como altas temperaturas,
garantindo essa sobrevivéncia variada do fungo.

Em condi¢des de campo (Souza & Bueno, 2003) e em microcosmo
(Bueno et al., 2004), estes autores utilizaram a metodologia desenvolvida no presente
trabalho para testar o controle das estruturas de resisténcia de F. oxysporum f.sp.
lycopersici raga 2, combinando a técnica de solarizacdo com a prévia incorporagdo de
couve. Os dados do presente trabalho e os de Souza & Bueno (2003) e Bueno et al. (2004)

atestam a eficiéncia da metodologia desenvolvida para o fungo.

6.2.2 Macrophomina phaseolina

Com base nos resultados da Figura 11 e Tabela 5 verifica-se que a

metodologia desenvolvida para produ¢do de microesclerédios do fungo, preserva a

sobrevivéncia das estruturas de M. phaseoliana tanto no campo como no laboratdrio.



51

%

% média de
sobrevivéncia

0 15 30 60 90 120 150 180
Periodos avaliados (em dias)

Bl Campo E Laboratério

Figura 11. Sobrevivéncia de microesclerédios de Macrophomina phaseolina enterrados no
campo e dos mantidos em condi¢des de laboratério durante seis meses.

Tabela 5. Soma das freqiiéncias de sobrevivéncia (vivos e mortos) de microesclerddios de
Macrophomina phaseolina enterrados no campo e mantidos em condicdes de
laboratdrio por seis meses.

Tratamentos Sobrevivéncia
Vivos Mortos
Campo 771" (96,38%) b° 29 (3,62) a
Laboratorio 794 (99,25) a 6 (0,75 b

1Freqiiéncia de sobrevivéncia: vivos € mortos;

2Porcentalgem de sobreviventes: vivos e mortos. Média de dez repeti¢des;

JFreqiiéncia seguida de mesma letra na coluna ndo diferem entre si estatisticamente a
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Goodman (1964).

De acordo com os dados da Tabela 5 constata-se que a soma das
freqiiéncias de sobrevivéncia dos microesclerédios foi maior em condi¢des de laboratério
do que em campo. A diferenca entre os tratamentos nao implica em inviabilizar o uso da
metodologia desenvolvida para o campo, pois essa variacdo deve-se, provavelmente, ao
controle das estruturas por antagonistas € a0 aumento na precipitacdo neste periodo, uma

vez que este patdgeno € natural de ambiente com deficiéncia hidrica.
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Na Figura 12 pode-se também observar, como nas outras técnicas
utilizadas para os demais patégenos, a facilidade, rapidez e seguranca na avaliacdo da

sobrevivéncia do fungo.

Figura 12. Coldnias de Macrophomina phaseolina com formacdo de microesclerédios em
meio RB modificado a partir de estruturas do fungo em substrato areno-
organico.

Para este patégeno, ha relatos da utilizacdo do meio RB para
isolamento do patégeno do solo (Cloud et al., 1991). Entretanto, a metodologia
desenvolvida para producdo de microesclerédios, a modificacdo do meio semi-seletivo e a
avaliacdo da sobrevivéncia do fungo foram desenvolvidas no presente trabalho.

Viana (1996) relatou a producdo de microesclerédios de M.
phaseolina no meio de cultura BDA gelatinoso seguido de trituragdo em ligiiidificador e
peneiramento para obter microesclerddios livres. Para avaliar a germinag¢do dos
microesclerddios, o autor utilizou o método modificado de Hinz (1991) que consiste em
utilizar um sistema denominado FAM (Frasco-Areia-Membrana de Celulose-
Microesclerédios). A observagdo da emergéncia do micélio dos microesclerédios na
membrana de celulose foi feita sob microscépio 6tico.

Mihail (1992) relatou a produ¢do de microesclerédios de M.
phaseolina sobre o meio de areia e farinha de milho. Este mesmo autor, citou a

desinfestagdo superficial de sub-amostras de solo peneiradas com 0,525% de NaOCl por 10
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minutos para eliminar microrganismos competidores que possam impedir o crescimento do
fungo em meio de cultura. Essas amostras processadas foram transferidas sobre o meio
semi-seletivo de M (39 g de BDA, 10 g de 4gar, 160 mg de cloroneb, 250 mg de sulfato de
estreptomicina e 1 L de dgua) e incubadas a 32-34°C por 3-4 dias. As colonias de M.
phaseolina aparecem com um crescimento de micélio branco cotonoso e ao redor da
colonia ha a formagdo de microesclerédios pretos.

A metodologia para produ¢@o de microesclerédios de M. phaseolina
em substrato areno-organico por 14 dias foi adaptada de Lefevre (1990) e ndo implica na
separacdo das estruturas do substrato como utilizaram Viana (1996) e Mihail (1992), o que
facilita o transporte destas estruturas para o campo, uma vez que utiliza-se do proprio
substrato como veiculo para os microesclerédios. A avaliacio da sobrevivéncia das
estruturas pela metodologia proposta € pratica, rdpida e segura, uma vez que observa a
emergéncia do micélio e a formagdo de microesclerédios em torno das colonias no meio
para mensurar e aferir a avaliacao, assim como relatado por Mihail (1992). Ja Viana (1996)
observou apenas a emergéncia do micélio dos microesclerédios na membrana de celulose
do sistema FAM em microscépio 6tico.

Lodha et al. (1997) verificaram a viabilidade de microesclerédios
do fungo, em solo infestado artificialmente, através da coleta de amostras e, apds passd-las
por um conjunto de peneiras e obter as estruturas individualizadas por ressuspensdo em
agua destilada, os microesclerédios foram plaqueados sobre o meio &agar-cloroneb-
mercurio-rosa bengal. Ja Olaya et al. (1996) verificaram a viabilidade das estruturas do
fungo, produzidas em palitos de madeira e enterradas no solo com diferentes potenciais de
agua, por meio da recuperacao dos palitos e sua desinfestagao em solucao de hipoclorito de
sodio a 1% por 1 a 2 minutos e plaqueamento destes em meio de BDA acidificado.

No presente trabalho, propds-se o plaqueamento das estruturas
desinfestadas no meio RB modificado descrito no item 5.3.1.6, pois observou-se que a
retirada do produto Tergitol da férmula original propiciou o crescimento micelial e a
formacdo de microesclerédios de modo mais rdpido, auxiliando na diagnose visual no meio
de cultura.

Em condi¢des de campo (Ambrésio et al., 2004) e em microcosmo

(Bueno et al., 2004), estes autores utilizaram a metodologia desenvolvida no presente
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trabalho para M. phaseolina para testar o controle das estruturas do patégeno, combinando
a técnica de solarizacdo com a prévia incorporacdo de brdcolos. Os dados do presente
trabalho e os de Ambrésio et al. (2004) e de Bueno et al. (2004) atestam a eficiéncia da

metodologia desenvolvida para o fungo.

6.2.3 Rhizoctonia solani GA4 HGI

De acordo com os dados da Figura 13 e Tabela 6 observa-se que as
estruturas do fungo, produzidas através da metodologia adotada por Lefevre (1990),
sobrevivem no solo na forma de esclerédios, em condi¢des de campo, apesar de serem

produzidas artificialmente.
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Figura 13. Sobrevivéncia de esclerédios de Rhizoctonia solani enterrados no campo e dos
mantidos em condi¢des de laboratério durante seis meses.
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Tabela 6. Soma das freqiiéncias de sobrevivéncia (vivos e mortos) de esclerédios de
Rhizoctonia solani enterrados no campo e mantidos em condigdes de
laboratdrios por seis meses.

Tratamentos Sobrevivéncia
Vivos Mortos
Campo 778" (97,25%) a° 22 (2,75)b
Laboratorio 600 (75,00) b 200 (25,00) a

'Freqiiéncia de sobrevivéncia: vivos e mortos;

2Porcentagem de sobreviventes: vivos e mortos. Média de dez repeti¢cdes;

3Freqiiéncia seguida de mesma letra na coluna nio diferem entre si estatisticamente a
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Goodman (1964).

Com base nos dados da Tabela 6 constata-se que a soma das
freqiiéncias de sobrevivéncia de microesclerddios do fungo foi maior no campo do que no
laboratdrio. As estruturas mantidas em condicdes de laboratério morreram apds 4 meses, o
que inviabiliza a utilizacdo desta metodologia nesta condicdo. Essa observacdo permite
inferir que para experimentos de campo, visando controle das estruturas do fungo deve-se
ter como padrdo de sobrevivéncia dos esclerddios (testemunha), a colocagdo dos mesmos
em condicdes de solo normal.

Na Figura 14, nota-se a praticidade, rapidez e seguranca na
avaliacdo da sobrevivéncia das estruturas do fungo pela metodologia desenvolvida no

presente trabalho.

Figura 14. Coloénias de Rhizoctonia solani em meio de KHMP originadas a partir de
esclerédios do fungo em substrato areno-organico.
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A metodologia de produgdo das estruturas de R.solani € o meio
KHMP ja sdo citados na literatura (Lefevre, 1990; Ko & Hora, 1971; Carling & Sumner
1992). Entretanto, a metodologia desenvolvida para a avaliacdo da sobrevivéncia do fungo
foi desenvolvida no presente trabalho.

Blok (1997) produziu in6culo de R. solani Kithn GA 3 sobre perlita
esterilizada embebida em solucdo de 1,5% de extrato de malte e 0,1% de peptona. Para o
teste de sobrevivéncia do fungo, o autor efetuou a contagem do crescimento de hifas por
perlita seguido do uso de uma férmula para determinar o indice de germinacdo do
patégeno.

Carling & Sumner (1992) citaram a desinfestacdo superficial de
tecidos de plantas infectados por Rhizoctonia spp. com etanol 70° por 30 segundos, 1-2
minutos em 0,5% de NaOCl seguido de lavagem em &dgua destilada esterilizada para
eliminar contaminantes.

Na metodologia desenvolvida no presente trabalho, o substrato
areno-organico + esclerddios passou por desinfestacdo superficial seguindo as seguintes
etapas: rdpida imersdao em dlcool 70°, 5 segundos em solu¢do de hipoclorito de sédio a 1%
e lavagens em &dgua destilada esterilizada, diferindo da seqiiéncia de assepsia Carling &
Summner (1992) em tecido de planta. O substrato areno-organico+esclerddios, apds
desinfestagdo superficial, foi transferido para o meio de KHMP (Ko & Hora, 1971) assim
como citado por Carling & Sumner (1992) que também atestaram a utilizagdo deste meio
de cultura semi-seletivo para Rhizoctonia spp. A avaliacdo do crescimento micelial foi feita
em microscopio estereoscopico, ja que este fungo € identificado através da morfologia da
hifa. Para facilitar a diagnose da sobrevivéncia das estruturas do fungo no meio coloca-se o
corante lactofenol sobre as porcdes do substrato corando as hifas, auxiliando a avaliagdo.

Segundo Madrcia Michelle de Ambrésio Queiroz (comunicagdo
pessoal), que estd utilizando a presente metodologia desenvolvida para este fungo em sua

tese de doutorado, relata que a mesma esté sendo eficiente.
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Com base nos resultados dos dados da Figura 15 e Tabela 7
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6.2.4 Sclerotium rolfsii
verifica-se que a metodologia desenvolvida para producdo de estruturas de resisténcia do

fungo, possibilita a sobrevivéncia das mesmas tanto em condi¢des de campo quanto de

laboratorio, de maneira individualizada.
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Figura 15. Sobrevivéncia de esclerddios de Sclerotium rolfsii livres enterrados no campo e

Tabela 7. Soma das freqii
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De acordo com os dados da Tabela 7 constata-se que ambos os
tratamentos ndo diferiram entre si quanto a soma das freqiiéncias de sobrevivéncia de
esclerédios do fungo, o que assegura a utilizacdo da metodologia desenvolvida para as duas
condi¢cdes dos tratamentos. Essa observacdo permite inferir que para experimentos de
campo, visando controle das estruturas do fungo pode-se optar pelo padrio de
sobrevivéncia dos esclerddios (testemunha) pela colocagdo dos mesmos em ambas
situagdes, dependendo do objetivo do ensaio.

Como pode ser visto na Figura 16, o método facilita a avaliagdo da

sobrevivéncia dos esclerédios de maneira rdpida, pritica e segura.

Figura 16. Colonias de Sclerotium rolfsii em meio de Batata Dextrose Agar +
oxitetraciclina originadas a partir de esclerddios do fungo.

Lefevre (1990) multiplicou S. rolfsii em substrato areno-organico e
avaliou a viabilidade do fungo pelo plaqueamento de por¢cdes do substrato sobre o meio de
BDA+oxitetraciclina, observando a emergéncia de micélio das por¢des do substrato.

Mihail & Alcorn (1984) citaram a producdo de esclerddios de S.
rolfsii em BDA, veiculando as estruturas em bolsas de ndilon, desinfestando-as por 1 a 2
minutos em 0,525% de NaOCl e plaqueando os esclerédios em meio BDA + sulfato de

estreptomicina.
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Resende & Zambolim (1986), desenvolveram uma técnica para
quantificar populacao de esclerddios de S. cepivorum do solo. Os autores citaram ainda que
os esclerddios obtidos pela técnica foram imersos por trés minutos em solu¢do contendo
sete concentragdes crescentes de cloro ativo, desde 0,12 até 2,50%, na desinfestacao
superficial e verificaram que a concentracdio de 1,5% evitou o aparecimento de
contaminantes e nao afetou a viabilidade dos mesmos.

Punja & Rahe (1992) relataram a vasta utilizacdo do método de
peneiramento sob jato de dgua para isolamento de esclerdédios de S. cepivorum do solo. No
entanto, esta técnica pode enfrentar problemas com solo texturizado e com muita matéria
organica, o que inviabiliza a detec¢do dos esclerodios.

Na metodologia desenvolvida no presente trabalho, o meio de
producdo de esclerédios, BDA+0,05mg/mL de oxitetraciclina, foi utilizado também para a
avaliacdo da sobrevivéncia do fungo, diferindo de Lefevre (1990) e Resende & Zambolim
(1986). O tempo de exposi¢do dos esclerddios na solugcdo de hipoclorito de sédio a 1,5%
utilizado neste trabalho diferiu da metodologia de Resende & Zambolim (1986) para S.
cepivorum. A metodologia desenvolvida para S. rolfsii € de facil manuseio e segura para
qualquer ambiente, diferindo de Punja & Rahe (1992) que citaram a inviabiliza¢do da
técnica de peneiramento sob jato de dgua para isolar esclerédios de S. cepivorum em solos
texturizados e com alto teor de matéria organica.

Para isolados que produzem pequenos esclerddios, dificultando o
manuseio dos mesmos, pode-se tentar a producdo das estruturas em substrato areno-
organico, assim como relatado por Lefevre (1990). No entanto, precisa-se verificar a
eficiéncia da avaliagdo da sobrevivéncia do fungo proposta no presente trabalho com a
metodologia de Lefevre (1990).

Em condi¢des de campo (Souza & Bueno, 2003) e em microcosmo
(Bueno et al., 2004), estes autores utilizaram a metodologia desenvolvida no presente
trabalho para S. rolfsii, visando testar o controle do patégeno pela solarizacdo associada a
prévia incorporacdo de couve em campo. Com base nos resultados do presente trabalho e
nos de Souza & Bueno (2004) e Bueno et al. (2004), verifica-se a eficiéncia da metodologia

desenvolvida para S. rolfsii.
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6.2.5 Sclerotinia sclerotiorum

Com base nos resultados da Figura 17 e Tabela 8 verifica-se que os
esclerédios individualizados de S. sclerotiorum podem ser enterrados no campo, pois
permanecem vidveis, assegurando a eficiéncia da metodologia de Ferraz & Café Filho

(1998) para a producdo de estruturas do fungo.
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Figura 17. Sobrevivéncia de esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum livres enterrados no
campo e dos mantidos em condicdes de laboratdrio durante seis meses.

Tabela 8. Soma das freqii€ncias de sobrevivéncia (vivos e mortos) de esclerédios de
Sclerotinia sclerotiorum enterrados no campo e mantidos em condi¢cdes de
laboratdrio por seis meses.

Tratamentos Sobrevivéncia
Vivos Mortos
Campo 726' (90,75%) a’ 74 (9,25) b
Laboratoério 298 (37,25) b 502 (62,75) a

1Freqiiéncia de sobrevivéncia: vivos € mortos;

2Porcentalgem de sobreviventes: vivos e mortos. Média de dez repeticdes;

JFreqiiéncia seguida de mesma letra na coluna ndo diferem entre si estatisticamente a
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Goodman (1964).

De acordo com os dados da Tabela 8 constata-se que a soma das
freqiiéncias de sobrevivéncia de esclerédios do fungo foi maior no campo do que no

laboratdrio. As estruturas mantidas em condicdes de laboratério morreram apds um meés, o
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que inviabiliza a utilizacdo desta metodologia nesta condicdo. Essa observacdo permite
inferir que para experimentos de campo, visando controle das estruturas do fungo deve-se
ter como padrao de sobrevivéncia dos esclerddios (testemunha), a colocacdo dos mesmos
em condicdes de solo de campo, em vez de manté-los em condi¢des de laboratdrio.

Como pode ser visto na Figura 18, o método permite a avaliacdo da
sobrevivéncia do fungo, pois a estrutura quando vidvel muda a cor do meio de azul para

amarelo, facilitando a diagnose visual, conforme relatado por Nasser et al. (1995).

Figura 18. Colonias (cor amarela) de Sclerotinia sclerotiorum em meio de Neon originadas
a partir de esclerddios do fungo.

Ferraz (2001) relatou que, para verificar a viabilidade dos
esclerddios, estes foram lavados em dgua corrente por 5 minutos € submetidos a seguinte
assepsia: 3 minutos em uma solucdo de hipoclorito de sédio a 1% e 3 minutos em &lcool
50°. No presente trabalho, os esclerédios foram submetidos a assepsia passando pelas
seguintes etapas: 1 minuto em dlcool 50° e 3 minutos em uma solu¢do de hipoclorito de
sodio a 1%, assim como citado por Nasser et al. (1995). Em ambos os trabalhos, os
esclerodios desinfestados foram colocados sobre o meio semi-seletivo de Neon e incubados
no escuro a 18°C (Ferraz & Café Filho, 1998).

O desenvolvimento da presente metodologia seguiu parte dos
trabalhos de Ferraz & Café Filho (1998), Ferraz (2001) e Nasser et al. (1995). A eficiéncia
da mesma para condi¢des de campo foi atestada pelos dados das Figuras 17 e 18 e pela

Tabela 8.
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6.2.6 Verticillium dahliae

Com base nos dados da Figura 19 e Tabela 9 observa-se que os
microesclerédios do fungo produzidos com a metodologia desenvolvida sobrevivem tanto

no campo como no laboratorio durante o periodo estudado.
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Figura 19. Sobrevivéncia de microesclerddios de Verticillium dahliae enterrados no campo
e dos mantidos em condi¢des de laboratdrio durante seis meses.

Tabela 9. Soma das freqii€ncias de sobrevivéncia (vivos e mortos) de microesclerédios de
Verticillium dahliae enterrados no campo e mantidos em condigdes de
laboratdrio por seis meses.

Tratamentos Sobrevivéncia
Vivos Mortos
Campo 800' (100,0%) a’ 0(0,00) a
Laboratoério 800 (100,0) a 0 (0,00) a

1Freqiiéncia de sobrevivéncia: vivos € mortos;

2Porcentalgem de sobreviventes: vivos e mortos. Média de dez repeticdes;

JFreqiiéncia seguida de mesma letra na coluna ndo diferem entre si estatisticamente a
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Goodman (1964).

A avalia¢do dos dados da Tabela 9 para o fungo V. dahliae, conduz

as mesmas conclusdes dos dados da Tabela 7 para o fungo S. rolfsii.
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Como pode ser visto pela Figura 20, o método permite avaliar a
sobrevivéncia dos microesclerddios do patégeno com facilidade, rapidez e seguranca.

Nao ha na literatura nenhuma metodologia como a desenvolvida
para este fungo, apenas a citacdo do meio semi-seletivo para isolar o patégeno do solo

(Ausher et al., 1975).

Figura 20. Colonias de Verticillium dahliae com formagdo de microesclerddios nas bordas
em meio de Ausher originidas a partir de estruturas do fungo em substrato
areno-organico.

Com base nos resultados de testes preliminares constatou-se que as
estruturas de V. dahliae ndo suportam desinfestacdo superficial com solu¢do de hipoclorito
de s6dio mesmo em baixas concentragdes € em tempos curtos. No entanto, de acordo com a
ilustracdo da Figura 20, fragmentos do substrato contendo microesclerédios podem ser
diretamente plaqueados, apds umedecimento em dgua destilada esterilizada, para o meio
semi-seletivo de Ausher.

Francl et al. (1988) para verificarem o potencial de indculo do
patégeno, produzido em um meio minimo, coletaram amostra do solo infestado com as
estruturas do fungo e através de diluicdo seriada, plaquearam aliquotas em meio de dlcool +
estreptomicina. J4 Blok (1997) verificou a sobrevivéncia de microesclerédios do patégeno
pelo método de peneiramento do indculo (estruturas+solo) e ressuspensao das estruturas em

agar-dgua a 0,08% com plaqueamento dos microesclerédios sobre extrato de solo com agar.
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Observou-se no presente trabalho, a necessidade de deixar as
placas de Petri com as estruturas por 30 dias em estufa tipo BOD para haver a formacao de
esclerédios em torno das coldnias, certificando, assim, a diagnose visual do patégeno, como
observado na Figura 20.

Bourbos & Skoudridakis (1996) relataram a metodologia para
estimar a quantidade de V. dahliae no solo pelo método de dilui¢do seriada de amostra de
solo em &4gua destilada esterilizada seguido de plaqueamento de aliquotas no meio de
Mirulatova & Kirava (1996) citado por Bourbos & Skoudridakis (1996).

Bueno et al. (2000), utilizaram uma hospedeira do patégeno
(Berinjela — Solanum melongena L.) como indicadora para estimar a quantidade do
patégeno no solo, apds tratamento com solarizagdo, pela incidéncia da doenga nas plantas.

Termoshuizen et al. (1998) compararam diferentes métodos para
estimar V. dahliae no solo, utilizando 13 grupos de pesquisadores de sete paises do mundo,
concluindo que os métodos ndo sdo capazes de reproduzir resultados confidveis a partir de
amostras conhecidas.

Melouk (1992) citou a desinfestacdo de estruturas do patégeno
obtidas através do método de peneiramento umido de amostras de solo e posteriormente
transferidas em meio semi-seletivo para isolamento do patdgeno.

Pela metodologia desenvolvida no presente trabalho ndo ha
necessidade de utilizar plantas hospedeiras (Bueno et al., 2000) e também determinar a
populacdo do patégeno no solo (Melouk, 1992; Bourbos & Skoudridakis,1996), o que
contraria a afirmagcdo de Termorshuizen et al. (1998), de que as metodologias de
determinac¢@o da populacao do patégeno no solo nao sdo confidveis. As estruturas do fungo
nao passam por uma desinfestacdo superficial segundo a metodologia do presente trabalho,

contradizendo uma citagdo de Melouk (1992).
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6.3 Sobrevivéncia e vigor das estruturas nas diferentes temperaturas

6.3.1 Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raca 2

De acordo com os dados da Figura 21 e Tabela 10 constata-se que a
melhor condicdo para se manter a viabilidade de clamid6sporos de F. oxysporum f.sp.
lycopersici raga 2 , em pé de talco, da-se em temperatura de geladeira e de freezer. Segundo
Freeman et al. (1989), este fungo sintetiza uma proteina nas suas estruturas de resisténcia
quando ocorrem situagdes de estresse ambiental, como, por exemplo, em altas temperaturas
no solo. Dessa forma, o fungo torna-se mais resistente e garante a sua sobrevivéncia. No
presente trabalho, constata-se uma oscilagao no nimero médio de clamiddsporos do fungo
nas condi¢des de temperatura de geladeira e de freezer, durante o periodo avaliado. Uma
hipétese aventada para explicar essa oscilacdo na sobrevivéncia do fungo, pode ser a
ativacdo da mesma proteina observada por Freeman et al. (1989) nas estruturas de
resisténcia, mas em condi¢des de baixa temperatura, como a de geladeira e de freezer do
presente trabalho.

Windels (1992) citou que a liofilizacdo € o melhor método de
preservacdo de diferentes espécies de Fusarium por longos periodos de tempo. Segundo
Dhingra & Sinclair (1995), neste método, o patégeno ou suas estruturas perdem dgua e siao
armazenados na auséncia de oxigénio e vapor de dgua.

Dhingra & Sinclair (1995) relataram a preservacao do fungo por
longos periodos de tempo nos métodos de Castellani e em solo e constataram também, a
preservacdo por cinco anos de vdrias espécies de Fusarium no método de silica-gel a
temperatura de 5°C, o que corrobora com os dados do presente trabalho para temperatura de
geladeira (5°C).

Segundo ainda Dhingra & Sinclair (1995), o método de dleo
mineral ndo é muito indicado para Fusarium. Windels (1992) ndo recomenda para este

fungo a preservagao de culturas em solo esterilizado ou em BDA.
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Figura 21. Sobrevivéncia de clamiddsporos de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici raga 2
submetidos as condi¢des de temperatura ambiente, de geladeira e freezer,
durante um ano de avaliacao.

Tabela 10. Mediana e valores minimo e maximo da semi-amplitude interquartilica do
nimero de coldnias/g de talco de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga 2
crescidas a partir de clamidésporos que foram submetidos as condi¢des de
temperatura ambiente, de geladeira e freezer, durante um ano de armazenagem.

Tratamentos Nimero de Resultado do teste
colonias/g de p6 de talco estatistico
Ambiente 0" (0*; 27.000) b
Geladeira  34.150 (20.000 : 98.000)a  20-23 (P<0.0001)
Freezer 22.250 (7.600 ; 41.000) a
1Mediama;

2Semi—almplitude interquartilica com os valores minimo e maximo;

3 Mediana seguida de mesma letra na coluna ndo diferem entre si de acordo
com comparac¢des multiplas de Siegel & Castellan Jr. (1988) a nivel de
5% de probabilidade.
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6.3.2 Macrophomina phaseolina

Com base nos resultados das Figuras 22 e 23 e Tabelas 11 e 12
verifica-se que até um ano de experimento, a melhor temperatura para manter a viabilidade
dos microesclerédios de M. phaseolina, produzidos e armazenados na forma de substrato
areno-organico, foi a de geladeira, pois os mesmos mantiveram 100% de sobrevivéncia
durante um ano e com o maior vigor (3).

Mihail (1992) citou que microesclerédios de M. phaseolina
produzidos sobre palito de madeira e mantidos em temperatura ambiente podem ser
preservados neste método por 5 anos ou mais. Ainda segundo Mihail (1992), pode-se
armazenar isolados do patégeno no método de congelamento (-70°C).

No presente trabalho, os dados da temperatura de freezer (-20°C)
mostram que o isolado de Macrophomina phaseolina morreu apds dois meses de avaliacdo,

inviabilizando a preservacio do fungo nesta condicao.
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Figura 22. Sobrevivéncia de microesclerédios de Macrophomina phaseolina submetidos
as condicoes de temperatura ambiente, de geladeira e freezer, durante um ano
de avaliagdo.
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Tabela 11. Soma das freqii€ncias de sobrevivéncia (vivos e mortos) de microesclerddios de
Macrophomina phaseolina armazenados por um ano em condi¢des de
temperatura ambiente, de geladeira e freezer.

Tratamentos Sobrevivéncia
Vivos Mortos
Ambiente 1392 (99,43%) b’ 8(0,57)b
Geladeira 1400 (100,00) a 0(0,00) a
Freezer 311 (22,21) ¢ 1089 (77,79) ¢

'Freqiiéncia de sobrevivéncia: vivos e mortos;

*Porcentagem de sobreviventes: vivos e mortos. Média de dez repeticdes;

Freqiiéncia seguida de mesma letra na coluna ndo diferem entre si
estatisticamente a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Goodman
(1964).
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Figura 23. Vigor das coldnias de Macrophomina phaseolina crescidas a partir de

microesclerédios submetidos as condi¢des de temperatura ambiente, de
geladeira e freezer, durante um ano de avaliacao.
"Escala de notas (vigor): 0 — auséncia de germinacdo; 1 — germinacdo de
algumas estruturas; 2 — germinagdo de todas as estruturas com micélio pouco
vigoroso; 3 — germinagdo de todas as estruturas com micélio vigoroso,
mantendo as caracteristicas de esporulacdo e de aparecimento de estruturas de
resisténcia.
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Tabela 12. Mediana e valores minimo e maximo da semi-amplitude interquartilica da soma
das notas do indice de vigor das colonias de Macrophomina phaseolina
crescidas a partir de microesclerédios submetidos as condi¢des de temperatura
ambiente, de geladeira e freezer.

Tratamentos Resultado do teste
estatistico
Ambiente Geladeira Freezer
20" (16-30%) b’ 30 (30-30) a 0 (0-30) ¢ 24,74 (P<0,01)

1Mediana;

*Semi-amplitude interquartilica com os valores minimo e maximo;

*Médiana seguida de mesma letra na linha ndo diferem entre si
estatisticamente a nivel de 5% de probabilidade de acordo com as
comparagdes multiplas de Norman & Streiner (1994).

6.3.3 Rhizoctonia solani GA4 HGI

De acordo com os dados das Figuras 24 e 25 observa-se que para R.
solani, armazenar esclerddios produzidos em substrato areno-organico ndo foi promissor,
pois 0s mesmos ndo suportaram preservacdo em nenhuma das trés temperaturas testadas,
ap6s cinco meses de avaliacdo. Quanto a sobrevivéncia dos esclerddios (Tabela 13) e o
vigor das coldnias (Tabela 14), ndo se constatou diferenga significativa entre os tratamentos
(ambientes) nos dois parametros avaliados.

Carling & Sumner (1992) relataram que isolados de Rhizoctonia
podem ser mantidos no laboratério em temperatura ambiente (20-30°C) por 6-12 meses em
meio PDYA (Batata dextrose levedura 4gar), em placa de petri com o meio BDA, em
tecidos de plantas infectados ou em solo contendo 4% de farelo de trigo. No presente
trabalho, os esclerddios de R. solani GA 4 HGI mantidos nos trés ambientes morreram apds
cinco meses de avaliagdo, o que contradiz a afirmagao de Carling & Sumner (1992) quanto
a preservacdo em temperatura ambiente. Culturas de Rhizoctonia nao podem ser
armazenadas segundo Carling & Sumner (1992) em temperatura de refrigerador porque
diminui a viabilidade do patdégeno, o que corrobora com os dados obtidos no presente

trabalho, pois os esclerédios mantidos em temperatura de geladeira morreram apds cinco
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meses de avaliacdo. Em temperatura de freezer (-20°C), o fungo morreu apds cinco meses
de avaliacdo no presente trabalho, inviabilizando a preservagdo nesta condigao.

Carling & Sumner (1992) citam que muitos isolados de Rhizoctonia
podem ser mantidos por 10 anos ou mais em graos.

Dhingra & Sinclair (1995) relataram a preservacdo de culturas do
fungo por alguns anos no método de Castellani. Esses autores constataram também a

preservacdo do fungo por longos periodos de tempo no método de armazenagem em solo.
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Figura 24. Sobrevivéncia de esclerédios de Rhizoctonia solani submetidos as condi¢des de
temperatura ambiente, de geladeira e freezer, durante um ano de avaliacao.

Tabela 13. Soma das freqiiéncias de sobrevivéncia (vivos e mortos) de esclerddios de
Rhizoctonia solani armazenados por um ano em condi¢cdes de temperatura
ambiente, de geladeira e freezer.

Tratamentos Sobrevivéncia
Vivos Mortos
Ambiente 600" (42,86%) a’ 800 (57,14) a
Geladeira 634 (45,29) a 766 (54,71) a
Freezer 594 (42,43) a 806 (57,57) a

1Freqiiéncia de sobrevivéncia: vivos € mortos;

2Porcentagem de sobreviventes: vivos e mortos. Média de dez repeti¢des;

Freqiiéncia seguida de mesma letra na coluna ndo diferem entre si
estatisticamente a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Goodman
(1964).
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Figura 25. Vigor das colonias de Rhizoctonia solani crescidas a partir de esclerédios

Tabela 14.

submetidos as condi¢des de temperatura ambiente, de geladeira e freezer,
durante um ano de avaliacao.

*Escala de notas (vigor): 0 — auséncia de germinacdo; 1 — germinacdo de
algumas estruturas; 2 — germinacdo de todas as estruturas com micélio pouco
vigoroso; 3 — germinacdo de todas as estruturas com micélio vigoroso,
mantendo as caracteristicas de esporulacdo e de aparecimento de estruturas de
resisténcia.

Mediana e valores minimo e maximo da semi-amplitude interquartilica da soma
das notas do indice de vigor das colonias de Rhizoctonia solani crescidas a
partir de esclerédios submetidos as condicdes de temperatura ambiente, de
geladeira e freezer, durante um ano de armazenagem.

Tratamentos Resultado do teste
estatistico
Ambiente Geladeira Freezer
0' (0-30%) a’ 5(0-30) a 5(0-30) a 0,12 (P>0,05)

1Mediana;

’Semi-amplitude interquartilica com os valores minimo e mAximo;
*Médiana seguida de mesma letra na linha ndo diferem entre si
estatisticamente a nivel de 5% de probabilidade de acordo com as
comparagdes multiplas de Normal & Streiner (1994).
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6.3.4 Sclerotium rolfsii

De acordo com os resultados das Figuras 26 e 27 e Tabelas 15 e 16
verifica-se que para S. rolfsii, armazenar esclerédios na forma individualizada, nas trés
temperaturas testadas, ndo foi ideal. No entanto, os esclerédios armazenados suportaram
por um ano em temperatura natural de laboratério (ambiente), mas com diminuicdo de
25,6% da sobrevivéncia e indice médio de vigor 1. Punja & Rahe (1992) citaram a
viabilidade por um ano dos esclerddios de S. rolfsii armazenados em temperatura ambiente,
o que corrobora com os dados obtidos do presente trabalho.

Segundo Punja & Rahe (1992), a viabilidade do fungo pode ser de

cinco anos ou mais quando preservado em 6leo mineral.
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Figura 26. Sobrevivéncia de esclerédios de Sclerotium rolfsii submetidos as condi¢des de
temperatura ambiente, de geladeira e freezer, durante um ano de avaliacao.
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Tabela 15. Soma das freqiiéncias de sobrevivéncia (vivos e mortos) de esclerddios de
Sclerotium rolfsii armazenados por um ano em condi¢des de temperatura
ambiente, de geladeira e freezer.

Tratamentos Sobrevivéncia
Vivos Mortos
Ambiente 1041" (74,36 a° 359 (25,64) ¢
Geladeira 495 (35,36) b 905 (64,64) b
Freezer 220 (15,71) c 1180 (84,29) a

'Freqiiéncia de sobrevivéncia: vivos e mortos;

*Porcentagem de sobreviventes: vivos e mortos. Média de dez repeticdes;

JFreqiiéncia seguida de mesma letra na coluna ndo diferem entre si
estatisticamente a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Goodman

(1964).
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Figura 27. Vigor das coldnias de Sclerotium rolfsii crescidas a partir de esclerddios

submetidos as condi¢cdes de temperatura ambiente, de geladeira e freezer,
durante um ano de avaliacao.
*Escala de notas (vigor): 0 — auséncia de germinacdo; 1 — germinacdo de
algumas estruturas; 2 — germinagao de todas as estruturas com micélio pouco
vigoroso; 3 — germinagdo de todas as estruturas com micélio vigoroso,
mantendo as caracteristicas de esporulacdo e de aparecimento de estruturas de
resisténcia.
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Mediana e valores minimo e maximo da semi-amplitude interquartilica da
soma das notas do indice de vigor das colonias de Sclerotium rolfsii crescidas
a partir de esclerédios submetidos as condi¢cdes de temperatura ambiente, de
geladeira e freezer, durante um ano de armazenagem.

Tratamentos Resultado do teste
estatistico
Ambiente Geladeira Freezer
25" (9-30°%) a’ 0 (0-30) b 0(0-30) b 13,78 (P<0,01)

"Mediana:

2Serni—amplitude interquartilica com os valores minimo e maximo.;

’Médiana seguida de mesma letra na linha ndo diferem entre si
estatisticamente a nivel de 5% de probabilidade de acordo com as
comparagdes multiplas de Norman & Streiner (1994).

6.3.5 Sclerotinia sclerotiorum

De acordo com os dados das Figuras 28 e 29 e Tabelas 17 e 18

verifica-se que a melhor forma de preservacdo do fungo por até um ano foi armazenar

esclerédios individualizados de S. sclerotiorum e manter os mesmos em, pois estes

mantiveram 100% de sobrevivéncia e com o maior vigor (3).

Pratt (1992) citou que esclerédios de S. sclerotiorum removidos de

plantas doentes ou de meios de cultura mant€ém-se vidveis por longos periodos a

temperatura de 2-5°C. No presente trabalho, observou-se que ap6s nove meses de avaliagdo,

ocorreu diminuicdo gradativa na sobrevivéncia do fungo na temperatura de geladeira (5°C).

Essa observagdo, permite concluir que a preservacao nesta condi¢do precisa de estudos por

mais tempo para confrontar com as informacdes citados por Pratt (1992).

No presente trabalho, constatou-se que a preservacdo do fungo a

temperatura ambiente ndo € eficaz, pois apdés um més todos os esclerédios de S.

sclerotiorum morreram.
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Figura 28. Sobrevivéncia de esclerédios de Sclerotinia sclerotiorum submetidos as
condi¢Oes de temperatura ambiente, de geladeira e freezer, durante um ano de
avaliacao.

Tabela 17. Soma das freqiiéncias de sobrevivéncia (vivos e mortos) de esclerddios de
Sclerotinia sclerotiorum armazenados por um ano em condicdes de temperatura
ambiente, de geladeira e freezer.

Tratamentos Sobrevivéncia
Vivos Mortos
Ambiente 298" (21,29%) ¢’ 1102 (78,71) a
Geladeira 1277 (91,21) b 123 (8,79) b
Freezer 1396 (99,71) a 4(0,29) c
'Freqiiéncia de sobrevivéncia: vivos e mortos;
*Porcentagem de sobreviventes: vivos e mortos. Média de dez repeticoes;
JFreqiiéncia seguida de mesma letra na coluna ndo diferem entre si
estatisticamente a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Goodman
(1964).
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Figura 29. Vigor das coldnias de Sclerotinia sclerotiorum crescidas a partir de

esclerédios submetidos as condi¢des de temperatura ambiente, de geladeira e
freezer, durante um ano de avaliacdo.
*Escala de notas (vigor): 0 — auséncia de germinagdo; 1 — germinacdo de
algumas estruturas; 2 — germinacao de todas as estruturas com micélio pouco
vigoroso; 3 — germinagdo de todas as estruturas com micélio vigoroso,
mantendo as caracteristicas de esporulacao e de aparecimento de estruturas
de resisténcia.

Tabela 18. Mediana e valores minimo e maximo da semi-amplitude interquartilica da
soma das notas do indice de vigor das colonias de Sclerotinia sclerotiorum
crescidas a partir de esclerédios submetidos as condi¢cdes de temperatura
ambiente, de geladeira e freezer, durante um ano de armazenagem.

Tratamentos Resultado do teste
estatistico
Ambiente Geladeira Freezer
0' (0-30%) ¢’ 20 (10-30) b 30 (22-30) a 23,83 (P<0,01)

"Mediana:

2Semi—almplitude interquartilica com os valores minimo e maximo;

’Médiana seguida de mesma letra na linha ndo diferem entre si
estatisticamente no nivel de 5% de probabilidade de acordo com as
comparagdes multiplas de Norman & Streiner (1994).
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6.3.6 Verticillium dahliae

Com base nos resultados das Figuras 30 e 31 e Tabelas 19 e 20
verifica-se que a melhor temperatura para manter a viabilidade dos microesclerddios de V.
dahliae, produzidos e armazenados até um ano na forma de substrato areno-organico, foi a
de freezer, pois os microesclerddios sobreviveram 100% e com maior vigor (3).

Segundo Melouk (1992), V. dahliae multiplicado em uma mistura
de solo, perlita e turfa e mantido em temperatura de 5°C, pode ser preservado por 5 anos ou
mais. No entanto, no presente trabalho, as estruturas de V. dahliae tiveram 94% de
sobrevivéncia até um ano de armazenagem na temperatura de geladeira (5°C) contra 100%
nas temperaturas de freezer (-20°C) e ambiente. Melouk (1992) citou o armazenamento de
muitas espécies do género Verticillium a temperatura de 20°C em meio BDA, o que reforca
os dados obtidos no presente trabalho para temperatura ambiente.

Dhingra & Sinclair (1995) relataram a preservacdo de culturas do

fungo por alguns anos pelo método de Castellani.
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Figura 30. Sobrevivéncia de microesclerédios de Verticillium dahliae submetidos as
condi¢des de temperatura ambiente, de geladeira e freezer, durante um ano de
avaliacao.
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Soma das freqii€éncias de sobrevivéncia (vivos e mortos) de microesclerédios
de Verticillium dahliae armazenados por um ano em condi¢des de temperatura
ambiente, de geladeira e freezer.

Tratamentos Sobrevivéncia
Vivos Mortos

Ambiente 1400" (100,00%) a’ 0 (0,00) b
Geladeira 1317 (94,07) b 83(5,93) a
Freezer 1400 (100,00) a 0 (0,00) b

1Freqiiéncia de sobrevivéncia: vivos € mortos;

2Porcentalgem de sobreviventes: vivos e mortos. Média de dez repeticdes;

JFreqiiéncia seguida de mesma letra na coluna ndo diferem entre si
estatisticamente a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Goodman
(1964).
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Figura 31.

Vigor das colonias de Verticillium dahliae crescidas a partir de
microesclerédios submetidos as condi¢des de temperatura ambiente, de
geladeira e freezer, durante um ano de avaliagdo.

*Escala de notas (vigor): 0 — auséncia de germinac¢do; 1 — germinacdo de
algumas estruturas; 2 — germinacao de todas as estruturas com micélio pouco
vigoroso; 3 — germinagdo de todas as estruturas com micélio vigoroso,
mantendo as caracteristicas de esporulacdo e de aparecimento de estruturas
de resisténcia.
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Tabela 20. Mediana e valores minimo e maximo da semi-amplitude interquartilica da soma
das notas do indice de vigor das colonias de Verticillium dahliae crescidas a
partir de microesclerédios submetidos as condi¢des de temperatura ambiente,
de geladeira e freezer, durante um ano de armazenagem.

Tratamentos Resultado do teste
estatistico

Ambiente Geladeira Freezer
20" (20-30%) b’ 20 (10-30) b 30 (30-30) a 14,21 (P<0,01)

"Mediana:

2Semi—almplitude interquartilica com os valores minimo e maximo;

’Mediana seguida de mesma letra na linha ndo difere entre si
estatisticamente a nivel de 5% de probabilidade de acordo com as
comparagdes multiplas de Norman & Streiner (1994).

Com base nos resultados obtidos, constatou-se que a melhor
condicdo de sobrevivéncia e vigor para as estruturas de resisténcia de F. oxysporum f.sp.
lycopersici raga 2, produzidas em pé de talco, ocorreu ,de forma equanime, na temperatura
de geladeira e de freezer; da mesma forma, para as estruturas de M. phaseolina e de V.
dahliae, ambas formadas em substrato areno-organico, verificou-se esta melhor condi¢ao
respectivamente, na temperatura de geladeira e de freezer, enquanto que para as estruturas
de S. rolfsii, produzidas em BDA+oxitetraciclina e de S. sclerotiorum, em substrato feijao-

fubd, observou-se tal condicao na temperatura ambiente e de freezer, respectivamente.

6.4 Teste de patogenicidade

6.4.1 Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga 2

Com base nos dados da Figura 32 e Tabela 21 verifica-se que as
estruturas do fungo mantiveram a patogenicidade em temperatura de geladeira ou de
freezer, mas quando preservadas em temperatura de geladeira causam severidade da doenca
significativamente maior do que para as mantidas em temperatura de freezer. Estes dados
mostram ser esta uma nova metodologia e uma nova alternativa de preservacio para este

fungo.
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Figura 32. 1- Mudas de tomate do cultivar Kada inoculadas com esporos de Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici raca 2 preservado em talco e mantido em
temperatura de geladeira;

2 — Mudas de tomate do cultivar Kada inoculadas com esporos de Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici raga 2 preservado em talco e mantido em

temperatura de freezer;
3 - Mudas de tomate do cultivar Kada colocadas em dgua destilada

(Testemunha).

Tabela 21. Severidade da doenga causada por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga 2
em plantas de tomateiro do cultivar Kada.

Tratamentos
Geladeira Freezer Testemunha
88" a’ 69 b Oc

'Severidade da doenca. Média de cinco repeticdes;
*Médias seguidas por mesma letra por tratamento ndo diferem estatisticamente pelo teste
Tukey, a 5% de probabilidade. C.V.=9,12% e DMS=1,01.
“Escala de notas:
0 - plantas sadias sem sintomas externos ou internos no caule cortado na altura do
primeiro internddio logo acima dos cotilédones;
20 - vasos coloridos na regido do primeiro internddio sem outros sintomas visiveis;
40 - vasos coloridos até a altura da primeira folha com pelo menos um foliolo com
amarelecimento;
60 - vasos coloridos até a metade do comprimento do caule, com duas ou mais folhas
com amarelecimento;
80 - vasos coloridos até préximo ao ponteiro e maioria das folhas murchas com exce¢do
do ponteiro;
100 - plantas mortas ou com vasos coloridos e folhas murchas até o ponteiro.
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6.4.2 Macrophomina phaseolina

De acordo com os resultados do teste de patogenicidade (Figura 33
e Tabela 22) constata-se que os microesclerédios de M. phaseolina podem ser preservados
na forma de substrato areno-organico e em temperatura de geladeira por até um ano, pois as
estruturas conservaram a patogenicidade, mostrando ser esta uma nova metodologia e uma

nova alternativa de preservacdo para este fungo.

‘ B
Figura 33. 1 - Plantas de feijao do cultivar Carioquinha inoculadas com palitos de madeira
colonizados por Macrophomina phaseolina preservado em substrato areno-
organico e mantido em temperatura de geladeira;
2 — Plantas de feijdo do cultivar Carioquinha introduzidas com palitos de
madeira ndo colonizados por Macrophomina phaseolina (Testemunha).

Tabela 22. Severidade da doenga causada por Macrophomina phaseolina em plantas de
feijdo do cultivar Carioquinha.

Tratamentos

Geladeira Testemunha

6l 0

'Severidade da doenca. Média de cinco repeticdes;

“Escala de notas:

- sem sintoma ao redor do ponto de inoculagio;

halo escuro ao redor do ponto de inoculagao;

comprimento da lesdo menor que 0,5 cm;

idem ao 3 com lesdo de 1 cm;

- idem ao 3 com lesdo entre 1 para 2 cm;

- idem ao 3 com lesdo entre 2 para 4 cm;

- idem ao 3 com lesdo entre 4 para 6 cm ou sem limite definido ou com pouco picnidio
na base dalesdo;

NN kAW =
1
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8 - comprimento da lesdo com mais de 6 cm ou lesdo sem limite definido com nidmero de
picnidios proximos a base do caule;
9 - caule com cor cinzenta e coberto com muitos picnidios.

6.4.3 Sclerotium rolfsii

Com base nos dados do teste de patogenicidade (Figura 34 e Tabela
23) verifica-se que apesar dos esclerddios individualizados de S. rolfsii perderem 25,6% da
sobrevivéncia apds um ano em temperatura ambiente (Figura 26), os mesmos mantiveram a
patogenicidade. Isto possibilita a preservacdo das estruturas deste fungo neste método

desenvolvido por pelo menos um ano.

Figura 34. 1 — Plantulas de feijdo do cultivar Carioquinha cujas sementes foram colocadas
em contato com esclerédios de Sclerotium rolfsii preservados em
temperatura ambiente;

2 — Plantulas de feijao do cultivar Carioquinha cujas sementes ndo foram
colocadas em contato com esclerddios de Sclerotium rolfsii preservados
(Testemunha).
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Tabela 23. Severidade da doenga causada por Sclerotium rolfsii em plantulas de feijao do
cultivar Carioquinha.

Tratamentos

Ambiente Testemunha

1 0

'Severidade da doenca. Média de cinco repeticdes;
“Escala de notas:

0 - plantulas sadias e sem sintomas de necrose no colo;
1 - plantulas com necrose do solo;

2 - tombamento de pré e pos-emergéncia.

6.4.4 Sclerotinia sclerotiorum

Os esclerddios de S. sclerotiorum produzidos em meio de feijao+fuba,
individualizados e, posteriormente, mantidos até um ano em temperatura de freezer
mantiveram a caracteristica de patogenicidade (Figura 35 e Tabela 24). De acordo com o0s
dados obtidos verifica-se ser esta uma nova metodologia € uma nova alternativa de

preservacdo para este fungo por no minimo um ano.

Figura 35. 1 — Plantas de feijao do cultivar Carioquinha inoculadas com palitos de
madeira colonizados por Sclerotinia sclerotiorum mantida em
temperatura de freezer;

2 — Plantas de feijao do cultivar Carioquinha inoculadas com palitos de
madeira ndo colonizados pelo fungo (Testemunha).
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Tabela 24. Severidade da doenga causada por Sclerotinia sclerotiorum em plantas de feijdo
do cultivar Carioquinha.

Tratamentos

Freezer Testemunha

3! 0

'Severidade da doenca (extensdo da lesdo, em cm). Média de cinco repeti¢oes.

6.4.5 Verticillium dahliae

Com base nos resultados obtidos de sobrevivéncia e vigor das
colonias de V. dahliae (Figuras 30 e 31) constata-se que a metodologia desenvolvida
propicia a preservacdo do fungo em substrato areno-organico desde que mantido em
temperatura de freezer. No entanto, de acordo com os dados da Figura 36 e Tabela 25
verifica-se que a severidade da doenga foi baixa, o que inviabiliza essa nova metodologia

de preservacao para este fungo, pois 0 mesmo perde a patogenicidade.

Figura 36. 1- Mudas de tomate do cultivar Kada inoculadas com esporos de Verticillium
dahliae preservado em substrato areno-organico e mantido em temperatura
de freezer;

2- Mudas de tomate do cultivar Kada colocadas em 4gua destilada
(Testemunha).
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Tabela 25. Severidade da doenga causada por Verticillium dahliae em mudas de tomate do
cultivar Kada.

Tratamentos

Freezer Testemunha

1t 0

'Severidade da doenca. Média de cinco repeticdes;
“Escala de notas:
0 - plantas sadias sem sintomas externos ou internos no caule cortado na altura do
primeiro internddio logo acima dos cotilédones;
20 - vasos coloridos na regido do primeiro internédio sem outros sintomas visiveis;
40 - vasos coloridos até a altura da primeira folha com pelo menos um foliolo com
amarelecimento;
60 - vasos coloridos até a metade do comprimento do caule, com duas ou mais folhas
com amarelecimento;
80 - vasos coloridos até proximo ao ponteiro e maioria das folhas murchas com
excecao do ponteiro;
100 - plantas mortas ou com vasos coloridos e folhas murchas até o ponteiro.

Para R. solani GA4 HGI nao foi feito o teste de patogenicidade,
pois a metodologia desenvolvida de preservagao nao mostrou ser promissora, uma vez que
os esclerddios armazenados nas trés temperaturas testadas morreram apds cinco meses de
avaliacdo (Figuras 24 e 25).

Os cinco fungos inoculados nas plantas (F. oxysporum f.sp.
lycopersici raga 2, M. phaseolina, S. sclerotiorum, S. rolfsii e V. dahliae) foram reisolados,
completando, assim, o postulado de Koch.

Segundo Dhingra & Sinclair (1995), ndo existe nenhum método
universal para armazenar patégenos de plantas. Aparecido et al. (2001) mencionaram que o
método de preservacdo deve manter as caracteristicas originais dos patégenos como
capacidade de esporular e patogenicidade.

Os dados obtidos no presente trabalho, abrem novas alternativas de
preservacdo para F. oxysporum f.sp. lycopersici raca 2, M. phaseolina, S. rolfsii e S.
sclerotiorum. No entanto, novos trabalhos deverio testar essas novas alternativas de
preservagdo para os fungos citados, por mais tempo de armazenagem, para confirmar a sua
eficacia. As novas metodologias de preservacdo visaram ao armazenamento das estruturas
de resisténcia dos fungos, o que assegurou a ndo ocorréncia de modificagdes genéticas,

pois, de acordo com Figueiredo & Pimentel (1975), quanto menor a atividade bioldgica
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menor a possibilidade de ocorrerem modificagdes genéticas. Portanto, armazenar estruturas
de resisténcia implica diretamente em menor atividade bioldgica dos fungos fitopatogénicos
habitantes do solo.

Trabalhos envolvendo comparacdo de métodos de preservacao
precisam avaliar, além da sobrevivéncia, vigor e patogenicidade dos fungos, também a
severidade da doengca. A manutencdo dessas caracteristicas € vital na busca de novas
alternativas de controle.

De acordo com Aparecido et al (2001), o método de preservacao
propicia a realizacdo de pesquisas com patdgenos a qualquer tempo.

Outro ponto importante € a busca de métodos de preservacdo que
possuam baixo custo e que requeiram pouco espaco, o que foi contemplado pelos métodos
propostos para F. oxysporum f.sp. lycopersici raca 2, M. phaseolina, S. rolfsii e S.
sclerotiorum no presente trabalho. H4 métodos promissores relatados na literatura para
alguns destes fitopatogenos estudados mas com alto custo de aquisi¢do de equipamentos,
tais como no método de congelamento, nitrogénio liquido e liofilizacao.

Outro ponto a ser ressaltado é que nos métodos de produgdo e
preservacdo de estruturas de resisténcia dos fungos Fusarium, Macrophomina, Sclerotinia e
Sclerotium, estudados no presente trabalho, pode-se ter, dentro do prazo de pelo menos um
ano, indculos em quantidade e qualidade padronizados de tal forma que a qualquer
momento poder-se-ia utiliza-los.

O préximo passo deste estudo deve ser o desenvolvimento de
procedimentos de inoculacdo, utilizando os métodos de produgdo e preservacdo do presente
trabalho. O desenvolvimento destes procedimentos serd fundamental para que se possa
realizar diversos tipos de estudos em que a regularidade de aparecimento da doenga seja
garantida.

A producdo, a avaliacdo da sobrevivéncia e a preservacdo das
estruturas de resisténcia dos fungos fitopatogénicos habitantes do solo estudados,
possibilitardo a realizacdo de trabalhos de pesquisa com esses organismos, a qualquer
tempo e local, eliminando-se a necessidade de se trabalhar com plantas hospedeiras e de se
encontrarem dreas infestadas, naturalmente, com estes organismos. Desta forma, as

metodologias desenvolvidas poderdao auxiliar nos estudos com controle bioldgico,
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solarizag@o, incorporagdo de residuos orgéanicos, controle quimico e outros, visando ao

controle dos patégenos estudados.



7

88

CONCLUSOES

As metodologias desenvolvidas sdo eficientes na producdo de estruturas de
resisténcia e na avalia¢do da sobrevivéncia dos fungos fitopatogénicos habitantes do

solo estudados, para condi¢des de campo;

A producdo de clamidésporos de F. oxysporum f.sp. lycopersici raga 2 em pd de
talco e a manutengdo das estruturas, sob temperatura de geladeira, ¢ um método

novo e eficiente de preservagdo, por até um ano;

A producdo de microesclerédios de M. phaseolina em substrato areno-organico e a

manutencdo das estruturas, sob temperatura de geladeira, ¢ um método novo e

eficiente de preservacdo, por até um ano;

A produgdo de esclerddios de R. solani GA 4 HGI em substrato areno-organico e a
manutencdo das estruturas, sob as trés temperaturas testadas, ndo € um método

eficaz de preservagao do fungo;

A producdo de esclerddios individualizados de S. rolfsii na superficie do meio de
BDA+oxitetraciclina e a manutencdo das estruturas, sob temperatura ambiente, €

um método novo e eficaz de preservagado, por até um ano;
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A producdo de esclerddios individualizados de S. sclerotiorum em meio de
feijao+fubd e a manutengdo das estruturas, sob temperatura de freezer, ¢ um método

novo e eficiente de preservacao, por até um ano;

A producdo de microesclerddios de V. dahliae em substrato areno-organico € a
manutencdo das estruturas, sob temperatura de freezer, preserva a sobrevivéncia e o

vigor do fungo, por até um ano, mas nao assegura a patogenicidade.
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