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RESUMO

Bueno, C.J.; Ambrésio, M.M. de Q.; Souza, N.L. Producéo e avaliagdo da sobrevivéncia de estruturas de resisténcia de fungos fitopatogénicos

habitantes do solo. Summa Phytopathologica, v.33, n.1, p.47-55, 2007.

Os fungos fitopatogénicos habitantes do solo causam grandes perdas
em culturas econdmicas. Estes organismos produzem estruturas de
resisténcia na auséncia de hospedeiros e/ou nas condic¢des climaticas
desfavoraveis. Isto permite a sobrevivéncia destes organismos no solo
por longos periodos de tempo. A presenca das estruturas de resisténcia
inviabiliza o controle do patégeno.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologias para produzir
e também para avaliar a sobrevivéncia das estruturas de resisténcia dos
fungos Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga 2, Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani AG4 HGI, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia
sclerotiorum e Verticillium dahliae.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
constituido por 6 fungos, 8 épocas de avaliacao (0, 15, 30, 60, 90,
120, 150 e 180 dias do inicio do experimento) e duas condicdes:
campo e laboratério. No campo, a 10 cm de profundidade, para cada
época de avaliagdo, foram enterradas duas bolsas contendo estruturas
de cada fungo. No laboratério, foram mantidos dois frascos para cada
patégeno. O parametro avaliado foi a sobrevivéncia das estruturas
dos fungos.

Constatou-se que todas as metodologias desenvolvidas refletiram de
forma positiva quanto a sobrevivéncia dos fungos no campo e na avaliagéo
dessa caracteristica em condicGes de laboratorio.

Palavras-chave adicionais: esclerddios, clamidosporos, metodol ogias, fungos de solo.

ABSTRACT

Bueno, C.J.; Ambrdsio, M.M. de Q.; Souza, N.L. Production and evaluation of survival of resistance structures of soilborne phytopathogenic

fungi. Summa Phytopathologica, v.33, n.1, p.47-55, 2007.

Soilborne phytopathogenic fungi cause great losses in economical
crops. These organisms produce resistance structures in the absence of
hosts and / or under unfavorable climatic conditions. This allows the
survival in soil for long period of time. When present, these structures
make the pathogen control unfeasible.

The objective of this work was to develop methodologies to produce
and evaluate the survival of 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 experiment was carried out in a randomized design, with 6 fungi
per plot, 8 evauation periods (0, 15, 30, 60, 90, 120, 150 and 180 days
from the beginning of the experiment) and two conditions: field and
laboratory. The structures of each fungus inside nylon bags (two
replications) were buried in the field at 10 cm in depth for each evaluation,
while in laboratory two flasks were maintained for each pathogen. The
parameter evaluated was the fungal survival structures.

All the methodologies developed showed positive results as the
survival of the fungi in the field as well as in the evaluation of survival in
lab conditions.

Additional Keywords: sclerotia, chlamydospore, methodol ogies, soilborne fungi.

Os fungos fitopatogénicos habitantes do solo causam grandes
perdas em culturas econémicas. Estes organismos produzem
estruturas de resisténcia na auséncia de hospedeiros e/ou nas
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condicdes climaticas desfavoraveis. Umavez introduzidos em uma
area cultivada, estes fungos constituem um problema de dificil
controle, pois as suas estruturas sobrevivem no solo por varios
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anos como clamiddsporos de Fusarium oxysporum (04), esclerddios
de Sclerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia spp.
(2,14) e microesclerddios de Macrophomina phaseolina e de
Verticilliumdahliae (2, 5).

A padronizacdo e a repetibilidade de metodologias para
trabalhar com as estruturas de resisténcia dos fungos
fitopatogénicos habitantes do solo podera ser uma ferramenta na
geracd@o de conhecimentos sobre esses organismos e na busca de
novas alternativas de controle. Isto implicara também na ndo
necessidade de se trabalhar com plantas hospedeiras e de se
encontrar éreas infestadas naturalmente.

No presente trabalho, objetivou-se desenvolver metodologias
paraproduzir e também paraavaliar a sobrevivénciadas estruturas
de resisténcia dos fungos Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici
raca 2, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani AG4 HGlI,
Sclerotiumrolfsii, Sclerotinia sclerotiorume Verticillium dahliae.

MATERIAL EMETODOS

O ensaio foi conduzido nas dependéncias do Departamento de
Producéo Vegetal/Defesa Fitossanitaria da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas (FCA)/UNESP-Botucatu/SP.

Namicotecada FCA/UNESP-Botucatu/SP foi obtido um isolado
de cadaum dos seguintesfungos: Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici
(Sacc.) Snyder & Hansen raga 2, Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goindanich., Rhizoctonia solani Kiihn AG 4 HGI, Sclerotium rolfsii
Sacc., Sclerotinia sclerotiorum(Lib) deBary e de Verticilliumdahliae
Kleb.

Producao de estruturas de resisténcia
Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici raga 2

Seguiu-se ametodol ogia de Blok (6) modificada, que consistiu
em multiplicar o fungo em extrato de malte liquido por 7 dias, no
escuro, a 25°C. Apos o crescimento, a suspensdo do fungo foi
colocada em uma bandeja de aluminio, sem haver necessidade de
qualquer procedimento, seguida da adi¢do do p6 de talco na
proporgéo 2:1 (v/p). Esse material foi deixado para secar em estufa
de circulacéo forcada de ar a 26°C por 14 dias.

Macrophomina phaseolina

Utilizou-se metodologia semelhante a adotada para R. solani,
diferindo apenas na temperatura de incubagdo do fungo que foi de
32°C.

Rhizoctonia solani Kihn AG 4 HGI

As estruturas de resisténcia do fungo foram produzidas em
substrato-areno organico de forma semelhante a metodologia
desenvolvidapor Lefevre (25).

Sclerotium rolfsii

A producéo de esclerédios foi efetuada com a colocagéo de uma
estruturado fungo sobre asuperficie deuma*“fina” camadado meio de
culturaBDA (Batata Dextrose Agar) + 0,05 mg/mL de oxitetraciclina,
incubado em estufatipo BOD a 25°C, no escuro, por 30 dias.

Sclerotinia sclerotiorum

Os esclerddios do fungo foram produzidos em substrato de fuba-
feijéo de formasemelhante ametodol ogia desenvolvidapor Ferraz &
CaféFilho (16).
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Verticillium dahliae

A producao de microesclerddios deste patdgeno seguiu metodologia
semelhante a utilizada para R. solani, diferindo no tempo e na
temperatura de incubacéo do fungo que foram de 30 dias e 24°C,
respectivamente.

Instalagcdo do experimento

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
constituido por 6 fungos, 7 épocas de avaliacdo (0, 15, 30, 60, 90, 120,
150 e 180 dias do inicio do experimento) e duas condigdes: campo e
laboratorio. No campo, para cada época de avaliagdo, duas bolsas de
néilon contendo estruturas de cada fungo foram identificadas e
enterradas a 10 cm de profundidade no solo (Latossolo Vermelho
Escuro fase arenosa) com espagamento de 25 x 25 cm uma da outra.
No laboratério, para cada época de avaliagdo, haviam dois frascos
contendo as estruturas de resisténcia de cada fungo. Portanto, as
amostras foram coletadas sempre do mesmo frasco. O parémetro
avaliado nas duas condicles foi a sobrevivéncia das estruturas de
resisténcia dos fungos.

Avaliacao da sobrevivéncia
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici raca 2

Combinou-se parte da metodologia de Blok (6) e parte de Larkin
et al. (24). Essa mistura de metodologias consistiu em efetuar trés
diluigBes seriada (1:10) de umaamostra (p6 de tal co+clamiddsporos—
10g) em solugdo salina (0,85% de NaCl) seguindo-se de plagueamento
de aliquotas (0,1mL) sobre 0 meio semi-seletivo de Komada (23). As
estruturas foram mantidas em estufatipo BOD a 26°C, no escuro, por
3-4 dias. Ap6s agerminagdo das estruturas, efetuou-se a contagem das
unidades formadoras de col &nias (ufc) por gramade pé detalco. Foram
feitas 4 repeticdes (placas) de cadauma das trés dilui¢des seriadas de
cadaamostra, sendo aamostraobtidade cada bolsaremovidado campo
e de cada frasco mantido no laboratorio.

Macrophomina phaseolina

Procedeu-se a transferéncia do substrato areno-organico +
microesclerédios para uma nova bolsa de néilon e submeteu essas
estruturas a uma desinfestagéo superficial com as seguintes etapas:
répidaimersdo em dcool 70°, 20 segundos em solugéo de hipoclorito
de sédio a0,5% elavagens sucessivas em agua destilada esterilizada.
Transferiram-se por¢fes do substrato+microesclerddios para a
superficie do meio semi-seletivo RB (12) modificado (39 g de BDA,
224 mgi.a. demetalaxyl, 100 mg derifampicinae 1 L de dguadestilada).
As estruturas foram mantidas em estufa tipo BOD a 32°C, por 4-5
dias, no escuro. Asestruturas germinadas e com formagao de col 6nias
mais microesclerddios (cor preta) foram avaliadas. Foram feitas 5
repeticdes (placas) por amostra de cada bolsa do campo e de cada
frasco mantido no laboratério, sendo cada placa constituida por 10
porcOes do substrato+microesclerddios.

Rhizoctonia solani AG4 HGI

Consistiu em transferir o substrato areno-organico+esclerddios
paraumanovabolsade nailon com adesinfestacdo superficial passando
pel as seguintes etapas: rapidaimersdo em alcool 70°, 5 segundos em
solucéo de hipoclorito de sodio a 1% e lavagens sucessivas em dgua
destilada esterilizada. Em seguida, foram transferidas por¢6es do
substrato+esclerddios para a superficie do meio semi-seletivo de
KHMP (22). As estruturas foram mantidas em estufa tipo BOD a
26°C, no escuro, por 3-4 dias. Primeiramente, uma gota de lactofenol
foi pingada sobre cada por¢ao de substrato. Em seguida, com auxilio
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de microscopio estereoscopico, observou-se o micélio caracteristico
do patégeno, germinado a partir do substrato contendo esclerédios,
no meio de cultura. Foram feitas 5 repeticoes (placas) por amostrade
cada bolsa do campo e de cada frasco mantido no laborat6rio, sendo
cada placa constituida por 10 porgdes do substrato+esclerddios.

Sclerotium rolfsii

Osesclerddios, apds serem colocados em umanovabolsadenéilon,
foram submetidos adesinfestacdo superficial passando pel as seguintes
etapas, de acordo com a metodologia de Resende & Zambolim (37)
para Scler otium cepivor um modificada: répidaimersdo em acool 70°,
1 minuto em solucéo de hipoclorito de sodio a 1,5% e lavagens
sucessivas em &guadestilada esterilizada. Os esclerddios desinfestados
foram transferidos para a superficie do meio BDA + 0,05mg/mL de
oxitetraciclina. As estruturas foram mantidas em estufa tipo BOD a
26°C, no escuro, por 3-4 dias. Asestruturas germinadas e com formagéo
demicélio caracteristico do patbgeno foram avaliadas. Foramfeitas5
repeticdes (placas) por amostra de cada bolsa do campo e de cada
frasco mantido no laboratério, sendo que cada placa continha 10
esclerodios.

Sclerotiniasclerotiorum

Os esclerddios foram transferidos para uma peneira de 1mm de
aberturae, em seguida, lavados com um jato de &guadetorneirapor 5
minutos (33). Os esclerddios lavados foram transferidos para uma
nova bolsa de néilon e desinfestados superficialmente através dos
seguintes passos. 1 minuto em acool 50° e 3 minutos em solugdo de
hipoclorito de sddio a 1% (33). Apds adesinfestacao dos esclerddios,
estes foram transferidos para a superficie do meio de Neon (33, 41) e
em seguidaincubados em umaestufatipo BOD a 18°C, no escuro, por
até 6 dias. A viabilidade dos esclerédiosfoi constatada pelamudanca
dacor domeio deazul paraamarelo claro (33). Foram feitas 5 repeticdes
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(placas) por amostra de cada bol sado campo e de cada frasco mantido
no |aboratdrio, sendo cada placa constituida por 5 esclerddios.

Verticillium dahliae

Consistiu em colocar o substrato+microesclerddios em umanova
bolsa de néilon e mergulhar em &gua destilada esterilizada, visando
umedecer o substrato para facilitar a transferéncia de porgdes paraa
superficie do meio semi-seletivo de Ausher et a. (3). As estruturas
foram mantidas, inicialmente, em estufatipo BOD a 18°C, no escuro,
por 3-4 dias. Ap6s agerminagao das estruturas, efetuou-se acontagem
das porc¢des contendo hifas do patdgeno. Posteriormente, as estruturas
foram mantidas na BOD, na mesma temperatura, até 30 dias, onde
apareceu a formagdo de microesclerddios nas bordas das colonias,
aferindo a avaliag8o. Foram feitas 5 repeticdes (placas) por amostra
de cadabolsado campo e de cadafrasco mantido no laboratério, sendo
cadaplaca constituidapor 10 por¢des do substrato+microesclerédios.

Andlise estatistica

Realizou-se a andlise ndo-paramétrica de Mann-Whitney do
ndmero de col6nias de Fusarium, complementada com comparagdes
multiplas (39). Em relagéo a freqliéncia total de sobrevivéncia dos
demais fungos, utilizou-se o teste de Goodman (20) para contrastes
entre e dentro de populagdes multinomiais [no caso binomiais, sendo
considerado como sucesso a presenga (vivo) e fracasso a auséncia
(morto) dosfungos]. Todas as discussdes foram realizadas ao nivel de
5% designificancia

RESULTADOS E DISCUSSAO
Sobrevivéncia das estruturas de cada fungo no campo e no
laboratorio
A precipitagdo registrada no periodo do experimento, que foi de
marco a setembro de 2002, constana Figura 1.

R O — ©oN M = W W
A — N O = W0 W M
- i A e e T

Periodos avaliados (em dias)

Figura 1. Precipitagéo diaria registrada (em mm) no periodo do experimento.
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Tabela 1. Sobrevivéncia das estruturas dos fungos Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani AG4 HGI, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia
sclerotiorum, Verticillium dahliae e Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga 2 enterradas no campo e das mantidas em condic6es de laboratério,
durante seis meses.

Tratamentos Periodos avaliados (os dois primeiros em dias e depois mensalmente) Analise estatistica
0 15 01 02 03 04 05 06 Vivos' Mortos
% média de sobrevivéncia — Macrophomina phaseolina

Campo 100 100 100 92 99 100 100 80 96,38 b ; 771% 3,62a;29

Laboratorio 100 100 100 100 100 100 96 98 99.25 a; 794 0,75b;6
% média de sobrevivéncia — Rhizoctonia solani

Campo 100 100 100 100 100 89 89 100 97.25a;778 2,75b;22

Laboratorio 100 100 100 100 100 100 0 0 75.0 b ; 600 25,0 a; 200
% média de sobrevivéncia — Sclerotium rolfsii

Campo 100 100 100 100 100 100 100 100 100 a ; 800 0a:0

Laboratorio 100 100 100 100 100 100 100 100 100 a ; 800 0a:0
% média de sobrevivéncia — Sclerotinia sclerotiorum

Campo 100 79 84 84 92 97 95 95 90.75 a; 726 9.25b; 74

Laboratorio 100 100 98 0 0 0 0 0 37.25b ;298 62,75 a; 502
% média de sobrevivéncia — Verticillium dahliae

Campo 100 100 100 100 100 100 100 100 100 a ; 800 0a;0

Laboratorio 100 100 100 100 100 100 100 100 100 a ; 800 0a:0
Meédia de unidades formadoras de colonias (ufc) / g talco Analise estatistica
Fusarium oxysporum t.sp. lycopersici raga 2

Campo 3.375  23.750 74.125 137.625 243.000 13.713 278.750 94.500 674.500° (27.000°; 2.230.000) a’

Laboratorio  3.375 463 0 0 0 0 0 0 0(0; 27.000) b

1Sobrevivéncia das estruturas dos fungos com contagem dos vivos e dos mortos;

2Porcentagem de sobreviventes: vivos e mortos. Média de 10 repeticoes;

SFregliéncia de sobreviventes seguida de mesma letra na coluna ndo diferem entre si estatisticamente ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Goodman (1964);

“Soma das freqliéncias de sobreviventes (vivos e mortos) das estruturas dos fungos;

SMediana. Média de 8 repeticoes;

5Semi-amplitude interquartilica com os valores minimo e méaximo;

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

Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga 2

A metodologia de Blok (6) modificada para a produgdo de
clamiddsporos de Fusarium preservou a sobrevivéncia do fungo em
condicdes de campo (Tabela 1).

De acordo com a Figura 2, constatou-se rapidez e praticidade na
avaliagdo da sobrevivéncia dos clamidosporos de F. oxysporum f.sp.
lycopersici raga 2.

No presente trabalho, observou-se que a producdo de
clamiddsporos do fungo no pé de talco é dependente dos conidios
formadosinicialmente no meio liquido de extrato de malte. Harelatos
também da producdo de estruturas de resisténcia do fungo em pé de
talco por Minuto et a. (32) eem meio de culturaacrescido de glicose
ou de carbonato de magnésio por Windels (47).

O nimero médio de clamidoésporos foi maior quando houve
aumento no teor de umidade do solo (Figura 1 e Tabela 1), o que
explica a oscilagdo do nimero de sobreviventes do fungo no campo.
Segundo Lockwood (26), na presenca de umidade, as estruturas de
resisténcia de F. oxysporum germinam e o micélio produz novos
clamiddsporos. Uma outra explicagéo paratal oscilagdo no nimero
meédio de clamidbsporos esté no fato do fungo sintetizar umaproteina
nessas estruturas (18), ativada por condi¢oes de estresse ambiental no
solo, como altas temperaturas, garantindo dessaformaasobrevivéncia

Figura 2. Unidades formadoras de col6nias de Fusarium oxysporum
f. sp. lycopersici raca 2 em meio de cultura semi-seletivo de Komada,
originadas a partir de clamiddsporos do fungo produzidos em pé de variadado fungo.

talco. A metodol ogiadesenvolvidano presente trabal ho para este fungo
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jafoi utilizada por Souza & Bueno (40) em condic¢des de campo e por
Bueno et al. (08) em condigdes de microcosmo. Nos trabalhos de
Souza & Bueno (40) e de Bueno et al. (08), o objetivo comum foi
verificar o controle das estruturas deresisténciado fungo utilizando a
técni cade solarizagdo combinada com apréviaincorporacao de couve.
Os resultados do presente trabalho e os de Souza & Bueno (40) e de
Bueno et al. (8) atestam a eficiénciadametodol ogiadesenvolvidapara
produzir e avaliar a sobrevivéncia de clamiddsporos do fungo.

Macrophomina phaseolina

Com base nos resultados da Tabela 1, verificou-se a preservagdo
das estruturas de resisténcia de M. phaseolina, produzidas com a
adaptacdo da metodologia de Lefevre (25), tanto no campo como no
laboratério.

A somadasfreqiiéncias de sobrevivénciados microesclerddios do
fungo foi maior em condicdes delaboratério do que em campo (Tabela
1). A diferencaentre ostratamentos ndo implicaem inviabilizar o uso
dametodol ogiadesenvolvidaparao fungo no campo, poisessavariagdo
ocorreu, provavelmente, devido ao controle das estruturas por
antagonistas e ao aumento na umidade do solo neste periodo (Figura
1). Essefungo ocorre em solo com deficiénciahidrica.

NaFigura3 pode ser observada afacilidade e arapidez do método
empregado paraavaliar asobrevivénciadas estruturas do fungo.

Figura 3. Colbnias de Macrophomina phaseolina em meio de cultura
semi-seletivo RB modificado apresentando formagdo de microesclerddios
(cor preta), originadas a partir de estruturas do fungo produzidas em
substrato areno-organico.

Para este patdégeno, ha relatos da utilizagdo do meio RB para
isolamento do patdgeno do solo (12). Entretanto, as metodologias
paraprodugdo e paraavaliagédo da sobrevivéncia de microesclerodios
do fungo e amodificag&o do meio semi-seletivo foram desenvolvidas
no presente trabal ho.

Olayaet al. (34) produziram microesclerédios de M. phaseolina
em palito de madeirainserido em meio de BDA, enquanto que Coelho
Netto & Dhingra (13) e Mihail (30) em areia + farinha de milho.
Grande produg&o de estruturas do fungo pode ser obtidaem meio de
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BDA gelatinoso (45), em meio de Prosopisjuliflora-Batata (27) eem
meio liquido de sementes de soja + sacarose (38).

A metodologia de producéo de estruturas de M. phaseolina
adaptada de Lefevre (25) ndo implicou na separagdo dos
microesclerddios do meio de producéo como descreveram Viana (45) e
Mihail (30), o quefacilitou o transporte das estruturas para o campo.

A avaliagao da sobrevivénciado fungo pelametodol ogia proposta
foi prética, rdpida e segura, uma vez que possibilitou observar a
emergéncia do micélio e, ainda, a visualizagdo da formacéo de
microesclerddios nas coldnias no meio RB modificado, facilitando a
avaliacdo. Mihail (30) relatou desinfestacdo superficial de amostras
de solo, em solugdo de hipoclorito a0,525% por 10 minutos, seguindo-
se de plagueamento de aliquotas sobre 0 meio semi-seletivo de M. A
avaliagdo dasobrevivénciadas estruturas do fungo foi amesmadescrita
no trabalho de Mihail (30). Viana (45) observou apenas aemergéncia
do micélio dos microesclerédios, em microscépio 6tico, em uma
membranade cel ul ose acopladaem um sistemachamado FAM. Lodha
et al. (27), apods coletar amostra de solo infestado artificialmente com
M. phaseolina e obter estruturas individualizadas, plaguearam os
microesclerddios sobre 0 meio agar-cloroneb-mercurio-rosa bengal.
Olaya et al. (34) avaliaram a sobrevivéncia do fungo por meio da
desinfestagcdo de palitos de madeira recuperados do solo, contendo
estruturas de M. phaseolina, em solucéo de hipoclorito de sodio a1%
por 1 a 2 minutos, seguindo-se de plagueamento dos palitos
desinfestados em meio de BDA acidificado.

A metodol ogiadesenvolvidano presente trabal ho paraeste fungo
jafoi utilizadapor Ambroésio et al. (01) em condi¢des de campo e por
Bueno et al. (08) em condigdes de microcosmo. Nos trabalhos de
Ambrésio et al. (01) e de Bueno et al. (08), o objetivo comum foi
verificar o controle das estruturas do fungo utilizando a técnica de
solarizagdo combinada com a prévia incorporagdo de brassica. Os
resultados do presente trabalho e os de Ambrésio et al. (01) e de
Bueno et al. (08) atestam a eficiéncia da metodol ogia desenvolvida
paraproduzir eavaliar asobrevivénciade microesclerddios do fungo.

Rhizoctonia solani AG4 HGI

Deacordo com osdadosdaTabela 1, observou-se que asestruturas
do fungo, produzidas através da metodologia de Lefevre (25),
sobreviveram no solo do campo.

A somadas frequiéncias de sobrevivénciade esclerddios do fungo
foi maior no campo do que no laboratério (Tabela 1). As estruturas
mantidas em condic¢des de laboratério morreram apés 4 meses,
inviabilizando autilizac&o desta metodol ogia nesta condig&o.

Na Figura 4, notou-se a praticidade e a rapidez na avaliagéo da
sobrevivéncia das estruturas do fungo pela metodol ogia proposta no
presente trabalho.

A metodologia de produc&o das estruturas de R. solani e 0o meio
KHMP ja foram relatados na literatura (10, 22, 25). Entretanto, a
metodologia empregada para avaliar a sobrevivéncia do fungo foi
desenvolvida no presente trabal ho.

Esclerddios deste patdgeno podem ser produzidos também em
arroz em cascaautoclavado (42), em gréos verdes defeijao autoclavados
(21), em pedacos de casca de amendoim e sementes com adigdo de
sacarose (10) e em perlitaesterilizada embebida com extrato de malte
+ peptona (06).

A desinfestacdo superficial do substrato areno-organico +
esclerddios do fungo, no presentetrabal ho, diferiu de Carling e Summner
(10), que citaram uma outra segiiéncia de assepsia mas em tecidos de
plantas. Blok (06) avaliou a sobrevivéncia do fungo por meio da
contagem do crescimento de hifas por perlitacolocada sobre o meio de
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Figura 4. Col6nias de Rhizoctonia solani AG4 HGI em meio de cultura
semi-seletivo KHMP, originadas a partir de esclerédios do fungo
produzidos em substrato areno-organico.

agar-aguaa 1,2% com 50pg.mL * de oxitetraciclinaa20°C. Osdados
do nimero de hifas crescidas sdo colocados em uma férmula para
determinar o indice de germinagdo do patégeno.

No presentetrabalho, aavaliagéo do crescimento micelia do fungo,
em meio KHMP, com hifas coradas com lactofenol e emergidas a
partir do substrato areno-organico, foi feita sob microscopio
estereoscopico.

Segundo relatou Méarcia Michelle de Queiroz Ambrésio
(comunicagdo pessoal), que utilizou a presente metodologia
desenvolvida para este fungo na sua tese de doutorado, a mesma foi
eficiente.

Sclerotium rolfsii

A metodologia desenvolvida para producéo de estruturas de
resisténcia do fungo, possibilitou a sobrevivéncia das mesmas tanto
em condi¢des de campo quanto de laboratdrio (Tabela 1).

De acordo com os dados da Tabela 1, constatou-se que ambos os
tratamentos néo diferiram entre si quanto a soma das freqiiéncias de
sobrevivéncia de esclerddios do fungo, assegurando a utilizacgo da
metodol ogia desenvolvida para as duas condi¢des dos tratamentos.

Como pode ser visto naFigura, o método facilitou aavaliacdo da
sobrevivéncia dos esclerddios do fungo de maneirarapidae prética.

Mihail & Alcorn (31) relataram também a utilizagdo do meio de
BDA, mas sem adi¢ao de antibi6tico paraproducéo de esclerédios do
fungo. Paraeste patégeno, harelatostambém de producdo de estruturas
em gréos de arroz (28), em hastesdefeijao do cultivar Rosinha(11) e
em substrato areno-orgénico (25).

No presente trabalho, o0 meio de producéo de esclerédios,
BDA+0,05mg/mL de oxitetraciclina, foi também utilizado para a
avaliagdo da sobrevivéncia do fungo. Essa metodologia diferiu da
descrita por Lefevre (25), que citou no seu trabalho a producgéo de
estruturas do fungo em substrato areno-organico e plaqueamento das
mesmas, sem desinfestacdo superficial, em meio de
BDA +oxitetraciclina, observando aemergénciado micélio paraobter
atemperaturaletal do patégeno.

O tempo de exposi¢do dos esclerddios do fungo na solucdo de
hipoclorito de sédio a 1,5%, no presente trabalho, diferiu de Resende
& Zambolim (37) paraasestruturasde S. cepivorum. Mihail & Alcorn
(31) relataram desinfestagdo de esclerddios de S. rolfsii por 1a 2
minutos em solug&o de hipoclorito de sodio a0,525% e plagueamento
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Figura 5. Col6nias de Sclerotium rolfsii em meio de cultura contendo
Batata Dextrose Agar (BDA) + oxitetraciclina, originadas a partir de
esclerddios do fungo produzidos no mesmo meio de cultura.

das estruturas em meio BDA + sulfato de estreptomicina.

A metodologia proposta neste trabalho para S. rolfsii foi de facil
manuseio e seguraparaqual quer ambiente, diferindo de Punja& Rahe
(36) que citaram ainviabilizag8o datécnicade peneiramento sob jato
de &gua paraisolar esclerddios de S. cepivorum de sol os texturizados
ecom alto teor de matériaorganica.

Paraisolados que produzem pequenos esclerddios, dificultando o
manuseio dos mesmos, pode-se tentar a produgéo das estruturas em
substrato areno-organico, assim como relatado por Lefevre (25). No
entanto, é necessario também desenvolver metodologiaparaavaliar a
sobrevivénciadas estruturas do fungo produzidas com ametodol ogia
deLefevre (25).

A metodol ogiado presente trabal ho desenvolvidaparaeste fungo
jafoi utilizada por Souza & Bueno (40) em condic8es de campo e por
Bueno et al. (08) em condigdes de microcosmo. Nos trabalhos de
Souza & Bueno (40) e de Bueno et al. (08), o objetivo comum foi
verificar o controle das estruturas do fungo utilizando a técnica de
solarizagdo combinada com apréviaincorporagao de couve. Osdados
gerados no presente trabalho e os de Souza & Bueno (40) e de Bueno
et al. (08) comprovam aeficiénciadametodol ogiadesenvolvida para
produzir e avaliar a sobrevivénciade esclerddios do fungo.

Sclerotiniasclerotiorum

Com base nos resultados da Tabela 1, verificou-se que os
esclerddiosindividualizados de S. sclerotiorum podem ser enterrados
Nno campo, pois permaneceram viaveis, assegurando a eficiéncia da
metodologiade Ferraz & Café Filho (16) paraaproducéo de estruturas
do fungo.

A somadas freqliéncias de sobrevivénciade esclerddios do fungo
foi maior no campo do que no laboratério (Tabela 1). As estruturas
mantidas em condic¢des de laboratério morreram apds um més,
inviabilizando a utilizag&o desta metodol ogia nesta condi¢ao.

De acordo com o trabalho de Nasser et al. (33) e como pode ser
visto pela Figura 6, 0o método permite a avaliagéo répida e segurada
sobrevivénciado fungo, pois aestruturaquando viavel mudaacor do
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Figura 6. Coldnias (cor amarela) de Sclerotinia sclerotiorum em meio
de cultura semi-seletivo de Neon (cor azul), originadas a partir de
esclerédios do fungo produzidos em substrato de fubéa-feij&o.

meio de azul paraamarelo.

Nasser et al. (33) relataram grande producgéo de esclerddios deste
fungo em cenouras autoclavadas, enquanto Tokeshi et al. (44) eViana
et al. (46) verificaram producédo das estruturas do fungo em gréos de
trigo eem substrato contendo areia+ quirerade milho, respectivamente.
Pratt (35) também citou a producdo de esclerédios de S. sclerotiorum
utilizando substrato organico com feijdo, vagem, peciolos, discos de
cenourae pequenos gréos autoclavados em placade Petri ou em frascos.

A desinfestaggo dos esclerddios do fungo seguiu os passos citados
por Nasser et al. (33), diferindo daseqliénciade assepsiadas estruturas
do fungo relatada por Ferraz (15).

A metodol ogia paraeste fungo consistiu-se simplesmente da.unido
de metodol ogias jadesenvolvidas por Ferraz & CaféFilho (16), Ferraz
(15) e Nasser et al. (33). Deacordo com osdadosda Tabelal e Figura
6 do presente trabalho mais os relatos de Ferraz & Café Filho (16),
Ferraz (15) e Nasser et al. (33), a metodologia para este fungo é
eficiente para condi¢des de campo.

Verticillium dahliae

Os microesclerédios do fungo, produzidos com a metodologia
desenvolvida, sobreviveram tanto no campo como no laboratorio,
durante o periodo estudado (Tabela 1).

A avaliag8o dos dados daTabela 1 parao fungo V. dahliae, conduz
as mesmas conclusdes dos dados parao fungo S rolfsii quanto asoma
das freqiiéncias de sobrevivénciadas estruturas de resisténcia.

De acordo com a Figura 7, notou-se a facilidade e a rapidez na
avaliago da sobrevivéncia dos microesclerédios do patégeno pela
metodol ogia empregada no presente trabal ho.

N&o ha na literatura nenhuma metodol ogia como a desenvolvida
neste trabal ho para esse fungo, apenas acitacéo do meio semi-seletivo
paraisolar o patégeno do solo (03).

Blok (06) obteve microesclerddios de V. dahliae por meio da
trituragdo de caules de batata densamente cobertos com as estruturas,
enquanto Francl et al. (17) produziram as mesmas estruturas do fungo
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Figura 7. Col6nias de Verticillium dahliae em meio de cultura semi-
seletivo de Ausher apresentando formag&o de microesclerédios nas bordas,
originadas a partir de estruturas do fungo produzidas em substrato areno-
organico.

primeiramente em um meio minimo paradepoistransferir parao solo
€ com isso obter indculo paraarealizagéo de trabalhos. Paratestar a
técnicade solarizag&o visando controlar V. dahliae em campo, Ghini et
al. (19) infestaram artificialmente umaérea experimental comindculo
do fungo produzido em milho pipoca.

Pelametodol ogiadesenvolvidano presente trabal ho ndo severificou
anecessidade de utilizar plantas hospedeiras (09) e, também, determinar
a populagdo do patdgeno no solo (07, 29). Termorshuizen et al. (43)
afirmaram que metodologias de determinagdo da populagdo do
patdgeno no solo nado sdo confidveis.

As estruturas do fungo ndo passaram por uma desinfestagao
superficial, segundo a metodol ogia empregada no presente trabal ho,
contradizendo uma citagdo de Melouk (29). Blok (06) avaliou a
sobrevivéncia do fungo por meio de peneiramento de indculo
(estruturas+solo) e ressuspensdo das estruturas em agar-agua a
0,08% seguido de plagueamento de aliquotas em extrato de solo
com agar. Francl et al. (17), apos efetuar diluicéo seriada de uma
amostra (solo+estruturas), plaguearam aliquotas sobre o meio de
alcool + estreptomicina, com o objetivo de verificar asobrevivéncia
do fungo.

Em qual quer lugar, pesquisas com os fitopatdgenos estudados,
poder&o ser realizadas devido a padronizagao e arepetibilidade das
metodologias desenvolvidas neste trabalho. Essas pesquisas,
acreditando que sejam voltadas para a busca de novas alternativas
para o controle destes patdgenos, contardo com a ndo necessidade
de se trabalhar com plantas hospedeiras e de néo ser preciso
encontrar &reas natural mente infestadas.

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

1. Ambrésio, M.M. de Q.; Bueno, C.J.; Souza, N.L. de. Sobrevivéncia de
Macrophomina phaseolina em solo incorporado com brécolos segui-
do de solarizagdo. Summa Phytopathologica, Botucatu, v.30, n.3,
p.364-370, 2004.

2. Amorin, L. Sobrevivéncia do in6culo. In: Bergamin Filho, A.; Kimati,

53



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

10.

20.

21.

22.

23.

54

H.; Amorin, L. (Ed.). Manual de fitopatologia. Sdo Paulo: Agron6-
mica Ceres, 1995. p.246-267.

Ausher, R.; Katan, J.; Ovadia, S. An improved selective medium for the
isolation of Verticillium dahliae. Phytoparasitica, Rehovot, v.3, n.2,
p.133-137, 1975.

. Beckman, C.H. The nature of wilt diseases of plants. St. Paul:

American Phytopathological Society Press. 1987.

. Bianchini, A.; Maringoni, A.C.; Carneiro, SM.T.P.G. Doencas do

feijoeiro. In: Kimati, H. et a. (Ed). Manual de fitopatologia: doen-
¢as das plantas cultivadas. Sdo Paulo: Agrondmicas Ceres, 1997. p.376-
399.

Blok, W. J. Early decline of asparagus in the Netherlands:
etiology, epidemiology and management. 1997. 177f. Thesis (PhD) -
Wageningen Agricultural University, Wageningen.

Bourbos, V. A.; Skoudridakis, M. T. Soil solarization for the control of
Verticillium wilt of greenhouse tomato. Phytoparasitica, Rehovot,
v.24, n.4, p. 277-280, 1996.

Bueno, C.J.; Ambrésio, M.M. de Q.; Souza, N.L. Controle de Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici raca 2, Macrophomina phaseolina e Scle-
rotium rolfsii em microcosmo simulando solarizagdo com prévia in-
corporacéo de couve (Brassicae oleracea var. acephala L.). Summa
Phytopathologica, Botucatu, v.30, n.3, p.356-363, 2004.

Bueno, C.J.; Masuda, Y.; Azevedo, F.A.; Aguillera, M.M.; Souza, N.L.
Efeito direto e residual da solarizagdo do solo no controle de \ertici-
llium dahliae e de plantas infestantes na cultura da berinjela (Solanum
melongena L.) em campo naturalmente infestado. Summa Phyto-
pathologica, Jaboticabal, v.26, n.4, p.445-450, 2000.

Carling, D.E.; Sumner, D.R. Rhizoctonia. In: Singleton, L.L.; Mihail,
J.D.; Rush, C.M. (Ed.). Methods for research on soilborne phyto-
pathogenic fungi. St. Paul: The American Phytopathological Soci-
ety, 1992. p.157-165.

Chaves, K.C.; Costa, JL. da S. Influéncia do método de inoculacéo e
da quantidade de in6culo de Sclerotium rolfsii na severidade de podri-
d&o do colo do feijoeiro. Summa Phytopathologica, Jaboticabal,
v.25, n.4, p.298-302, 1999.

Cloud, GL. Comparison of three media for enumeration of sclerotia
of Macrophomina phaseolina. Plant Disease, St. Paul, v.75, n.8,
p.771-772, 1991.

Coelho Netto, R.A.; Dhingra, O.D. Method for evaluating bean geno-
type reaction to Macrophomina phaseolina. Fitopatologia Brasi-
leira, Brasilia, v.21, n.3, p.236-242, 1996.

Cooley-Smith, J.R.; Cook, R.C. Survival and germination of fungal
sclerotia. Annual Review of Phytopathology, Palo Alto, v.9, p.65-
92, 1971.

Ferraz, L. C. L. Praticas culturais para o manejo de mofo-
branco (Sclerotinia sclerotiorum) em feijoeiro. 2001. 154f. Tese
(Doutorado em Agronomia/Fitopatologia) — Escola Superior de Agri-
cultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba.
Ferraz, L. C. L.; Café Filho, A. C. Efeito da adicdo de fuba no meio de
producéo de esclerédios e outros fatores influenciando na formagéo de
apotécios de Sclerotinia sclerotiorum. Fitopatologia Brasileira,
Brasilia, v.23, n.3, p.364-369, 1998.

Francl, L.J;; Rowe, R.C.; Riedel, RM.; Madden, L.V. Effects of three
soil types on potato early dying disease and associated yield reduction.
Phytopathology, St. Paul, v.78, n.2, p.159-166, 1988.

Freeman, S.; Ginzburg, C.; Katan, J. Heat shock protein synthesis in
propagules of Fusarium oxysporum f.sp. niveum. Phytopathology,
St. Paul. v.79, n.10, p.1054-1058, 1989.

Ghini, R.; Bettiol, W.; Souza, N. L. Solarizacdo do solo para o controle
de Verticillium dahliae em berinjela. Fitopatologia Brasileira, Bra-
silia, v.17, n.4, p.384-388, 1992.

Goodman, L.A. Simultaneous confidence intervals for contrasts among
multinomial populations. Annals of Mathematical Statistics, Be-
achwood, v.35, n.2, p.716-725, 1964.

Keinath, A.P; Farnham, M.W. Differential cultivars and criteria for
evaluating resistance to Rhizoctonia solani in seedling Brassica olera-
cea. Plant Disease, St. Paul, v.81, n.8, p.946-952, 1997.

Ko, W.; Hora, F.K. A selective medium for Rhizoctonia solani in soil.
Phytopathology, St. Paul, v.61, n.6, p.707-710, 1971.

Komada, H. Development of a selective medium for quantitative
isolation of Fusarium oxysporum from natural soil. Review of Plant

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Protection Research, Tokyo, v.8, p.114-124, 1975.

Larkin, R.P.; Hopkins, D.L.; Martin, F.N. Ecology of Fusarium
oxysporum f. sp. niveum in soils suppressive and conducive to Fusa-
rium wilt of watermelon. Phytopathology, . Paul, v.83, n.10, p.1105-
1116, 1993.

Lefevre, A. F. V. Determinacdo da temperatura letal para Rhi-
zoctonia solani Kiihn e Sclerotium rolfsii Sacc. e efeitos da solari-
zacao sobre algumas variaveis do solo. 1990. 94f. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia/Proteg@o de Plantas) - Faculdade de Ciénci-
as Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.
Lockwood, J.L. Curso avancado sobre fitopatégenos do solo.
Piracicaba: Universidade de S&o Paulo, 1977. 41p.

Lodha, S.; Sharma, S.K.; Aggarwal, R.K. Solarization and natural
heating of irrigated soil amended with cruciferous residues for impro-
ved control of Macrophomina phaseolina. Plant Pahology, Lon-
don, v.46, n.2, p.186-190, 1997.

Matsumoto, M.N.; Homechin, M.; Massola Jr., N.S.; Kamikoga, A.T.M.
Efeito do substrato de cultivo na produgéo de esclerdios e na patoge-
nicidade de Sclerotium rolfsii. Summa Phytopathologica, Jabotica-
bal, v.26, n.1, p.91-94, 2000.

Melouk, H.A. Verticillium. In: Singleton, L.L., Mihail, J.D., Rush,
C.M. (Ed.). Methods for research on soilborne phytopathoge-
nic fungi. St. Paul: The American Phytopathological Society, 1992.
p.175-178.

Mihail, J.D. Macrophomina. In: Singleton, L.L., Mihail, J.D., Rush,
C.M. (Ed). Methods for research on soilborne phytopathogenic
fungi. St. Paul: The American Phytopathological Society, 1992.
p.134-136.

Mihail, 3.D.; Alcorn, S.M. Effects of soil solarization on Macropho-
mina phaseolina and Sclerotium rolfsii. Plant Disease, St. Paul,
v.68, n.2, p.156-159, 1984.

Minuto, A.; Minuto, G.;; Migheli, Q.; Mocioni, M.; Lodovica Gullino,
M. Effect of antagonistic Fusarium spp. and different commercial
biofungicide formulations on Fusarium wilt of basil (Ocimum basili-
cum L.). Crop Protection, Oxford, v.16, n.8, p.765-769, 1997.
Nasser, L.C.B.; Boland, G.J.; Sutton, J.C. Meio de cultura semi-
seletivo para detecgdo da viabilidade dos esclerddios de Scleroti-
nia sclerotiorum. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v.20, Supl.,
p.376, 1995. (Resumo).

Olaya, G,; Abawi, GS.; Barnard, J. Influence of water potential on
survival of sclerotia in soil and on colonization of bean stem segments
by Macrophomina phaseolina. Plant Disease, St. Paul, v.80, n.12,
p.1351-1354, 1996.

Pratt, R. G. Slerotinia. In: Singleton, L. L.; Mihail, J. D.; Rush, C. M.
(Ed.). Methods for research on soilborne phytopathogenic fun-
gi. St. Paul: The American Phytopathological Society, 1992. p.74-
78.

Punja, Z.K.; Rahe, JE. Sclerotium. In: Singleton, L.L.; Mihail, J.D.;
Rush, C.M. (Ed.). Methods for research on soilborne phytopa-
thogenic fungi. St. Paul: The American Phytopathological Society,
1992. p.166-170.

Resende, M.L.V.; Zambolim, L. Eficiéncia de métodos utilizados para
quantificagdo da populagéo de esclerddios de Sclerotium cepivorum
Berk. no solo. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v.11, n.3, p.493-
500, 1986.

Shurtleff, M.C.; Averre I1I, CW. The plant disease clinic and field
diagnosis of abiotc diseases. St. Paul: The American Phytopatho-
logical Society, 1997. 245p.

Siegel, S.; Castellan Jr., N. J. Non parametric statistics for the
behavioral sciences. 2. ed. New York: McGraw-Hill, 1988. 312p.
Souza, N. L.; Bueno, C. J. Controle de clamiddsporos de Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersici raca 2 e esclerodios de Sclerotium rolfsii
em solo solarizado incorporado com matéria organica. Summa Phyto-
pathologica, Botucatu, v.29, n.2, p.153-160, 2003.

Steadman, J.R.; Marcinkowska, J.; Rutledge, A. Semi-selective me-
dium for isolation of Sclerotinia sclerotiorum. Canadian Journal
of Plant Pathology, Guelph, v.16, n.1, p.68-70, 1994.

Suguino, E.; Maringoni, A.C. Comportamento de variedades de feijo-
eiro a Rhizoctonia solani. Summa Phytopathologica, Jaguariina,
v.21, n.2, p.124-126, 1995.

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 33, n. 1, p. 47-55, 2007



43. Termorshuizen, A. et a. Interlaboratory comparison of methods to

quantify microsclerotia of Verticillium dahliae in soil. Applied-En-
vironmental-Microbiology, Washington, v.64, n.10, p.3846-3853,
1998.

44. Tokeshi, H.; Alves, M.C.; Sanches, A.B.; Harada, D.Y. Control of

Sclerotinia sclerotiorum with effective microorganisms. Summa
Phytopathologica, Jaboticabal, v.23, n.2, p.146-154, 1997.

45. Viana, F. M. P. Influéncia de fatores fisicos e de material orga-

nico na germinagdo de microescler6dios de Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goindanich. 1996. 100f. Tese (Doutorado em

Summa Phytopathol., Botucatu, v. 33, n. 1, p. 47-55, 2007

Agronomia/Protegdo de Plantas) — Faculdade de Ciéncias Agrondmi-
cas, Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

46. Viana, F. M. P. et a. Controle do tombamento de pléantulas de feijoeiro

causada por Sclerotinia sclerotiorum com a incorporagdo de matéria
organica ao substrato. Summa Phytopathologica, Jaboticabal, v.26,
n.1, p.94-97, 2000.

47. Windels, C.E. Fusarium. In: Singleton, L.L.; Mihail, J.D.; Rush, C.M.

(Ed.). Methods for research on soilborne phytopathogenic fun-
gi. St. Paul: The American Phytopathological Society, 1992. p.115-
128.

55



