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ABSTRACT

Bueno, C.J.; Ambrésio, M.M. de Q.; Souza, N.L. de. Storage of soilborne phytopathogenic fungi. Summa Phytopathologica, v.32, p. 42-50, 2006.

Preservation of soilborne phytopathogenic fungi for long periods
of time is important so that researches can be followed up at any
moment. Soilborne phytopathogenic fungi are organisms that can
produce resistance structures in face of adverse situations, such as
absence of hosts and unfavorable climatic conditions for their survi-
val. The objective of thiswork was to devel op preservation methodo-
logies for resistance structures of the fungi Fusarium oxysporumf.sp.
lycopersici race 2, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani
AG4 HGI, <clerotium rolfsii, Sclerotinia sclerotiorum, and Verti-
cillium dahliae. The experiment was carried out in a randomized
plots design and the method of resistance structures production was
specific for each pathogen. Three treatments [room temperature

(28+2°C), of refrigerator (5°C) and of freezer (-20°C)] with two flasks
(reps) each were assessed for each fungus. During the period of one
year, survival and vigor of the pathogens were evaluated in amonthly
basis. Pathogenicity tests were performed with the structures of re-
sistance of each fungus that survived in the best treatment: a) F. oxys-
porum f.sp. lycopersici at refrigerator and freezer temperatures (5.2
and 2.9 x 10° ufc.g* of talc, respectively); b) M. phaseolina at refri-
gerator temperature [100% of survival (S) and index 3 of vigor (V)]
and S rolfsii at room temperature (74.4% Sand 1 V) and ¢) S
sclerotiorum and V. dahliae both at freezer temperature (100% S
and 3 V). All, but V. dahliae resistance structure, remained pathoge-
nic after one year of storage.

Additional keywords: powder talcum, sandy-organic substrate, methodologies, preservation.

RESUMO

Bueno, C.J.; Ambrésio, M.M. de Q.; Souza, N.L. de. Preservacao de fungos fitopatogéni cos habitantes do solo. Summa Phytopathologica, v.32, p.

42-50, 2006.

A preservacdo de fungos fitopatogénicos por longos periodos de
tempo é importante para que pesquisas possam ser realizadas a qual-
quer momento. Os fungos habitantes do solo sdo organismos que
podem produzir estruturas de resisténcia em face de situacOes adver-
sas, tais como auséncia de hospedeiros e ou condi¢Bes climaticas
desfavoraveis para a sua sobrevivéncia. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver metodologias de preservacdo de estruturas de resistén-
cia para os fungos Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga 2,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani AG4 HGI, Sclerotium
rolfsii, Sclerotinia sclerotiorume \erticilliumdahliae. O delineamento
foi inteiramente casualizado, com um método de producdo de estrutu-
ras para cada fungo, submetido a trés tratamentos [temperatura ambi-
ente delaboratdrio (28+2°C), de geladeira (5°C) e defreezer (-20°C)] e
com dois frascos por temperatura. Mensalmente, e por um periodo de

um ano, asobrevivénciae o vigor das col dnias de cada patdgeno foram
avaliadas em meios de cultura especificos. Testes de patogenicidade
foram realizados ap6s um ano de preservacdo, com as estruturas que
sobreviveram aos melhores tratamentos (temperatura) para todos os
fungos. As melhores temperaturas (tratamentos) para preservar 0s
fungos foram: @) F. oxysporum f.sp. lycopersici em temperatura de
refrigeracéo ede freezer (5,2€2,9 x 10°ufc.g detal co, respectivamen-
te); b) M. phaseolina em temperaturade refrigeracao [ 100% de sobrevi-
véncia(S) eindice3devigor (V)] e S rolfsii em temperaturaambiente
(74,4% SelV)ec) S sclerotiorumeV. dahliae, ambos em temperatura
de freezer (100% S e 3 V). Apds um ano de preservacéo, somente V.
dahliae perdeu a patogeni cidade nametodol ogiadesenvol vida.

Palavras-chave adicionais. po de talco, substrato areno-organico, metodologias, preservagdo.
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A preservacdo de fungosfitopatogénicos por longos periodos
detempo éimportante para que pesquisas possam ser realizadas
aqualguer momento (1). No entanto, 0 método de preservacao
deve manter as caracteristicas originais dos fitopatdgenos, tais
como capacidade de esporular e patogenicidade (1). Segundo Pi-
mentel et al. (24), as caracteristicas mencionadastém importan-
cianautilizagao parafinsindustriais, de ensino ou de pesquisa.
Parapreservar as caracteristicas de esporulacéo e patogenicida
de, Figueiredo & Pimentel (12) rel ataram que os microrganismos
precisam ter atividade biol égicadiminuida, reduzindo assim, a
possibilidade de ocorrerem modificactes genéticas. Os princi-
pais métodos de preservagdo utilizados sdo temperaturas baixas,
nitrogénio liquido, silica-gel, solo ou areia, tecidos secosdo hos-
pedeiro, repicagens periddi cas, dguadestiladaou método de Cas-
tellani, liofilizacdo e 6leo mineral (1, 12).

Fungos fitopatogénicos habitantes do solo constituem um
problemadedificil controle em umaéreacultivada, poisprodu-
zem estruturas de resisténcia que podem sobreviver no solo por
véariosanos.

O presente trabal ho obj etivou desenvolver metodologias de
preservacdo com as estruturas de resisténcia de Fusarium oxys-
porumf.sp. lycopersici (Sacc.) Snyder & Hansen raga 2, Macro-
phomina phaseolina (Tassi), Rhizoctonia solani Kihn AG4 HGI,
Sclerotiumrolfsii Sacc., Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
e\erticilliumdahliaeKleb., visando facilitar abuscade alterna-
tivas de controle paraesses fungos aqual quer tempo.

MATERIAL EMETODOS
Producdo deestruturasderesisténcia

Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici raga2

Deacordo com ametodol ogiade Blok (3) com modificagies,
multiplicou-se o fungo em extrato de malte liquido a 25°C, no
escuro, por setedias. Posteriormente, col ocou-se asuspensdo em
umabandejade a uminio, sem haver necessidade de centrifuga-
¢&0, com adicdo de p6 detalco napropor¢éo 2:1 (v/p). Em segui-
da, abandejafoi colocadaem estufade circulacdo forcadadear a
26°C por 14 dias, visando secar o micélio einduzir aproducéo de
estruturas deresisténciado fungo.

Macrophomina phaseolina

Utilizou-se amesmametodol ogiaadotadaparaR. solani, di-
ferindo apenas natemperaturadeincubacéo dosfrascos, quefoi
de 32°C.

Rhizoctonia solani Kiihn AG4 HGI
Adotou-seametodologiade L efevre (16) paraaproducdo de
estruturas de resisténciado fungo em substrato areno-organico.

Sclerotiumrolfsii

A producdo de esclerddiosfoi efetuada com acolocacéo de
umaestruturado fungo sobre asuperficie do meio de BDA (Ba-
tata Dextrose Agar) + 0,05 mg.mL " de oxitetraciclina, incubada
em BOD a 25°C, no escuro, por 30 dias.

Sclerotinia sclerotiorum

Seguiu-se, integralmente, ametodol ogiade producéo de es-
truturas deresisténciado fungo em substrato feijdo+fuba, descri-
tapor Ferraz & Café Filho (10).
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Verticilliumdahliae

Utilizou-se amesmametodol ogiaadotadapara R. solani, di-
ferindo no tempo e natemperaturade incubagdo dosfrascos, que
foram de 30 diase 24°C, respectivamente.

I nstalacdo do experimento

O armazenamento das estruturas foi realizado em frasco de
500mL com duas repeticdes por patdgeno, sendo cada frasco
mantido em temperaturade freezer (-20°C), degeladeira (5°C) e
em temperaturaambiente delaboratério (28+2°C). Mensalmente
e, pelo periodo de um ano, avaliou-se asobrevivénciadas estru-
turas e 0 seu vigor. A avaliagdo da sobrevivéncia das estruturas
dos patdgenos foi feita sempre retirando amostras dos mesmos
frascos submetidos astréstemperaturas. Osfrascosforam colo-
cados nastréstemperaturas de maneirainteiramente casualizada.
Aqueles mantidos atemperaturaambiente de laboratério foram
colocados no interior de armério de ago.

Avaliacdo da sobrevivéncia dasestruturase o seu vigor

Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici raga2

Adotou-se a metodol ogia de Blok (3) modificada, que con-
sistiu em efetuar trés diluicfes seriadas (1:10) de uma amostra
(p6 de talco+clamiddsporos = 10g) coletada de cada frasco em
solugdo salina (0,85% de NaCl), seguindo-se do plagueamento
dealiquotas(0,1mL) sobreo meio semi-seletivo de Komada (15).
As estruturas foram incubadas em estufa tipo BOD a 26°C, no
escuro, por 3-4 dias. Apos agerminagao das estruturas, efetuou-
seacontagem das unidadesformadoras de col nias (ufc) por gra-
made material. Foram feitas quatro repeti¢des (placas) por amos-
trade cadafrasco e paracadaumadastrésdiluigoes.

Macrophomina phaseolina

Umaamostrade 10 g do substrato + microesclerédiosfoi co-
letada de cada frasco e cada umafoi colocada, separadamente,
em umabolsade nailon. Cadabolsafoi submetidaadesinfesta-
¢80 deacordo com as seguintes etapas. imersao rapidaem & cool
70%, 20 segundos em soluc&o de hipoclorito de sddio a0,5% e
duaslavagens sucessivas em agua destiladaesterilizada. Transfe-
riram-se porcdes do substrato+microesclerédios para a superfi-
ciedo meio semi-seletivo RB (6) modificado (39 g de BDA-bata-
tadextrose dgar, 224 mgi.a. demetalaxyl, 100 mg derifampicina
elL deéaguadestilada). Asestruturasforamincubadasem estufa
tipo BOD a32°C, no escuro, por 4-5 dias. As porgdes que apre-
sentaram coldniastipicas do fungo com formagao de microescle-
rodios (cor preta) foram consideradasviaveis e contadas. Foram
feitas cinco repeti cdes (placas) por amostrade cadafrasco, sendo
cadaplacaconstituidapor 10 por¢Bes do substrato + microescle-
rodios.

Rhizoctonia solani AG4 HGI

Coletou-se umaamostrade 10g do substrato areno—orgéanico
+ esclerddios de cadafrasco e cadaumafoi colocada, separada-
mente, em uma bolsa de nailon. Em seguida, estas amostras fo-
ram submeti das a seguinte desinfestacdo superficial: imersdo ra
pidaem & cool 70%, cinco segundos em solucéo de hipoclorito
de sodio al% e duaslavagens sucessivas em aguadestilada este-
rilizada. As porgdes do substrato+esclerddios desinfestadas fo-
ram transferidas paraasuperficiedo meio semi-seletivo de KHMP
(14). Asestruturasforam incubadas em estufatipo BOD a26°C,
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no escuro, por 3-4 dias. As porcdes que apresentaram hifas
tipicas do pat6geno foram consideradas vidveis e contadas. As
hifas do patégeno foram coradas com lactofenol e avaliadas sob
microscépio estereoscopi co. Foram feitas cinco repeticoes (pla-
cas) por amostra de cada frasco, sendo cada placa constituida
por 10 porgdes do substrato+esclerddios.

Slerotiumrolfsii

Umaamostrade esclerddiosfoi coletadade cadafrasco ecada
umafoi colocada, separadamente, em umabolsadenailon. As
bolsas foram submetidas a desinfestagéo superficia de acordo
com a metodologia de Resende & Zambolim (27) para Sclero-
tium cepivorummodificada: imersdo rpidaem & cool 70%, um
minuto em solugdo de hipoclorito de sodio a 1,5% e duas lava-
gens sucessivas em agua destilada esterilizada. Os esclerédios
desinfestadosforam transferidos paraasuperficiedo meiodeBDA
+ 0,05mg.mL* de oxitetraciclina. Asestruturasforam incubadas
em estufatipo BOD a26°C, no escuro, por 3-4 dias. Os escleré-
diosque germinaram e que apresentaram hifastipicas do patoge-
no foram consideradosviéveis e contados. Foram feitascinco re-
peticdes (placas) por amostrade cadafrasco, sendo que cadapla-
cacontinha 10 esclerédios.

Sclerotinia sclerotiorum

Coletou-se umaamostrade esclerddios de cadafrasco e cada
amostrafoi colocada, separadamente, em umapeneiracom malha
de 1mm seguido deumalavagem com jato de aguadetorneirapor
cinco minutos. Os esclerddioslavados foram transferidos, sepa-
radamente, paraumabolsade néilon e desinfestados superficial-
mente atraveés dos seguintes procedimentos. um minuto em éco-
ol 50% e trés minutos em solucdo de hipoclorito de sddio a 1%
(21). Apdsdesinfestacdo, asestruturasderesisténciaforam trans-
feridas para a superficie do meio de Neon (21, 29) e incubadas
em umaestufatipo BOD a18°C, no escuro, por atéseisdias. A
viabilidade dos esclerddios foi constatada pela mudancga da cor
domeio deazul paraamarelo claro (21). Foram feitascinco repe-
ticBes (placas) por amostrade cadafrasco, sendo cadaplacaconsti-
tuidapor cinco esclerédios.

\erticilliumdahliae

Umaamostrade 10 g do substrato+microesclerddiosfoi cole-
tadade cadafrasco e cadaumafoi colocada, separadamente, em
umabolsadenéilon. Cadabolsafoi mergulhadaem aguadestila-
daesterilizada, visando umedecer o substrato efacilitar atransfe-
rénciade porgdes paraasuperficie do mei o semi-seletivo de Au-
sher et al. (2). Asestruturas foram incubadas, inicialmente, em
estufa tipo BOD a 18°C, no escuro, por 3-4 dias. A avaliacdo
inicial consistiu nacontagem de porgdes de substrato + microes-
clerédios que apresentaram hifastipicas do patdgeno. Em segui-
da, as placas foram recolocadas em estufatipo BOD a 18°C, no
escuro, por até 30 dias. Nesse periodo, ocorreu a formagéo de
microescleréddios do fungo em torno das col 6nias (cor preta), o
gue permitiu umaafericdo daavaliacdoinicial. Foramfeitascin-
co repeticles (placas) por amostra de cada frasco, sendo cada
placaconstituidapor 10 por¢des do substrato + microesclerddi-
0s.

Ascolbniasdesenvolvidasapartir dasestruturasforam avali-
adas quanto ao vigor de acordo com a seguinte escalade notas:

0—ausénciade germinagao;

1—germinac&o de algumasestruturas,
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2 —germinagado de todas as estruturas com micélio pouco vi-
goroso;

3—germinagado de todas as estruturas com micélio vigoroso,
mantendo as caracteristicas de esporulagdo e de aparecimento de
novasestruturas deresisténcia.

Teste de patogenicidade

ApG6sum ano de avaliag8o, realizou-se o teste de patogenici-
dade com as estruturas de cada espécie fungica, que sobrevive-
ram ao melhor tratamento (temperatura). Efetuou-se o reisola-
mento do patdégeno das plantas de cada tratamento paracomple-
tar o Postulado de Kock.

Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici raca?2

Ofungo, preservado no melhor tratamento, foi recuperado em
meio de BDA+oxitetraciclina. Em seguida, col6nias do fungo
foram repicadas parao meio liquido de Tochinai eincubadas a
28°C por cinco dias (23). Adotou-se a metodol ogia de inocula
¢&o do patdgeno em mudas de tomate da cultivar Kada, com 21
dias deidade, descrita por Pavan & Kurozawa (23). O delinea
mento foi inteiramente casualizado, com tréstratamentos (gel a-
deira, freezer e testemunha) e com cinco repeticdes. A parcela
(repeticdo) foi constituida por um vaso contendo trés plantas. O
tratamento testemunha consistiu haimersdo de raizes de plantas
em agua destilada. As plantas foram mantidas atemperaturade
28°C, com fotoperiodo de 12 horasdeluz e 12 horasde escuro e
em condi¢des de estufatipo BOD. Apds 25 dias dainocul agéo,
as plantas foram avaliadas de acordo com aescalade notas des-
critapor Cerezini (5).

Macrophomina phaseolina

Ofungo, preservado no melhor tratamento, foi recuperado em
mei o RB modificado. Em seguida, coldnias do fungo foram repi-
cadas paraplacas de Petri contendo palitosde madeira (tipo“ pa-
litosdedente”) inseridosem meio de BDA. Adotou-seametodo-
logiadeinoculagdo do patégeno em plantasdefeijdo dacultivar
Carioquinha, com formac&o daprimeirafolhaverdadeira, descri-
tapor Coelho Netto & Dhingra (7). O delineamento foi inteira-
mente casualizado, com dois tratamentos (gel adeira e testemu-
nha) e com cinco repeticles. A parcela(repeticdo) foi congtituida
por um vaso contendo trés plantas. O tratamento testemunhacon-
sistiu de plantas inoculadas com palitos ndo colonizados pelo
fungo. As plantas foram mantidas a temperatura de 30°C, com
fotoperiodo de 12 horas deluz e 12 horas de escuro e em condi-
¢Oesdeestufatipo BOD. Apodsseisdiasdainoculagdo, asplan-
tasforam avaliadas de acordo com aescalade notas descrita por
Coelho Neto & Dhingra(7).

Sclerotiumrolfsii

Osesclerédios do fungo, preservados no melhor tratamento,
foram recuperados em meio de BDA +oxitetraciclina. Seguiu-se
ametodol ogiadeinoculagéo do fungo descritapor Matsumoto et
al. (18). O delineamento empregado foi inteiramente casualiza-
do, com doistratamentos (ambiente e testemunha) e cinco repeti-
¢Oes. A parcela(repeticéo) foi constituida por um vaso contendo
trés sementes com dois esclerddios cada. O tratamento testemu-
nha consistiu de vasos com sementes mas sem esclerddios. As
plantas foram mantidas atemperaturade 28°C, com fotoperiodo
de 12 horasdeluz e 12 horas de escuro e em condi ¢cbes de estufa
tipo BOD. Asplantasforam avaliadas de acordo com aescalade
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notas descritapor Matsumoto et al. (18).

Sclerotinia sclerotiorum

Osesclerédios do fungo, preservados no melhor tratamento,
foram recuperados em meio de Neon. Seguiu-se ametodologia
de inoculagdo do fungo descrita por Ferraz (9) em plantas de
feijéo da cultivar Cariogquinha com formag&o da primeirafolha
verdadeira. O delineamento empregado foi inteiramente casuali-
zado, doistratamentos (freezer etestemunha) e cinco repeticoes.
A parcela(repeticéo) foi constituida por um vaso contendo trés
plantas. O tratamento testemunha consistiu de plantas inocul a-
das com palitos de madeiranéo colonizadospel o fungo. Asplan-
tasforam mantidas dentro de estufatipo BOD a26°C, em condi-
¢Besde cAmaralmida, por 72 horas. Asplantasforam avaliadas
guanto a extensado dalesdo escura (cm) apartir do ponto deino-

culacgo.

Verticilliumdahliae

O fungo, preservado no mel hor tratamento, foi recuperado em
meio seletivo de Ausher et a. (2). Em seguida, coléniasdo fungo
foram repicadas parao meio de BDA eincubadas em estufatipo
BOD, atemperaturade 24°C, por cinco dias. Seguiu-seameto-
dologiadeinocul agéo do patdgeno descritapor Cerezine (5) em
mudas detomate da cultivar Kadacom 15 diasdeidade. O deli-
neamento empregado foi inteiramente casualizado, com doistra-
tamentos (freezer etestemunha) e cinco repeticdes. A parcela(re-
peticao) foi constituidapor um vaso contendo trésplantas. O tra-
tamento testemunha consistiu naimersdo de raizes podadas de
plantasem &guadestiladapor 15 minutos. Asplantasforam man-
tidasatemperaturade 24°C, com fotoperiodo de 10 horasdeluz
e 14 horas de escuro e em condic¢Oes de estufa tipo BOD. As
plantasforam avaliadas 30 dias apdsainocul acdo, de acordo com
aescalade notas descritapor Cerezine (5).

Analiseestatisticadosdadosde sobrevivénciaevigor das
col6nias dosfungos

Em relagdo a freqliénciatotal de sobrevivéncia dos fungos,
utilizou-se o teste de Goodman (13) paracontrastes entre e den-
tro de popul agbes multinomiais[no caso binomiais, sendo consi-
derado como sucesso, a presenca (vivo), e fracasso, aauséncia

(morto)]. A avaiagéo do nimero de colénias (Fusarium) foi fel-
tapelaandlise ndo-paramétricade Kruskall-Wallis e complemen-
tadacom as comparagdes multiplas (28). A andlise dosdadosdo
vigor dascolbniasfoi redizadatambém pelatécnicando-paramé-
tricade Kruskal-Wallis e complementada com as comparagdes
multiplas entre pares de ambientes (22). Todas as comparactes
foramreadlizadasanivel de 5% designificancia.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici raga 2

As melhores condi¢des para preservar clamidosporos de F.
oxysporum f. sp. lycopersici raca 2, em p6 de talco, foram as
temperaturas de geladeirae defreezer (Tabelal). A manutencéo
do fungo em temperaturaambientendo foi eficaz, poisapdsquinze
diasdeavaliaco, todos os clamidosporos morreram (Tabela 1).

Constatou-se durante o experimento, uma oscilagéo no nd-
mero médio de clamiddsporosviévei sdo fungo nas condicBes de
temperatura de geladeira e de freezer (Tabela 1). Uma hipétese
paraexplicar essaoscilacdo, pode ser aativagdo gradual deuma
proteinanas estruturas de resi sténcia provocada por situacesde
estresseambiental (11). Situages de estresse ambiental ocorre-
ram namanutencao dos clamidosporos do fungo natemperatura
degeladeiraedefreezer do presentetrabalho. A proteinaativada
tornao fungo maisresistente e garante asua sobrevivéncia.

Windels (30) citou que aliofilizac&o é o melhor método de
preservacdo de dif erentes espéci es de Fusarium por longos peri-
odos detempo. Naliofilizagdo do pat6geno ou de suas estrutu-
ras ocorre perdade &gua, permitindo o armazenamento naausén-
ciadeoxigénio evapor de &gua(8).

Dhingra& Sinclair (8) relataram apreservacdo de Fusarium
por longos periodos de tempo pelos métodos de Castellani eem
solo. Os mesmos autorestambém constataram a manutencéo de
vérias espéciesdo fungo por cinco anos pelo método dessilica-gel
atemperaturade 5°C. Esterelato corroboracom osdados do pre-
sentetrabal ho quanto apreservacéo do fungo em temperaturade
geladeira.

O método de preservacdo em 6leo minerd ndo émuitoindica
do paraFusarium(8). Windels (30) ndo recomendaa manuten-
¢do de culturas do fungo em solo esterilizado ou em BDA, devi-
do aperdade patogeni cidade.

Tabela 1. Sobrevivéncia de clamiddsporos de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici raga 2, com as estruturas submetidas a trés condicOes de

temperatura (tratamentos) e avaliacdo desse parametro durante um ano.

Tratamentos Periodos avaliados (os dois primeiros em dias e depois mensalmente) Andlise estatistica
0 15 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
% meédia de unidades formadoras de col6nia (ufc).g? talco
Ambiente 3375 462 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0* (0% 27.000) b®
Geladeira 3375 4462 8350 9450 12375 2850 4075 6525 3387 3075 2600 5200 5125 2950 | 34.150 (20.000; 98.000) a
Freezer 3375 4300 5125 3512 4662 2337 3925 1637 2675 950 2425 2887 1300 1587 | 22.2501 (7.600; 41.000) a

Mediana do nimero de colénias/g de talco do fungo;
2Semi-amplitude interquartilica com valores minimo e maximo do nimero de col6nias/g de talco do fungo;
3Comparagdes entre tratamentos.
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Macrophomina phaseolina

A melhor temperaturaparamanter aviabilidade dosmicroes-
clerédiosde M. phaseolina, produzidos e armazenados naforma
desubstrato areno-organico, foi ade geladeira(Tabela?2).

Mihail (20) citou que microesclerddios de M. phaseolina pro-
duzidos sobre palito de madeirae mantidos em temperaturaam-
biente podem ser assim preservados por ¢inco anosou mais. Ain-
dasegundo 0 mesmo autor, pode-se armazenar isolados do pat6-
geno no método de congelamento (-70°C).

No presente trabal ho, os dados da temperatura de freezer (-
20°C) mostraram que o isolado de M. phaseolina morreu apds
doismesesde avaliagdo, inviabilizando a preservagéo do fungo
nestacondicéo.

Rhizoctoniasolani AG4HGI

A armazenagem deesclerédiosdeR. solani, produzidosem
substrato areno-orgéanico, ndo foi promissora. ApGos cinco meses
deavaliagdo, as estruturas de resisténcia do fungo ndo suporta-
ram a preservacdo em nenhuma das trés temperaturas testadas
(Tabela2). N&o se constatou diferencasignificativaentre ostra-
tamentos quanto a sobrevivéncia dos esclerddios e o vigor das
colénias(Tabela?2).

Carling & Sumner (4) relataram queisol ados de Rhizoctonia
podem ser mantidos no laboratério em temperaturaambiente (20-
30°C) por 6-12 mesesem meio PDYA (Batatadextroselevedura
agar), em placade Petri com o meio BDA (Batatadextrose &gar),
em tecidos de plantas infectados ou em solo contendo 4% de
farelodetrigo.

No presentetrabal ho, apreservacdo do fungo em temperatura
ambientendo confirmaacitagdo de Carling & Summer (4).

Culturas de Rhizoctonia n&o podem ser armazenadas segun-
do Carling & Sumner (4) em temperatura de geladeira porque
diminui aviabilidade do patdgeno, o que comprovacom osda
dosobtidos no presentetrabalho (Tabela2). Aindasegundo Car-
ling & Sumner (4), muitos isolados de Rhizoctonia podem ser
preservados por 10 anos ou maisem graos.

Dhingra& Sinclair (8) relataram apreservacdo de culturasdo
fungo por aguns anos pelo método de Castellani. Esses autores
descreveram também a manutengdo do fungo por longos perio-
dosde tempo no método de armazenagem em solo.

Sclerotiumrolfsii

A manutencdo de esclerddios do fungo deformaindividuali-
zada, nastréstemperaturastestadas, ndo foi eficiente. No entan-
to, asestruturas preservadas em temperaturanatural delaboraté-
rio (ambiente) sobreviveram por um ano, mas com diminui¢do de
25,6% da sobrevivénciae indice médio devigor 1 das col6nias.
Punja & Rahe (26) relataram a armazenagem de S rolfsii por
longos periodos de tempo (acima de cinco anos) no método de
6leo mineral, sendo as culturas do fungo mantidas neste método
atemperaturaambiente.

Sclerotinia sclerotiorum
A melhor formadepreservar S sclerotiorumfoi manter
os esclerddiosindividualizados do fungo em temperaturadefre-
ezer, poisasestruturas mantiveram 100% de sobrevivénciae com
indice médio 3 devigor (Tabela2). A manutencdo do fungo em
temperaturaambientendo foi eficaz, poisapdsummésdeavalia-
¢80, todos os esclerédios morreram (Tabela2).
Pratt (25) citou que asestruturasderesisténciade S. scleroti-
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orumremovidas de plantas doentes ou de meios de culturaman-
tém-se vidveis por longos periodos na temperatura de 2 a 5°C.
No presentetrabal ho, observou-se que apds nove mesesde avali-
acdo (Tabela2), ocorreu diminui¢do gradativanasobrevivéncia
do fungo na temperatura de geladeira (5°C). Essa observacéo,
permite concluir que apreservacdo do fungo nestacondicao pre-
cisade estudos por maistempo paraconfrontar com osrelatosde
Pratt (25).

Verticilliumdahliae

A melhor temperatura paramanter os microesclerodiosde V.
dahliae, produzidos e armazenados até um ano naformade subs-
trato areno-organico, foi adefreezer (Tabela2).

Melouk (19) relatou que quando o fungo V. dahliae € mul-
tiplicado em uma mistura de solo, perlita e turfa e mantido em
temperaturade 5°C, pode ser assim preservado por cinco anosou
mais. No presentetrabalho (Tabela2), asestruturasde V. dahliae
apresentaram 94% de sobrevivénciaquando armazenadas até um
ano natemperaturade geladeira (5°C) contra 100% natempera-
turadefreezer (-20°C) eambiente (28+2°C).

Melouk (19) citou o armazenamento de muitas espécies do
género \erticillium a temperatura de 20-30°C em meio BDA.
Dhingra & Sinclair (8) relataram a preservacdo de culturas do
fungo durante alguns anos pelo método de Castellani.

Teste de patogenicidade

Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici raca?2

Asestruturasdo fungo mantiveram a patogeni cidade nas duas
mel hores temperaturas de preservagdo (geladeiraefreezer). No
entanto, quando armazenadas em temperatura de geladeira cau-
sam severidade dadoencasignificativamente maior do que para
aquelas manti das em temperaturade freezer (Tabela3).

Tabela 3. Severidade da doenca causada por Fusarium oxysporum
f.sp. lycopersici.

Tratamentos
Geladeira Freezer Testemunha
88t & 69 b Oc

1Severidade da doenga. Média de cinco repeticoes;

2Médias seguidas da mesma letra por tratamento néo diferem estatis-
ticamente 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 corta-
do na altura do primeiro internédio logo acima dos cotilédones;

20 - vasos coloridos naregido do primeiro internddio sem outros sin-
tomasvisivels;

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 amarel ecimento;

80 - vasos coloridos até proximo ao ponteiro e maioria das folhas
murchas com excegdo do ponteiro;

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

Summa Phytopathol., Botucatu, v.32, n. 1, p. 42-50, 2006



Tabela 2. Sobrevivéncia das estruturas das espécies fungicas Verticillium dahliae, Macrophomina phaseolina, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia
sclerotiorum e Rhizoctonia solani e vigor das col6nias respectivas, com as estruturas de cada espécie submetidas a trés temperaturas (trata-
mentos) e avaliacdo desses par@metros durante um ano.

Tratamentos Periodos avaliados (os dois primeiros em dias e depois mensalmente) Andlise estatistica
0 15 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1o 1 12
% média de estruturas viaveis — Macrophomina phaseolina Vivost Mortos
Ambiente 100 100 100 100 100 100 96 98 100 100 100 gg 1009 100 |99,43%% 1392 0,51b; 8
Geladeira 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 41099 100 100|100 & 1400 0a0
Freezer 00 200 97 14 0O 0O O O 0O O O o o 0 |2221¢311 77,79c; 1089
Indice médio de vigor —Macrophomina phaseolina
Ambiente 30 30 20 20 20 20 16 18 20 20 20 ;g 90 20 20° (16-30°) b*
Geladeira 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 39 30 30 30(30-30) a
Freezer 30 30 18 10 00 00 00 00 00 00 00 gg ogg 00 0(0-30) ¢
% médiade estruturas vidveis - Rhizoctonia solani Vivos Mortos
Ambiente 100 100 100 100 100 100 0 O O O O o o O |4286a600 57,142 800
Geladeira 100 100 100 100 100 100 3 O O O O o o O (45292634 54,714 766
Freezer 100 100 100 91 86 86 31 0 0 0 0 0 0 0 1424343594 57,57 a 806
Indice médio de vigor — Rhizoctonia solani
Ambiente 30 30 30 20 20 20 00 00 00 00 00 go oqo 00 0(0-30) a
Geladeira 30 30 30 20 20 20 10 00 00 00 00 gg oqgo 00 5(0-30)a
Freezer 30 30 20 12 12 12 10 00 00 00 00 g gqgg 00 5(0-30) a
% médiade estruturas viaveis— Sclerotiumrolfsii Vivos Mortos
Ambiente 100 100 100 100 100 100 100 100 52 50 46 39 35 19 |7436a 1041 2564c; 359
Geladeira 100 100 100 100 9% 0 O 0O O O 0 g o O |3536b495 64,64b;905
Freezer 100 100 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 [15,71c; 220 84,294& 1180
i ndice médio devigor — Sclerotiumrolfsii
Ambiente 30 30 30 30 30 30 30 20 10 10 10 39 10 09 25(9-30) a
Geladeira 30 30 20 20 15 00 00 00 00 00 00 gg ogg 00 0(0-30)b
Freezer 30 20 10 00 00 00 00 00 00 00 00 ng g 00 0(0-30) b
% médiade estruturas vidveis— Sclerotinia sclerotiorum Vivos Mortos
Ambiente 00 100 9 o0 O O O O O O 0 g g 0 |21,29¢298 7871g 1102
Geladeira 100 100 98 97 100 100 100 100 100 100 98 g g 52 |9121b; 1277 8,79b; 123
Freezer 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 499 199 96 199714 1396  029c; 4
Indice médio devigor — Sclerotinia sclerotiorum
Ambiente 30 30 18 00 00 00 00 00 00 00 00 g oqgo 00 0(0-30)c
Geladeira 30 30 26 18 20 20 20 20 20 20 18 34 10 10 20 (10-30) b
Freezer 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 39 2g 22 30(22-30) a
% meédiade estruturas viaveis—\erticillumdahliae Vivos Mortos
Ambiente 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 199 100 100 |100a; 1400 0b; 0
Geladeira 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 g7 gg 62 9407b; 1317 593483
Freezer 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 499 309 100|100 & 1400 0b; 0
Indicemédio devigor —\erticillumdahliae
Ambiente 30 30 30 20 20 20 20 20 20 20 20 30 20 20 20 (20-30) b
Geladeira 30 30 30 30 30 20 20 20 20 20 20 315 10 10 20 (10-30) b
Freezer 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 253 ag 30 30(30-30) a
1Sobrevivéncia das estruturas dos fungos;
2Porcentagem de sobreviventes: vivos e mortos. Média de dez repeticdes;
*Comparagdes entre tratamentos;
4Soma das freqliéncias de sobreviventes (vivos e mortos) das estruturas dos fungos;
SMediana da soma das notas do indice de vigor das colnias dos fungos;
6Semi-amplitude interquartilica com vaores minimo e maximo da soma das notas do indice de vigor das colénias dos fungos.
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Tabela 4. Severidade da doenga causada por Macrophomina
phaseolina.

Tratamentos

Geladeira Testemunha
6 0

!Severidade da doenga. Média de cinco repeticoes;

"Escala de notas:

1- sem sintoma ao redor do ponto de inoculag&o;

2 - halo escuro ao redor do ponto de inoculagéo;

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

4 - idem ao 3 com lesfo de 1 cm;

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

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

7 - idem ao 3 com lesdo entre 4 para 6 cm ou sem limite definido ou
com pouco picnidio nabase da les&o;

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

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

Tabela 6. Severidade da doenga causada por Sclerotinia
sclerotiorum.

Tratamentos

Freezer Testemunha
3 0

'Severidade da doenca (extensdo da lesdo em cm). Média de cinco
repeticoes.

Macrophomina phaseolina

Os microesclerédios de M. phaseolina podem ser preserva
dos naformade substrato areno-organico e mantidos em tempe-
ratura de geladeira por até um ano, pois as estruturas conserva-
ram apatogenicidade (Tabela4).

Slerotiumrolfsii

Verificou-se que apesar dos esclerddiosindividuaizados de
S rolfsii terem tido perda de 25,6% da sobrevivéncia apds um
ano em temperaturaambi ente, 0s mesmos mantiveram a patoge-
nicidade (Tabelab).

Sclerotinia sclerotiorum

Observou-se que os esclerddiosindividualizados de S. scle-
rotiorum, produzidos em meio defeijdo+fubd e mantidos até um
ano em temperaturade freezer, mantiveram apatogenicidade (Ta-
bela6).

\erticilliumdahliae
Com base nos resultados de sobrevivénciaevigor dascol 6ni-
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Tabela 5. Severidade da doenca causada por Sclerotium rolfsii.

Tratamentos

Ambiente Testemunha
i 0

!Severidade da doenga. Média de cinco repeticdes;
"Escala de notas:

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

2 - tombamento de pré e pds-emergéncia.

Tabela 7. Severidade da doenca causada por Verticillium dahliae.

Tratamentos

Freezer Testemunha

1 0

1Severidade da doenga. Média de cinco repetices;

"Escala de notas:

0 - plantas sadias sem sintomas externos ou internos no caule corta-
do na altura do primeiro internddio logo acima dos cotilédones;

20 - vasos coloridos naregido do primeiro interndio sem outros sin-
tomasvisiveis;

40 - vasos coloridos até a altura da primeira folha com pelo menos
um folfolo 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 excegdo do ponteiro;

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

asdeV. dahliae (Tabela 1) constatou-se que anovametodol ogia
desenvolvidapropiciavaapreservacdo do fungo em substrato are-
no-organico desde que mantido em temperatura de freezer. No
entanto, verificou-se que aseveridade dadoencafoi baixa(Tabe-
la7), o queinviabilizaessametodol ogiade preservacdo paraeste
fungo.

ParaR. solani AG4 HGI n&o foi realizado o teste de patoge-
nicidade, pois a metodol ogia de preservacdo desenvolvida ndo
mostrou ser promissora(Tabela?2).

Os dados das Tabelas 1, 2, 3, 4, 5 e 6, mostram uma nova
metodol ogiae umanovaalternativade preservagdo paraosfun-
gosF. oxysporumf.sp. lycopersici raga2, M. phaseolina, S rol-
fsii eS. sclerotiorum por no minimo um ano.

Ascinco espéciesfungicasinocul adas nas plantasforam rei -
soladas, compl etando assim, o postulado de Koch.

Segundo Dhingra& Sinclair (8) ndo existe um método uni-
versal paraarmazenar patdgenosde plantas. Aparecidoeta. (1)
mencionaram que 0 método de preservagdo deve manter ascarac-
teristicas originais dos fitopatégenos como a capacidade de es-
porular e apatogenicidade.
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Apesar dos dados obtidos no presente trabal ho abrirem novas
aternativas de preservacdo para F. oxysporumf.sp. lycopersici
raga2, M. phaseolina, S rolfsii e S sclerotiorum, futuros traba-
Ihos deverdo testar esses métodos por um tempo maior de arma-
zenagem paraconfirmar aeficiciade cadaum. A manutencdo de
estruturas de resisténcia dos fungos do presente trabal ho, asse-
gurou ando ocorrénciade modificagdes genéticas, poisde acor-
do com Figueiredo & Pimentel (12), quanto menor a atividade
bi ol 6gicamenor apossibilidade de ocorrerem ateragdes mol ecu-
lares.

Trabalhos envolvendo comparagéo de métodos de preserva-
¢do precisam avdiar, além dasobrevivéncia, vigor e patogenici-
dade dosfungos, também aseveridade dadoenca. A manutencao
dessas caracteristicas é vital nabusca de novas aternativas de
controle.

Osmétodos de preservacdo devem ter baixo custo e requerer
pouco espago. Estesrequisitosforam contemplados nos métodos
desenvolvidos paraF. oxysporumf.sp. lycopersici raga2, M. pha-
seoling, S.rolfsii e S. sclerotiorum. Hanaliteraturametodol ogi-
as promissoras para preservar alguns destes fitopatégenos. No
entanto, as mesmas requerem aaquisi ¢ao de equi pamentos caros
e especificos, taiscomo no método de congelamento, nitrogénio
liquido e liofilizacdo.

Futurostrabalhos deverdo desenvolver procedimentosdeino-
culagdo, utilizando os métodos de producdo e preservacdo do pre-
sentetrabal ho. O desenvol vimento destes procedimentos serafun-
damental narealizacdo de diversos tipos de estudos em que a
regularidade de aparecimento da doenca seja garantida. Dessa
forma, os métodos de producéo e preservacdo de estruturas de
resisténcia dos fungos Fusarium, Macrophomina, Sclerotiume
Sclerotinia, possibilitaréo no prazo de pelo menos um ano, in6-
culos em quantidade e qualidade padronizados de forma que a
gual quer momento poder-se-80 utilizé-os.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Aparecido, C.C.; Egydio, A.PM.; Figueiredo, M.B. Avaliagdo de
trés métodos para preservagdo de fungos fitopatogénicos. Sum-
ma-Phytopathologica, Jaboticabal, v.27, n.4, p.421-424, 2001.

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

3. Blok, W.J. Early decline of asparagus in the Netherlands:
etiology, epidemiology and management. 1997. 177f. Phd (The-
sis) — Wageningen Agricultural University, Wageningen, 1997.

4. Carling, D.E.; Sumner, D.R. Rhizoctonia. In: Singleton, L.L.; Mihail,
J.D.; Rush, C.M. (Ed.). Methods for research on soilborne
phytopathogenic fungi. St. Paul: The American Phytopatholo-
gica Society, 1992. p.157-165.

5. Cerezine, PC. Murcha de Verticillium em tomateiro: variabi-
lidade do pat6geno e comportamento de variedades. 1989. 80f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Protecéo de Plantas) - Fa-
culdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulis-
ta, Botucatu, 1989.

6. Cloud, G.L. Comparison of three media for enumeration of scle-
rotia of Macrophomina phaseolina. Plant Disease, St. Paul, v.75,
n.8, p.771-772, 1991.

7. Coelho Netto, R.A.; Dhingra, O.D. Method for evaluating bean
genotype reaction to Macrophomina phaseolina. Fitopatologia

Summa Phytopathol., Botucatu, v.32, n. 1, p. 42-50, 2006

Brasileira, Brasilia, v.21, n. 2, p.236-242, 1996.

8. Dhingra, O.D.; Sinclair, J.B. Basic plant pathology methods. 2.
ed. Boca Raton: CRC Press, 1995. 434p.

9. Ferraz, L.C.L. Biologia de Sclerotinia sclerotiorum e aspectos
de controle cultural de mofo-branco em feijoeiro. 1996. 202f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitopatologia) — Faculda-
de de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasi-
lig, Brasilia, 1996.

10. Ferraz. L.C.L.; Café Filho, A.C. Efeito da adicdo de fuba no
meio de producéo de esclerddios e outros fatores influenciando
na formagéo de apotécios de Sclerotinia sclerotiorum. Fitopa-
tologia Brasileira, Brasilia, v.23, n.3, p.364-369, 1998.

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

12. Figueiredo, M.B.; Pimentel, C.PV. Métodos utilizados para con-
servacdo e fungos na micoteca da se¢éo de micologia fitopatol -
gica do instituto biolégico. Summa Phytopathologica, Piraci-
caba, v.1, n4, p. 299-302, 1975.

13. Goodman, L.A. Simultaneous confidence intervals for contrasts
among multinomial populations. Annals of Mathematical Sta-
tistics, Beachwood, v.35, n.2, p.716-725, 1964.

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

15. Komada, H. Development of a selective medium for quantitative
isolation of Fusarium oxysporum from natural soil. Review of
Plant Protection Research, Tokyo, v.8, p.114-124, 1975.

16. Lefevre, A.FV. Determinagéo da temperatura letal para Rhi-
zoctonia solani Kithn e Sclerotium rolfsii Sacc. e efeitos da
solarizacdo sobre algumas variaveis do solo. 1990. 94f. Dis-
sertacdo (Mestrado em Agronomia/Protecdo de Plantas) — Fa-
culdade de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulis-
ta, Botucatu, 1990.

17. Lockwood, J.L. Curso avancado sobre fitopatdgenos do solo.
Piracicaba: Universidade de S&o Paulo, 1977. 41p.

18. Matsumoto, M.N.; Homechin, M.; Massola Jr., N.S.; Kamikoga,
A.T.M. Efeito do substrato de cultivo na producdo de esclerddi-
0s e ha patogenicidade de Sclerotium rolfsii. Summa Phytopa-
thologica, Jaboticabal, v.26, n.1, p.91-94, 2000.

19. 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.

20. Mihail, J.D. Macrophomina. In: Singleton, L.L.; Mihail, J.D.;
Rush, C.M. (Ed). M ethodsfor research on soilbor ne phyto-
pathogenic fungi. St. Paul: The American Phytopathol ogi-
cal Society, 1992. p.134-136.

21. Nasser, L.C.B.; Boland, GJ,; Sutton, J.C. Meio de cultura
semi-seletivo paradeteccdo daviabilidade dos esclerddiosde
Sclerotinia sclerotiorum. Fitopatololgia Brasileira, Brasi-
lia, v.20, n.2, p.376, 1995. Resumo.

22.Norman, GR.; Steiner, D.L. Biostatistics—thebare essen-
tials. St. Louis: Mosby Boor, 260 p. 1994.

23. Pavan, M.A.; Kurozawa, C. Comportamento dea gumascul-
tivares e progénies de tomateiro asragas 1 e 2 de Fusarium
oxysporumf.sp. lycopersici (WR) Snyder & Hansen. Sum-
ma Phytopathologica, Piracicaba, v.7, n.3/4, p.57-62, 1981.

24. Pimentel, C.PV.; Pitta, GB.P,; Figueiredo, M.B. Preserva-
¢80 da patogeni cidade de al gunsfungos conservados em agua
destilada. O Bioldgico, Sdo Paulo, v.46, n.12, p.279-308,

49



1980.

25. Pratt, R.G. Sclerotinia. In: Singleton, L.L.; Mihail, J.D.; Rush,
C.M. (Ed). Methods for research on soilbor ne phytopa-
thogenic fungi. St. Paul: The American Phytopathological
Society, 1992. p.74-78.

26. Punja, Z.K.; Rahe, JE. Sclerotium. In: Singleton, L.L.; Mihail,
J.D.; Rush, C.M. (Ed). Methodsfor research on soilborne
phytopathogenic fungi. St. Paul: The American Phytopa-
thological Society, 1992. p.166-170.

27. Resende, M.L.V.; Zambolim. L. Eficiénciade métodos utili-
zados paraquantificacdo dapopul agdo de esclerddios de Scle-
rotium cepivorum Berk. no solo. Fitopatologia Brasileira,

50

Brasilia, v.11, n.3, p.493-500, 1986.

28.Siegdl, S.; Castellan Jr., N.J. Non parametric statisticsfor
the behavioral sciences, 2. ed. New York: McGraw-Hill,
1988. 312p.

29. Steadman, JR.; Marcinkowska, J.; Rutledge, A. Semi-se-
lective medium for isolation of Sclerotinia sclerotiorum. Ca-
nadian Jour nal of Plant Pathology, Guelph, v.16, n.1, p.70,
1994.

30. Windels, C.E. Fusarium. In: Singleton, L.L.; Mihail, J.D.;
Rush, C.M. (Ed). M ethodsfor resear ch on soilbor nephyto-
pathogenic fungi. St. Paul: The American Phytopathol ogi-
cal Society, 1992. p.115-128.

Summa Phytopathol., Botucatu, v.32, n. 1, p. 42-50, 2006



