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RESUMO

Visando realizar a comparacdo de diferentes métodos de preservagdo na manutengdo em
laboratério de isolados de Verticillium spp. e a sua caracterizacdo morfofisioldgica foi realizado
o presente estudo. Para os testes de viabilidade, culturas de V. dahliae isoladas de plantas de
berinjela, tomate, amendoim, quiabo e jilé e V. albo-atrum isolado de plantas de batata, com
amostras preservadas pelos métodos de repicagens periddicas, agua destilada, liofilizagao e 6leo
mineral, foram transferidas para meio de cultura BDA e AA. Ocorrendo o crescimento da cultura
foram realizadas inoculages experimentais em solo com o hospedeiro original para constatar a
manutencao da patogenicidade. Para a caracterizagdo morfofisioldgica os isolados foram cultiva-
dos em meio Czapeck e inoculados em diferentes hospedeiros. Os resultados obtidos permitem
concluir que, para o género Verticillium, o método de Castellani (dgua destilada) seja o mais
eficiente, pois, além das plantas inoculadas apresentarem sintomas mais rapidamente também,
os isolados demonstraram maior agressividade. Em Czapeck, os isolados IB02/01 e IB247 foram
0s que apresentaram maior quantidade de microesclerécios, pois todo o reverso da placa
apresentou colora¢do negra. Os isolados IB669, IB829 e IB752 desenvolveram micélio branco e
delicado, com formacado de pequena quantidade de microesclerécios somente na regiao central
da placa. IB7/75 apresentou micélio muito delicado e sem a presenca de microesclerdcios. As
inoculagdes cruzadas possibilitaram constatar que as plantas de quiabo foram mais suscetiveis a
isolados obtidos de diferentes hospedeiros, enquanto que as plantas de amendoim, tomate e
berinjela foram as menos suscetiveis, infectadas somente pelo isolado original. O isolado IB 7/
75— V. albo-atrum - foi capaz de infeccdo e murcha em plantas de batata, hospedeiro original, mas
também nas plantas de pepino, utilizadas para a diferenciacdo das espécies V. dahliae e V. albo-atrum,
comprovando a identificagdo desta cultura.

PALAVRAS-CHAVE: Preservagdo em laboratério, fungos, viabilidade, patogenicidade e
inoculagdes cruzadas.

ABSTRACT

PHYSIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF VERTICILLIUM SPP. ISOLATES AND
COMPARISON OF DIFFERENT LABORATORY PRESERVATION METHODS. The present study
was conducted to compare different laboratory preservation methods and to realize physiological
characterization of Verticillium sp. For the viability tests, samples of V. dahliae from eggplants,
tomato, peanuts, okra plants and Solanum gilo, as well as V. albo-atrum from potato plants preserved
by periodic transfers, Castellani’s method or distilled water, liophylization and mineral oil were
transferred to culture media PDA and AA. Only 4 isolates had samples preserved by liophylization,
and only 1 isolate had samples in mineral oil (OM). Upon culture growth, experimental
inoculations in soil were conducted for the tests of pathogenicity in the original host. For the
morphologic characterization, the cultures were cultured in Czapeck culture medium and for
physiological characterization the cultures were inoculated in the various hosts from which they
had been isolated. The results showed that Castellani’s method is the most efficient to preserve
this fungus genus, because the plants inoculated with samples preserved by this method presented
symptoms more quickly and the pathogen was more aggressive. In Czapeck, IB02/01 and 1B247
presented the greatest amount of microslerotia, as the entire back of the plate presented black
coloration. The cultures IB669, IB829 and IB752 had white and delicate mycelium with a little
formation of microesclerotia. Isolate IB7/75 presented a mycelium without microeslerotia. The
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crossed inoculations showed that okra plants were more susceptible, while the peanut, tomato and
eggplant were less susceptible, only infected by the original isolate. Isolate IB7 /75 (V. albo-atrum),
was able to cause infection in potato plants (original host) and also infected cucumber plants, used
for the differentiation of species V. dahliae and V. albo-atrum, proving the correct identification of

this culture.

KEY WORDS: Laboratory preservation, fungi, viability, pathogenicity and cross inoculations.

AMicoteca “Mario Barreto Figueiredo” do Centro
dePesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Vegetal
doInstituto Bioldgico, Sao Paulo, foiiniciadaem 1961
(FicueirReDO, 1967, 1971; FiGUEIREDO; PIMENTEL, 1975,
1977, 1989). Apesar da existéncia de pequenas cole-
¢Oes, até entdo, os técnicos que desenvolviam traba-
lhos com fungos fitopatogénicos tinham, por habito,
o envio de culturas consideradas de interesse para
serem mantidas em cole¢des no exterior, ndo se preo-
cupando em manté-las na propria Instituicio ou em
colegdes no Pais. Assim, quando se desejava traba-
lhar com pesquisa em que havia necessidade de cul-
turas puras de um determinado patégeno, era neces-
sario recorrer a cole¢des do exterior ou realizar o
isolamento a partir de materiais doentes coletados ou
recebidos para andlise. A existéncia de uma colegao
sana essas dificuldades e permite a cooperagao entre
intimeros fitopatologistas no atendimento a solicita-
¢Oes para trabalhos de pesquisa e ensino.

Para a manutenc¢do das culturas em laboratério
existe ampla variedade de métodos recomendados e
descritos na literatura nacional e internacional, ndo
havendo, porém, umtinico quesejaeficienteerecomen-
dado para os diferentes grupos de fungos, porém sera
mais adequado aquele que mantiver, mesmo apds
longos periodos, as caracteristicas originais da cultu-
ra, ou seja, viabilidade, esporulacao e patogenicidade
(CasTELLANI, 1939; BOESEWINKEL, 1976; FIGUEIREDO et al.,
1980; PIMENTEL et al., 1980, 1981; PIMENTEL; FIGUEIREDO,
1989; PrrromBo, 1989; Costa; FERREIRA, 1991 ; LUucoNet al.,
1993; Azevepo, 1997; Ararecipoetal.,2001). NaMicoteca
“Mério Barreto Figueiredo” existem, atualmente, cerca
de 650 culturas, principalmente Deuteromycota (fun-
gosmitosporicos) e Chromista (Oomycota) e, eventual-
mente, Ascomycota, de varias procedéncias do Brasil,
as quais sdo preservadas, principalmente, por:
repicagens periddicas, 6leo mineral, método de
Castellani ou 4gua destilada e liofilizagao.

Com a expansdo da agricultura e o cultivo de
grandes areas, os problemas causados por
fitopatégenos também tém aumentado. Intimeros
patoégenos podem causar prejuizos a agricultura, di-
minuindo a produgao, bem como elevando os gastos
com produtos quimicos para a prevengao e controle
das doengas. As cole¢des de culturas possibilitam a
realizagdo de pesquisas, tanto basicas como aplica-
das,aqualquer tempo, de forma que dadosimportan-
tes sobre fitopatdgenos de interesse possam ser obti-

dos e aplicados na melhoria dos métodos de manejo,
naselecdo genética deplantasresistentes e, consequen-
temente, no controle de doencas.

Dentre osdiversos grupos flingicos que podem cau-
sar problemas encontra-se o género Verticillium, que
agrupa varias espécies. Sob o ponto de vista
fitopatogénico, apresentam importéncia V. dahlige, V.
albo-atrum e V. tricorpus. Esses patogenos infectam os
vasos condutores da planta hospedeira, resultando em
murcha, escurecimento devasos,amarelecimento, sub-
desenvolvimento e, muitas vezes, morte repentina da
planta (BErGamMIN FiLHO et al., 1995). Esses patgenos de
solo apresentam ampla distribui¢do geografica, sendo
capazes de parasitar culturas economicamente impor-
tantes como plantas ornamentais, olericolas e frutiferas
(BHAT; SuBBARAO, 1999), podendo ser fator limitante a
produgdo. Penetramna planta diretamente pelasraizes,
atravésdeferimentosou,ainda, atravésdospelosabsor-
ventes. Segundo vérios autores, o circulo de plantas
hospedeiras tem aumento e, no que se refere a
patogenicidade, existe variagdo do patdgeno frente aos
diferenteshospedeiros (BHAT; SuBBARAO, 1999; COUTINHO
etal.,2001; PassaDor ef al., 2001; Passapor et al., 2002). A
diferenciacdo das espécies citadas pode ser realizada
por observagdes microscépicas para a constatacdo de
microesclerédios (estruturas de coloragdo negra), for-
mados somente por V. dahliae e de inoculagdes experi-
mentais em plantas indicadoras, como pepino e alfafa,
que apresentam sintomas somente ao serem infectadas
por V. albo-atrum (AraReCIDO et al., 2002).

Diante doexposto, este trabalho teve por objetivos
analisar, comparativamente, a viabilidade e
patogenicidade de culturas fingicas pertencentes ao
género Verticillium, preservadas pelos métodos utili-
zados na Micoteca “Mario Barreto Figueiredo”; ava-
liar as caracteristicas morfolégicas dos isolados cul-
tivados em meio de cultura sintético (Czapeck) e
realizarinoculagdes em diferentes hospedeiros a partir
dos quais as culturas foram originalmente isoladas,
verificando se ha especificidade do isolado em rela-
¢do ao hospedeiro.

Para verificar a viabilidade, amostras dos isolados
da Tabela 1, preservadas pelos diferentes métodos,
foram, assepticamente, transferidas para 2 placas:
uma contendo meio de cultura batata-dextrose-agar
(BDA) e outra, meio agar-agar (AA). Para avaliagdo
foram observados o crescimento e as caracteristicas
morfolégicas (coloragao, presenca ou ndo de

Arq. Inst. Biol., Sao Paulo, v.76, n.4, p.715-720, out./dez., 2009



Caracterizagdo fisiolégica e comparagdo de diferentes métodos na
preservacdo, em laboratdrio, de isolados do género Verticillium.

microesclerdcios, conidiéforos e conidios) das amos-
tras preservadas por cada método.

Com as amostras que apresentaram crescimento e
esporulagao foram realizadas as inocula¢des nos hos-
pedeiros originais para verificar a preservagdo da
patogenicidade. Uma placa de cada amostra foi, sepa-
radamente, homogeneizadaem liquidificador com 200
mLdedguadestilada, sendoaconcentragdodeinéculo
ajustada para 10° conidios.mL". Ao solo de cada vaso
contendo uma planta do hospedeiro original, foram
incorporados 20 mL da suspensao obtida e o solo foi
revolvido para que as raizes das plantas fossem bran-
damente feridas. Ao tratamento controle foram incor-
porados 20mL de uma suspensdo prepara com meio
BDA. A avaliagao foi realizada por meio de compara-
¢Oes, levando-se em consideragdo o aparecimento ou
naodesintomas, o tempopassadodesdeasinoculagoes
até o inicio do aparecimento dos sintomas e a
agressividade dainfeccdo. Paracadatratamentohavia
quatrorepeticdes e todasas plantas foram mantidasem
casa de vegetagdo a temperatura ambiente. Sendo ob-
servados os sintomas caracteristicos da doenca, foi
realizado reisolamento do patégeno. Para a caracteri-
zacao morfolégica foram utilizadas as culturas via-
veis, as quais foram transferidas para placa de Petri
contendo meio de cultura sintético Czapeck. (NaNO,,
3g,K.HPO,.7H,0,0,5g;KC1,0,5g;FeSO,.7H,O,0,01 g;
sacarose, 30 g; peptona, 1 g; agar, 17 g; dgua destilada,
1L). As avalia¢des foram realizadas apds 10 dias de
incubagdo anotando-se o tipo e coloragdo do micélio,
sendo observado também, o reverso da placa para
constatar a presenca ou nao de microesclerdcios.

Osisoladosselecionados pelo testedepatogenicidade
foraminoculadosem quiabeiro (Abelmoschus esculentus
(L) Moench), berinjela (Solanum melongena L.), pepino
(Cucumissativus),amendoim (Arachis hypogaeaL.), bata-
ta (Solanum tuberosum) ejil6 (Solanum gilo). Duas placas
decadaculturaforamutilizadasepreparadasconforme

descritono Item 2 e, para as avaliagdes, foi observado o
aparecimento de sintomas, registrando-se, também, o
niimero de dias ap6s as inoculagdes (dai) em que os
sintomas surgiram, sendo observados surgiram, rea-
lizando noavmente o isolamento dos patégenos.

Todas as plantas inoculadas com amostras
mantidas pelométodo de Castellani (Agua destilada)
apresentaram amarelecimento e flacidez das folhas,
além de acentuada necrose da margem de um dos
lados do limbo foliar e subdesenvolvimento (Fig. 1).

As amostras mantidas por repicagens periddicas
resultaram somente em amarelecimentoemurchadas
folhas mais velhas. A amostra da cultura IB09/01
mantida em 6leo mineral induziu sintomas caracte-
risticos dois dias antes do que as amostras preserva-
das pelos demais métodos, porém nado houve evolu-
¢donos sintomas, visto que as plantas se mantiveram
murchas, mas sem acentuada necrose das folhas e
prejuizo do desenvolvimento. Na Tabela 2 estdo
registrados os resultados obtidos.

Fig.1-Inoculacao de Verticillium dahliae (IB829) em plantas
de berinjela. A — Amostra mantida pelo método de
Castellani. B — Tratamento controle.

Tabela 1 — Culturas pertencentes ao género Verticillium utilizadas para a realizacdo dos experimentos e data de

preservagao.
Cultura Espécie Hospedeiro Tempo de Preservacao*
RP CA LI OM

1B247 V. dahliae Berinjela 2la 6a 2la -
IB668 V. dahliae Tomateiro 40a 3a 2la -
IB669 V. dahliae Berinjela 40a 5a 2la -
IB829 V. dahliae Berinjela 39a 12a 2la -
IB752 V. dahliae Amendoim var. Tatu 39a 12a - -
IB7/75 V. albo-atrum Batata 32a 32a - -
1B2/2001 V. dahliae Quiabo 6a 6a - -
1B9/2001 V. dahlie Jilé 6a 6a - 25/8/2004

*a = anos. RP = Repicagens periédicas; CA = Método de Castellani ou Agua Destilada; LI = Liofilizacdo; OM = Oleo

Mineral; (-) sem amostras preservadas pelo método.
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Emborametade das culturastestadasapresentas-  esporulagdo e patogenicidade, porém neste estudo
se amostras preservadas por liofilizagdo, nenhuma  estefatonaopodeserevidenciadoporhaversomente
apresentou-se viavel. Muito provavelmente isto se uma cultura com amostra assim preservada.

deve ao fato das espécies pertences ao género
Verticillium apresentarem esporos extremamente de-
licados, incapazes de resistirem ao processo de
liofilizagdo. Segundo Prrromso (1989) e APARECIDO et
al. (2001), para resistir ao processo de liofilizag¢édo, o
fungo deve possuir esporos de paredes resistentes e
espessas. Os resultados obtidos permitem supor que
o método de Castellani seja 0 método mais eficiente
para o género em estudo, pois as amostras preserva-
das dessa maneira, além de induzir os sintomas mais
rapidamente, também mostraram-se mais agressivas.
Fato também observado por RussomManNo et al. (1995)
para culturas do mesmo género. Conforme constata-
do por APARECIDO et al. (2001) e FINaTTI et al. (2006), a
preservagdo em agua destilada tem se mostrado efi-
caz também com outros géneros de fungos. FIGUEIREDO
etal.(2006) demonstraram também que, além do mé-
todo de Castellani, a preservagdo por éleo mineral é
eficaz, sendo capaz de manter capacidade de

Fig. 2 — Verticillium dahline (IB247) isolado de berinjela e
inoculado em quiabo. A — Tratamento controle. B —
Planta inoculada.

Tabela 2 — Resultados obtidos nos testes de viabilidade e patogenicidade de isolados do género Verticillium spp.
preservados por diferentes métodos.

Isolado Hospedeiro original Sintomas (dai)*

Método de preservagao

CA RP oM LI
1B 247 Berinjela 13 dai 20 dai NT -
1B 668 Tomate - 10 daf NT -
IB 669 Berinjela 13 dai 20 daf NT -
1B 752 Amendoim 13 dai 16 dai NT NT
1B 829 Berinjela 10 dai 17 dai NT -
1B7/75 Batata 7 dai 8 dai NT NT
1B 02/01 Quiabo 7 dai 9 dai NT NT
1B 09/01 Jil6 10 dai 10 dai 8 dai NT

CA -método de Castellani (a4gua destilada), RP - repicagens periédicas, OM - 6leo mineral, LI -liofilizagdo; NT - nenhuma
amostra preservada pelo método; *dai - dias apds a inoculacao; (-) amostra ndo viavel.

Tabela 3 — Resultados observados das inocula¢oes cruzadas.

Hospedeiro N° da cultura
1B247 1B668 1B669 IB752 1B829 IB7/75 1B02/01 1B09/01

Berinjela + _ + _ + _ _ _
Amendoim _ _ _ + _ _ _ _
Batata _ _ _ _ _ + _ _
Quiabo + _ + _ + _ + +
Jilo _ _ _ _ + _ _ +
Pepino _ _ _ _ _ + _ _

(+) observagao de sintomas; (-) sem aparecimento de sintomas.
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EmmeioCzapeck,IB02/01 e IB247 foram osisola-
dos que apresentaram maior quantidade de
microesclerécios, pois todo o reverso da placa apre-
sentou coloragdonegra, o que demonstra a formagéo
das referidas estruturas. Com relacdo aos isolados
1B669,1B829 e IB752 pode ser observadomicéliobran-
co edelicado, com formacao de pequena quantidade
de microesclerécios somente na regido central da
placa, onde foievidenciada a coloragdonegra. Prova-
velmente, os constituintes domeio Czapeck, aoserem
utilizados pelos isolados para seu desenvolvimento,
modificaramafisiologia dos micro-organismos, oque
foirefletidonas caracteristicas morfolégicas das cultu-
ras, induzindo a formagdo de grande quantidade
microsesclerécios em algumas culturas. Segundo
CocHRANE (1958), fatores nutricionais como
microelementos essenciais, fontes de carbono e de
nitrogénio podem resultar em modificagdes fisioldgi-
cas dos fungos, induzindo ou nédo a producio de
estruturas e/ou pigmentos, os quais podem facilitar
o reconhecimento de variagdes fisioldgicas.

Quanto as inoculagdes cruzadas, pode-se verifi-
car que as plantas de quiabo demonstraram menor
especificidade, pois foram infectadas por culturas do
género Verticillium isoladas de diferentes hospedei-
ros, principalmente aquelas provenientes de plantas
deberinjela, visto que foram observados os sintomas
caracteristicos de subdesenvolvimento, murcha e
morte das plantas entre 10 e 20 dias apds as
inoculagdes. A Figura2ilustra oresultado observado.

Levando-seem consideragdo ohospedeiro, asplan-
tas de amendoim e batata mostraram maior
especificidade aos isolados, uma vez que foram
infectadas somente pela cultura isolada da mesma
planta hospedeira. Com relagdo as plantas de berin-
jela, estas foram infectadas somente por isolados de
berinjela (IB247,1B669 e IB829). Porém, estes mesmos
isolados foram capazes de infectar, também, plantas
de quiabo (IB247 e IB669) e jil6 (IB829). Dentre estes
isolados, IB829 foi o que demonstrou ser menos espe-
cifico,ja que pddeinfectar maior nimero de hospedei-
ros, dentre os inoculados, enquanto que IB 668, 1B 752
e IB 02/01 mostraram-se os mais especificos,
infectando somente os hospedeiros originais, ouseja,
plantas de tomate, amendoim e quiabo, respectiva-
mente. Todas as culturas foram inoculadas em pepi-
no, porémsomente IB7/75,identificado como V. albo-
atrum, foi capaz de induzir sintomas de murcha,
conformejaeraesperado.Isto porqueopepinoéuma
planta diferenciadora, infectada somente por V. albo-
atrum, o que comprovou a identificagdo taxondmica
do referido isolado e possibilitou classificar os de-
mais isolados como V. dahlize. Na Tabela 3 estdo
registrados os resultados obtidos. Deve-se informar
queaculturalB668isolada de tomateirofoi patogénica
somente ao seu hospedeiro original.

BHAT; SUBBARAO (1999) constataram especificidade
ao hospedeiro de ambas as espécies estudadas: no
quesereferea V. dahline,a especificidade foireconhe-
cidaemisolados obtidos deberinjela, tomate, pimenta
ecruciferas. No presente estudoa especificidade tam-
bém foi reconhecida em isolados obtidos a partir de
plantas de tomate (IB668), amendoim (IB752) e quiabo
(IB02/01). Comrelagaoa V. albo-atrum, BHAT; SUBBARAO
(1999) constataram patogenicidade somente quando
os isolados foram inoculados sobre o hospedeiro
original, ocorrendo o mesmo no presente estudo.
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