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RESUMO

BELOTI, IGOR FORIGO. Viabilidade de fungos necrotréficos sob diferentes
meétodos de preservacdo. 2015. 89 p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia/Fitopatologia) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia. *

As colecdes ex situ de culturas flngicas sdo um importante patriménio biolégico,
uteis a micologia e fitopatologia como suporte em trabalhos cientificos. Disponibilizam
patdgenos a qualquer momento para: identificagdo, estudos morfofisioldgicos, ciclo de
vida, epidemiologia, resisténcia aos fungicidas e programas de melhoramento, visando
resisténcia a doencas. N&o h& um método de preservacdo que seja eficiente e
recomendado para os diferentes grupos de fungos, sendo mais adequado aquele que
mantiver, mesmo apds longos periodos, as caracteristicas originais da cultura —
viabilidade, esporulacdo e patogenicidade —, evitando mutacGes e contaminacfes
indesejadas. A escolha ira depender da infraestrutura do laboratdrio, do microrganismo
em estudo, dos objetivos do trabalho e de preferéncias e conhecimentos do pesquisador.
Para os fungos necrotroficos, que passam alguma fase de seu ciclo de vida como
saprofitas, podendo ser isolados em meio de cultivo, utilizam-se: repicagens periddicas,
tecidos secos do hospedeiro, Castellani, 6leo mineral, terrico, congelamento, silica-gel,
liofilizacdo e criopreservacdo. O trabalho objetivou avaliar a eficiéncia de métodos de
preservacdo e o tempo méximo de manutencdo da viabilidade, esporulacdo,
colonizacao/patogenicidade de fungos fitopatogénicos necrotréficos utilizados no
Laboratorio de Micologia e Protecdo de Plantas (LAMIP) em Uberlandia (MG) e no
Laboratorio de Microbiologia e Fitopatologia (LAMIF) em Monte Carmelo (MG),
preservados pelos métodos: terrico (68 isolados), esclerddios (Sclerotinia sclerotiorum)
em 4 °C (10 isolados), gelatina (17 isolados), 6leo mineral (31 isolados) e silica-gel (14
isolados), em diferentes datas. Mantiveram-se vidveis 38 isolados em terrico, trés
isolados em 6leo mineral e 10 isolados em gelatina. O tempo maximo de preservacao de
esclerddios foi de quatro anos, sendo que todos os isolados em silica-gel permaneceram
viaveis.

Palavras-chave: Colonizacdo, esporulacdo, patogenicidade, preservacdo ex situ,
viabilidade.

1 Orientador: Prof. Dr. Fernando Cezar Juliatti - UFU



ABSTRACT

BELOTI, IGOR FORIGO. Viability of necrotrophic Fungi under different
preservation methods. 2015. 89 p. Uberlandia: UFU, 2015. 89 p. Dissertation (Master
Program Agronomy/ Phytopathology) — Federal University of Uberlandia, Uberlandia. *

The ex situ fungal cultures collections represent important biological heritage and is
useful for mycologists and plant pathologists, supporting several scientific works. They
provide viable pathogens anytime and assisting at identification, morpho-physiological
aspects, life cycle, epidemiology, resistance to fungicides and breeding programs in
resistance of diseases. However, there is not a universal preservation method that is
efficient and suitable for the different groups of fungi. The most appropriate is the one
that maintain, even after long periods, the original characteristics of culture: viability,
sporulation and pathogenicity, excluding mutations and undesirable contamination. The
choice will depend of the laboratory infrastructure, micro-organism, objectives,
preferences and knowledge of the researcher. For necrotrophic fungi, after passing their
life cycle stage as saprophytes they can be isolated in growing medium, using different
preservation methods, especially: periodic transfer, dried host tissues, sterile water
(Castellani), mineral oil, sterile soil, freezing, silica gel, lyophilization and
cryopreservation. The study aimed to describe the efficiency of sterile soil (68 isolates),
resistant structures (Sclerotinia sclerotiorum) in 4°C (10 strains), gelatin (17 strains),
mineral oil (31 strains) and silica gel (14 strains) on the maintenance of viability,
sporulation and colonization-pathogenicity of phytopathogenic necrotrophic fungi
preserved in different dates, in Laboratério de Micologia e Protecdo de Plantas
(LAMIP), Uberlandia (MG), and in Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia
(LAMIF), Monte Carmelo (MG). The gelatine method has never been tested for fungi.
The viability remained in 38 strains of sterile soil; three of mineral oil, 10 of gelatin.
Sclerotia’s maximum time of preservation was four years, and all fungal strains were
viable on silica gel.

Keywords: Colonization, pathogenicity, preservation ex situ, sporulation, viability.

! Major Professor: Prof. Dr. Fernando Cezar Juliatti - UFU



1 INTRODUCAO

A prética de se preservar microrganismos inicia-se com o desenvolvimento da
microbiologia como ciéncia autdbnoma. A partir do século XIX, apresentou notavel
desenvolvimento a partir do reconhecimento da grande importancia dos fungos, algas,
bactérias e demais microrganismos. Por esse motivo, com o objetivo de isolar, cultivar e
preservar tais espécies, inimeras técnicas passaram a ser desenvolvidas e aprimoradas.
Nesse contexto, culturas fungicas fitopatogénicas preservadas em laboratorio sdo
primordiais para trabalhos e pesquisas de micélogos e fitopatologistas (FIGUEIREDO;
PIMENTEL, 1975; FIGUEIREDO et al., 1980).

O isolamento, a identificacdo, a preservacdo e o uso de microrganismos Sao
praticas imprescindiveis para o desenvolvimento de pesquisas, processos e a obtencao
de produtos de interesse econdémico. Assim, é necessario manter os isolados viaveis por
longos periodos (GIRAO et al., 2004), evitando a ocorréncia de mutacdes que alterem
as suas caracteristicas (APARECIDO; FIGUEIREDO, 1997). Em alguns casos, deseja-
se preservar um microrganismo que foi selecionado e melhorado, com vistas a manter
sua nova identidade (DELLARETTI, 2014). Vale ressaltar que a preservacdo de uma
linhagem néo visa somente manter inalterado o estado inicial do microrganismo, mas
conhecer o periodo maximo de viabilidade celular e 0 nimero de células viaveis
(APARECIDO et al., 2013).

A preservacdao de patdgenos € necessaria para a comparacdo entre diferentes
espécies, a identificacdo de novas racas e os estudos laboratoriais (FURTADO et al.,
2008). Rotineiramente, é mais empregada para a realizacdo de bioensaios (FONG et al.,
2000; GIRAO et al., 2004).

Um método que seja confidvel e eficaz permite propagulos suficientes para
inoculacdo em testes de patogenicidade, pesquisas visando resisténcia de plantas a
doencas, resisténcia adquirida a fungicidas e elaboracdo de estudos retrospectivos e
prospectivos. Com isso, elucidam-se o estado bioldgico, a etiologia e os aspectos
epidemioldgicos (FONG et al., 2000; GIRAO et al., 2004).

O desenvolvimento de metodologias mais adequadas a preservacdo de

microrganismos e de grande importancia. Todavia, observa-se uma grande lacuna entre



as publicacdes cientificas pertinentes, com um ndmero reduzido de estudos abordando a
problemaética da selecéo e validacao de protocolos, bem como a avaliagdo dos desafios e
perspectivas de coleta, processamento, estocagem e manutencdo de amostras
microbiologicas (SOLA et al., 2012). Diante do exposto, nota-se a relevancia dos
métodos de preservacdo de culturas fungicas em laboratorio; logo, o conhecimento

acerca do método mais apropriado se faz necessario.

Destarte, 0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de métodos
de preservacao utilizados no Laboratorio de Micologia e Protecdo de Plantas (LAMIP)
em Uberlandia (MG) e no Laboratdrio de Microbiologia e Fitopatologia (LAMIF) em
Monte Carmelo (MG), e o tempo maximo de manutencdo da viabilidade, esporulacdo,

colonizag&o/patogenicidade de fungos fitopatogénicos necrotroficos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia das cole¢des de interesse fitopatoldgico (ex situ)

Dentre as formas de se manter o patriménio genético, € possivel descrever duas
categorias: a preservacao in situ (no local de origem) e a preservacgéo ex situ (fora do
local de origem). A preservacgéo ex situ, a partir de colec¢des de culturas, tem garantido a
sobrevivéncia, a estabilidade e a pureza de linhagens durante longos periodos,
empregando diversos métodos de manutencdo e, principalmente, disponibilizando as
culturas para a comunidade cientifica e tecnoldgica de diversos paises (ANJOS et al.,
2012; SOLA et al., 2012).

Microrganismos e materiais bioldgicos tém sido historicamente preservados e
distribuidos por cole¢des de culturas. Os diferentes tipos de cole¢des tém importancia
destacada na preservacdo e exploracdo da diversidade genética e metabolica, com a
finalidade de pesquisa e desenvolvimento (CANHOS, 2003). A preservacao ex-situ de
recursos genéticos microbianos, vegetais e animais € uma pratica indispensavel ao
desenvolvimento da ciéncia e tecnologia em diversos setores de relevancia
socioeconémica. Ela permite dispor do microrganismo a qualquer momento para a
realizacdo de experimentos, trabalhos de rotina, atendimento a solicitacdes de outros
pesquisadores, fins didaticos, estudos comparativos, dentre outros (GERHARDT,
1994).

De fato, tais colecOes sdo essenciais para o suporte ao desenvolvimento da
biotecnologia, provendo insumos, material bioldgico certificado e informacbes
associadas, além de funcionar como centros de conservacdo da biodiversidade e de
material genético (ABREU; TUTUNJI, 2004). S&o, portanto, ferramentas fundamentais
para profissionais, uma vez que estreitam o conhecimento e fortalecem a interacdo dos
grupos, suplantando fronteiras para a multidisciplinaridade de modo atemporal e sem
delimitacdo geografica (SOLA et al., 2012).

As estratégias tradicionais de isolamento e selecdo de microrganismos tém
garantido o desenvolvimento de novos farmacos e aplicagdes nas areas de saude,
agricultura, industria e meio ambiente. Nos ultimos anos, novas abordagens de trabalho,

envolvendo metodologias de bioinforméatica e biologia molecular, permitem a



prospeccdo de informagdes a partir de dados genémicos e a analise de microrganismos
sem a necessidade de isolamento e cultivo, a partir da clonagem direta de DNA de
amostras ambientais (OLIVEIRA et al., 2006). Nesse sentido, pesquisas referentes a
analise de DNA e ao mapeamento genético enfatizam ainda mais a importancia de
colecdes vivas para estudos filogenéticos (LEAL-BERTOLI, 1998).

Diversos paises tém sugerido a ampliacdo de colecBes, com a formalizagédo de
redes distribuidas pelo mundo, incluindo normas padronizadas, harmonizagdo de a¢des,
gerenciamento de informac0es e transparéncia da comunicagéo. Isso seria feito para que
as colecdes de culturas passem a ser de propriedade mundial, com aplicacéo destinada a

comunidade, para seu bem-estar e seguranca (SOLA et al., 2012).

A devida caracterizacdo e preservacdo dos recursos microbianos sdo
fundamentais para o desenvolvimento da bioeconomia no século XXI (OLIVEIRA et
al., 2006). Paises em desenvolvimento ainda ndo perceberam a importancia de
desenvolver conhecimentos para bioprospeccdo, preservacdo e uso da diversidade
microbiana (CANHQOS, 1994). A existéncia de uma colecdo de fungos também sana
dificuldades, como a aquisi¢do de material de colecdes do exterior e o perigo, sempre
presente, da introducdo de racas e bidtipos de patdgenos inconvenientes a nossa
agricultura (APARECIDO; CAMILO, 2013).

2.2 Principais colegBes e 6rgdos regulamentadores

Existem varias cole¢Bes, com énfase em microrganismos de relevancia mundial
como a American Type Culture Collection (ATCC), de Manyland, nos EUA; a
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), na Alemanha; o
International Mycological Institute (IMI), com sede na Inglaterra; o Centraalbureau
voor Schimmelcultures (CBS), em Baar-Delft, Holanda; o Institute For Fermentation
(IFO), em Osaka, Japdo; o Japan Collection of Micro-organisms (JCM), em Wako,
Japao; e a Mycotheque De L’Université Catholique de Luvain (MUCL), localizada em
Luvain-le-Neuve, Bélgica (CAVALCANT]I, 2010).

Exemplos de colecGes em que predominam a preservacdo de isolados flngicos
sdo o Fusarium Research Center, na Universidade do Estado de Pensilvania (EUA),
com aproximadamente 16 mil isolados (SINGLETON et al., 1992); e o Cereal Research



Centre (CRC) em Winnipeg, Manitoba (Canada), para manutencdo de isolados de
Ustilago tritici (MENZIES et al., 1997).

A World Federation for Culture Collections (WFCC) e a European Culture
Collection Organization (ECCO) atuam como féruns de discussdo, agrupando uma
massa critica de colecdes e usuérios a fim de facilitar o progresso da preservagdo
genética ex situ. O WFCC reline em torno de 700 sdcios, pertencentes a 62 paises, e
conta com aproximadamente 470 colecdes registradas no World Data Center for Micro-
organisms (WDCM). Das colec¢des cadastradas no WDCM, estima-se a manutencéo de
mais de um milhdo de cepas, em que 44% séo fungos, 43% bactérias, 2% virus, 1%
células vivas e 10% espécimes como plasmideos, plantas, células animais e algas
(ABREU; TUTUNJI, 2004; COSTA et al., 2009).

Diante da imensa diversidade genética entre os microrganismos e da necessidade
de preservacdo desses recursos, é primordial a intercomunicacdo entre os nucleos de
colecdes de culturas a fim de fortalecer o desenvolvimento de pesquisas no pais (SOLA
etal., 2012).

O historico das colecBes brasileiras voltadas a fitopatologia remonta a expansao
da agricultura e o cultivo de grandes areas, 0 que proporcionou elevacdo da importancia
dos problemas causados por inumeros fitopatdgenos, acarretando prejuizos, via
diminuicdo da producdo, bem como elevacdo dos gastos com produtos fitossanitarios
para 0 manejo das doencas. Assim, as colecGes de culturas foram impulsionadas
possibilitando a realizacdo de pesquisas tanto basicas como aplicadas a qualquer tempo,
de forma que dados relevantes sobre fitopatdgenos de interesse pudessem ser obtidos e
aplicados na melhoria dos métodos de manejo a partir da selecdo genética de plantas
resistentes (FINATTI; APARECIDO, 2009).

Apesar da existéncia de pequenas colecdes no Brasil, até a década de 1960, os
técnicos que desenvolviam trabalhos com organismos fitopatogénicos costumavam
enviar culturas consideradas de interesse para serem mantidas em cole¢des no exterior,
sem se preocupar em manté-las na propria instituicdo ou em cole¢des no pais. Assim,
guando havia a necessidade de culturas puras de um determinado patégeno, era
necessario recorrer a colegdes do exterior ou realizar o isolamento a partir de materiais
doentes coletados ou recebidos para analise. A existéncia de colegdes nacionais

diminuiu essas dificuldades, permitindo a cooperagédo entre inimeros fitopatologistas no
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atendimento a solicitagbes para trabalhos de pesquisa e ensino (FINATTI;
APARECIDO, 2009).

H& diversas colecfes de culturas existentes no Brasil, a exemplo da micoteca
Mario Barreto de Figueiredo, localizada no Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de
Sanidade Vegetal do Instituto Bioldgico em S&o Paulo (SP). Ela teve inicio em 1961 a
partir de uma colecéo particular e conta, atualmente, com cerca de 750 culturas. Desde
marco de 2011, a referida micoteca esta credenciada junto ao Conselho de Gestdo do
Patriménio Genético (CGEN), do Ministério do Meio Ambiente, como colecdo “fiel
depositaria” (APARECIDO; CAMILO, 2003).

Outro exemplo €é o Instituto Bioldgico de Campinas (FINATTI; APARECIDO,
2009), além de pequenas colecbes localizadas em instituicbes de pesquisa e ensino
superior, como é o caso do Laboratério de Micologia e Protecdo de Plantas (LAMIP),
do Instituto de Ciéncias Ambientais e Agrarias da Universidade Federal de Uberlandia
(ICIAG/UFU).

2.3 Métodos de preservacao para fungos

Os fungos fitopatogénicos se dividem em duas classes distintas, de acordo com 0
seu parasitismo: parasitas obrigatorios ou biotroficos, que durante todo o ciclo estdo em
associacdo com o seu hospedeiro; e parasitas ndo obrigatérios ou necrotréficos, que
requerem a planta hospedeira por parte de seus ciclos de vida, mas podem finalizar seus

ciclos tanto em restos culturais como associados a planta viva (AGRIOS, 2004).

Para fungos necrotréficos, diversos métodos de preservacdo em laboratorio
podem ser utilizados, tais como: baixas temperaturas, nitrogénio liquido, silica-gel, dleo
mineral, terrico, tecidos secos do hospedeiro, repicagens periddicas, Castellani e
liofilizacdo (PIMENTEL; FIGUEIREDO, 1989).

Enquanto isso, para fungos biotréficos (agentes causais de ferrugens, mildios,
oidios, carvdes e caries), os métodos comumente utilizados envolvem liofilizacéo,
manutencdo em baixas temperaturas (ultrafreezer ou nitrogénio liquido) (GARCIA et
al., 2007), silica-gel (PEREZ-GARCIA et al., 2006) com boa manutencio de sua
viabilidade e patogenicidade. A variedade de métodos recomendados na literatura
reflete a falta de um procedimento que seja abrangente e satisfatério para diferentes
grupos de fungos (APARECIDO; CAMILO, 2003).



Tais métodos podem ser divididos de acordo com o tempo maximo no qual os
isolados podem permanecer sem ser manipulados: (a) métodos de curto prazo:
repicagens periodicas; (b) métodos de medio prazo: 6leo mineral, Castellani, -20 °C,
dessecacdo em silica-gel, solo e papel-filtro; (c) métodos de longo prazo: liofilizacéo,
criopreservacao em -80 °C e nitrogénio liquido (-196 °C) (APARECIDO et al., 2013).
Diversos protocolos tém sido desenvolvidos e aplicados, porém, a maioria ndo tem se
mostrado plenamente eficaz, em virtude das peculiaridades de cada agente e até mesmo
das caracteristicas das técnicas; por isso, vem se justificando a conjuncdo de dois ou
mais métodos, a fim de se garantir a melhor recuperacdo dos microrganismos (GREEN,
2008; COSTA et al., 2009), além de procedimentos que porventura possam ser criados

em laboratério.

Na Figura 1 observa-se a divisdao dos métodos para fungos biotréficos e ndo
biotroficos de acordo com Aparecido et al. (2013). Esse esquema abrange o
procedimento mais utilizado nos laboratorios de fitopatologia, embora haja
combinagfes. Cumpre destacar que existem trabalhos envolvendo a preservacdo de
fungos necrotréficos em nitrogénio liquido (SINGLETON, 1992; CARLING;
SUMNER, 1992) e ultracongelamento (APARECIDO et al., 2013), assim como estudos
para preservacao de fungos biotroficos em tecidos secos do hospedeiro (IMBABY et al.,
2005) e silica-gel (PEREZ-GARCIA et al., 2006).
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Figura 1. Métodos de preservacdo utilizados para fungos. Fonte: BELOTI (2015).

Na Figura 1 observa-se que, a medida que sdo utilizados métodos de preservacao
de longo prazo, havera maior estabilidade genética; entretanto, os custos com aquisi¢do
de equipamento e materiais, além da necessidade de médo de obra especializada, se

elevam.

Métodos de crescimento continuo para manter isolados apenas podem ser
utilizados no curto prazo. As técnicas que reduzem os indices de metabolismo visam a
preservacdo por médio prazo (oito a 20 anos), mas nem todos os isolados preservados
sobrevivem (HAWKSWORTH et al., 1995). Nesse sentido, métodos que suspendem o
metabolismo podem ser usados para preservar culturas por prazos maiores (DHINGRA,
SINCLAIR, 1995).

A preservacdo de longo prazo supera algumas desvantagens de se manter
continuamente isolados em estado de crescimento (métodos convencionais de curto e
médio prazo). Métodos de crescimento continuo muitas vezes podem levar a perda de

patogenicidade, assim como a mudancas em caracteristicas morfofisiologicas nas
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culturas que permanecem suscetiveis a contaminagéo por acaros presentes no ambiente.
A constante supervisdo de um especialista se faz necessaria para garantir que as culturas
ndo estejam contaminadas ou apresentem subdesenvolvimento, onerando 0s custos
(SMITH; ONIONS, 1994).

E de vital importancia constatar a viabilidade pré e pds-armazenamento,
independentemente da técnica utilizada. Protocolos experimentais de preservacdo de
culturas fangicas tém estabelecido que a viabilidade aceitdvel para a germinacdo e o
desenvolvimento das células se encontra em uma taxa acima de 75% (SMITH; RYAN,
2003). Para determinacéo da viabilidade, o meio de cultivo Batata Destrose Agar (BDA)
¢ considerado universal por suportar o crescimento da maioria dos fungos (MENEZES;
SILVA-HANLIN, 1997).

2.4 Escolha do método

Cada patdgeno apresenta comportamento diferenciado frente as técnicas
empregadas (FURTADO et al., 2008). A escolha do procedimento mais adequado deve
ser norteada pelas caracteristicas do espécime em estudo, bem como pelas vantagens e
desvantagens (QUINN et al., 2005). Aquele que for capaz de preservar esporulacéo e
patogenicidade do maior nimero de géneros e espécies possiveis serd o mais confiavel,
passando a ter maior preferéncia de uso sobre os demais (APARECIDO; CAMILO,
2003).

A maior preocupacdo no tocante a preservagdo reside nos efeitos sobre a
estabilidade ao longo do tempo (HOLLAND et al., 2003). Dessa maneira, a escolha
dependera da infraestrutura do laboratério, do microrganismo em estudo, dos objetivos
do trabalho e da preferéncia do pesquisador (ALFENAS; MAFIA, 2007), além das
particularidades do agente, das caracteristicas do método, dos custos de manutencao, da
importancia do acervo e, principalmente, da disponibilidade de equipamentos (ABREU
e TUTUNJI, 2003; GIRAO et al., 2004) (Figura 2). A variabilidade das populacdes
microbianas também determina a comparacdo experimental em relagdo a melhor

temperatura e periodo de tempo para condicdes especificas (SOLA et al., 2012).
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Figura 2. Esquema para a escolha dos métodos de preservacdo. Fonte: BELOTI (2015)

No que tange aos fatores conhecidos que influenciam a estabilidade, se
destacam: (a) uso e tipos de crioprotetores; (b) variacdes de temperatura entre a coleta e
0 processamento do material, bem como no decorrer do processo de estocagem; (c)
tempo despendido entre o processamento primario e a estocagem; (d) auséncia de
contaminacdo por ocasido da coleta e do processamento; (e) atividade de agentes
enddgenos de degradacdo ou de substancias inibidoras na prdépria amostra (HOLLAND
et al., 2003).

2.5 Métodos de preservacao de fungos necrotréficos em curto prazo

2.5.1 Repicagens periodicas

A repicagem periddica, repique continuo ou subcultivo € uma das técnicas mais
antigas, tendo sido bastante utilizada devido a sua simplicidade (COSTA; FERREIRA,
1991; ROMEIRO, 2006). Ela consiste em repicar partes jovens de micélio (areas mais
periféricas) para outro meio de cultivo, visando o crescimento e a esporulacdo do fungo.
Preferencialmente utilizam-se tubos de ensaio devido a facilidade de transporte, ao fato
de ocuparem menor espaco e possuirem superficie exposta bem menor em relagdo a
placa de Petri, estando menos sujeitos a contaminagdes (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Passador et al. (2010) preconizam, para a preservagdo de fungos, o uso de esporos, e
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ndo de micelios durante a repicagem, visto que 0S esporos sdo mais propicios a manter

as caracteristicas genéticas originais durante o processo de estocagem.

A idade das culturas influencia de forma significativa no emprego desse método,
pois culturas velhas tendem a produzir culturas-filhas alteradas, do ponto de vista
morfofisiolégico e genético (GIRAO, 2004). A fim de minimizar esses problemas, é
necessario transferir apenas porcbes jovens esporulantes e homogéneas da col6nia,
sendo que, para trabalhos realizados em um semestre, esse método pode ser utilizado
com sucesso (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Os meios de cultivo BDA e Extrato de Malte Agar (MEA) sdo 0s mais
utilizados, embora outros meios especificos sejam requeridos, dependendo da espécie.
Apbs a colonizacdo, devem ser mantidos em temperatura que favoreca o crescimento do
fungo até que se colonize todo o meio de cultivo e, posteriormente, em baixa
temperatura (5 a 10 °C), buscando a reducdo da atividade metabdlica. Nesse caso, 0s
tubos de ensaio devem ser mantidos com tampdes de algoddo hidréfobo, evitando-se
contaminacdes; e as placas de Petri precisam ser vedadas com pelicula de plastico
(ALFENAS; MAFIA, 2007). Para minimizar o efeito da desidratacdo, os isolados sdo
mantidos em tubos de ensaio com tampa rosqueavel ou selados com parafina em
ambientes protegidos da luz e de variagOes de temperatura, preferencialmente na faixa
entre 5 e 8 °C (MURRAY, 2003).

O tempo minimo de preservacdo, em curto prazo, em meio de cultivo sem
repicagem é de 30 dias, embora existam isolados que ndo suportem esse periodo em
tubos de ensaio ou placas de Petri contendo meio apropriado. Nesse caso, recomenda-se
proceder a preservacdo em médio e longo prazo, imediatamente ap0s a obtencdo da
cultura pura (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Nesses termos, o tempo de repicagem das culturas varia conforme o fungo, o
meio de cultivo, a umidade e a temperatura de armazenamento — quando em meio
inclinado e a 4 °C, sdo usualmente repicadas a cada seis meses (ALFENAS; MAFIA,
2007). A repeticdo do processo para novos meios deve ser realizada em intervalos de
tempo condizentes com as necessidades e particularidades de cada isolado, avaliando-se
as condicdes 6timas e o periodo maximo de sobrevivéncia entre os diferentes isolados.

Assim, a transferéncia de culturas precisa ser feita antes que o substrato do meio seja
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totalmente utilizado pelo fungo ou que se desidrate (BARKER, 2002; ROMEIRO,
2006).

O actmulo excessivo de produtos de excrecdo, provenientes do metabolismo
fangico, pode provocar crescimento micelial lento e levar a alteragdes morfofisiologicas
— tais substancias se comportam como agentes mutagénicos; assim, a repicagem deve
ser realizada a cada trés ou quatro meses visando reduzir esse risco. Essas alteracdes
podem ser decorrentes da constante manipulacdo exigida pelo método, dado que
regularmente uma pequena porcao de fungo precisa ser transferida para um novo tubo
(FIGUEIREDO et al., 1980; PIRES et al., 2012).

Além de laboriosas, as repicagens periodicas tendem a induzir o patégeno ao
habito saprofitico, a alteracdo de sua morfologia, a diminuicdo ou perda de sua
capacidade de esporular, a diminuicdo de sua agressividade, a perda da patogenicidade
(ALFENAS; MAFIA, 2007) e a um grande consumo de tempo e pessoal (DHINGRA,
SINCLAIR, 1995). Sua logistica é inconveniente quanto a postagem para intercambio
de isolados entre solicitante e remetente (ROMEIRO, 2006).

2.5.2 Tecidos secos do hospedeiro

Neste método, tecidos com sintomas tipicos da doenca, como folhas, colmos e
caules, sdo desidratados em prensas de madeira por aproximadamente uma semana e a
temperatura ambiente. Fungos que infectam colmo e caule de plantas podem ser
preservados por periodos que variam de dois a oito anos, desde que sejam mantidos em
condicbes adequadas. As folhas sdo armazenadas em envelopes devidamente
etiquetados e mantidos a 5 °C e, em condi¢fes assépticas, transferem-se 0s esporos para
um meio adequado ao crescimento da espécie. Quando necessario, sdo retirados
pequenos segmentos do tecido infectado para a cdmara Umida, induzindo a esporulacao
(MENEZES; SILVA-HANLIN, 1997; TUITE, 1969).

De fato, é uma técnica na qual o organismo pode ser mantido integro durante um
ano ou mais, com as vantagens de possuir baixo custo e requerer pouco espaco
(BASTOS, 2008).
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2.6 Métodos de preservacao de fungos necrotroficos em médio prazo

2.6.1 Agua estéril (Castellani)

Este método foi criado por Castellani (1939) para a preservacao de fungos de
interesse medico dos géneros Candida, Geotrichum e Cladosporium. O organismo é
cultivado em meio contendo agar por tempo suficiente e que permita a retirada de discos
de cultura, armazenando-os em frascos de vidro contendo agua destilada esterilizada ou
em solucdo de NaCl a 0,85% (ALFENAS; MAFIA, 2007).

O método Castellani foi introduzido no Brasil em 1966 pelo Instituto Biologico,
sendo utilizado em todo o pais até os dias atuais (APARECIDO; CAMILO, 2013). Ele €
indicado na preservacdo de fungos sensiveis a baixas pressdes osméticas de solucoes
hipotonicas (PIMENTEL; FIGUEIREDO, 1989; COSTA; FERREIRA, 1991;
NEUFELD; OLIVEIRA, 2008).

Tal procedimento consiste em armazenar pequenos discos (7 mm) do fungo em
frascos de vidro contendo aproximadamente 4 mL de &gua destilada esterilizada.
Culturas jovens, com cerca de 10 a 15 dias, devem ser preferencialmente utilizadas
(PIMENTEL; FIGUEIREDO, 1989). Segundo Pimentel et al. (1981), apds a
transferéncia da cultura para o frasco, este € tampado com rolha de borracha
previamente esterilizada e permanece, durante alguns dias, sob observacao, para ser
verificada a possibilidade de contaminacdo durante a transferéncia. Ndo havendo
contaminagfes com bactérias que se manifesta pela opacidade da fracdo liquida, o
frasco é lacrado com uma tampa hermética de aluminio, evitando a desidratacdo. Pode-

se utilizar algodao hidr6fobo como tampéo.

Para Oomycetes do género Pythium sp., hd uma variacdo nessa técnica que
consiste em introduzir sementes de linho em agua deionizada. Ap6s a repicagem de
discos de micélio contendo o isolado para os frascos, estes sdo mantidos em ambiente
escuro e em temperatura de 15 a 25 °C. Pythium sp. permaneceu preservado em tal
método por cinco anos (SINGLETON et al., 1992).

As chances de sucesso do método aumentam com a transferéncia da amostra
preservada para o meio de cultivo e as inoculagGes em hospedeiro original a cada cinco
anos, aproximadamente. Esse procedimento reativa a fisiologia do microrganismo,

podendo garantir a manutencdo das caracteristicas originais por mais um periodo de
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preservacdo em laboratdrio; entretanto, ha a possibilidade de contaminacéo e alteracao
dos isolados (PIRES et al., 2012).

Por serem pouco manuseadas, permanecendo o micélio em estado de laténcia, as
culturas tém a probabilidade de mutagdes reduzida (PIRES et al.,, 2012). As
contaminacgdes por acaros micéfagos diminuem; logo, tal método é pratico, simples, de
baixo custo (por utilizar somente agua estéril) e aplicavel a grande diversidade de
fungos, sendo que necessita de espago fisico reduzido para o acondicionamento dos
isolados (PASSADOR et al., 2010; APARECIDO et al., 2012).

Apesar do baixo custo e reprodutibilidade, sua aplicacdo € restrita a
microrganismos que tenham grande aderéncia ao &gar, como pode ser notado em alguns
Deuteromycetes dos géneros Penicillium e Rhizopus (ABREU; TUTUNJI, 2003).

Ha relatos de preservacdo de fungos que habitam o solo com sucesso por esse
método, como Fusarium sp., Rhizoctonia solani, Verticillium dahliae, Trichoderma spp.
e Sclerotium cepivorum (FIGUEIREDO, 1967; SINGLETON et al., 1992; DHINGRA;
SINCLAIR, 1995).

2.6.2 Oleo mineral

Esse método foi introduzido na fitopatologia nos anos de 1940 (BUELL;
WESTEN, 1947). Seu principio baseia-se em minimizar ou paralisar a multiplicacdo do
fitopatdgeno sob o 6leo, reduzindo a disponibilidade de oxigénio (O2). Para isso,
coldnias do fungo, ap6s crescerem em frascos contendo meio agarizado, sao cobertas
com 6leo mineral esterilizado e mantidas a temperatura ambiente ou em 5 °C, sofrendo
ajustes mediante as necessidades individuais de cada agente. Espera-se um crescimento
lento na primeira repicagem, isto é, na reativacdo de crescimento da cultura
(ALFENAS; MAFIA, 2007). O cultivo de isolados deve ser em meio inclinado; ap6s a
observacgdo de crescimento no meio de cultivo, adiciona-se o 6leo de forma asséptica,
limitando uma altura de um a dois centimetros acima do ponto mais alto do meio
inclinado (ROMEIRO, 2006). Nesse caso, a transferéncia de culturas deve ser feita para
0 mesmo meio de cultivo em que o microrganismo se encontrava durante a preservacéao,
e a retirada deste precisa acontecer ap0s a drenagem total da camada de d4leo
(PEREIRA, 2008; PASSADOR, 2010).
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A manutencdo de culturas submersas em 0leo mineral reduz o consumo de
oxigénio em torno de 10% em poucas horas. Camadas de 6leo superiores a 1 cm néo
devem ser utilizadas, visto que é possivel ocorrer a diminui¢do da viabilidade dos
microrganismos em condicfes de total exaustdo de oxigénio (COSTA; FERREIRA,
1991; ROMEIRO, 2006).

Os oOleos utilizados devem ser de boa qualidade e pureza, apresentar alta
viscosidade, densidade relativa entre 0,8 e 0,9 a temperatura de 20 °C, como a parafina
e vaselina liquida, e ndo devem conter produtos toxicos. Outra preocupacgao sobre 0 uso
de dleos neste método diz respeito ao processo de esterilizacdo. Nesse procedimento, é
preciso evitar a formacdo de umidade, para eliminar o risco de contaminacéo, e ter um
controle da temperatura, pois sua elevacdo pode resultar na formacdo de produtos
toxicos (ROMEIRO; 2006). Os procedimentos para a esterilizacdo do Oleo sdo:
autoclavagem a 1 atm por 30 minutos, seguida de secagem a 150 °C, ou aquecimento a
170 °C por uma hora (ROMEIRO; 2006).

Alfenas e Mafia (2007) ressaltam o uso de 6leo mineral com elevado teor de
pureza (Nujol), autoclavado a 121 °C por 15 minutos. Em Cefar (2006), a autoclavagem
ndo é técnica ideal, devendo ser realizada em forno Pasteur a 170 °C por uma a duas
horas. Alternativamente, Lelliot e Stead (1987) recomendaram a autoclavagem a 121 °C
e 15lb de pressdo por 15 minutos, seguida de permanéncia em forno Pasteur a 100 °C

por 12 horas para remocao de agua.

Tal método evita a desidratacdo do fungo, isolando-o do contato com o ar e
reduzindo ao minimo seu metabolismo (PIRES et al., 2012), o que ocasiona maior
longevidade as estirpes, quando comparada a repicagem periddica (CANHOS et al.,
2004; COSTA et al, 2009). A sobrevivéncia de algumas espécies ocorre
exclusivamente por esse procedimento barato que ndo necessita de equipamentos
dispendiosos e permite longa viabilidade para alguns isolados, sendo que os acaros ndo
penetram nas culturas (SMITH e ONIONS, 1983). Pesquisadores relatam que fungos
sobrevivem de um a cinco anos (COSTA; FERREIRA, 1991; ABREU; TUTUNJI,
2004; COSTA et al., 2009).

Entretanto, algumas espécies podem sofrer alteragdes morfofisioldgicas em
relacdo a cultura original quando o fungo continua a crescer, embora lentamente, sob o

oleo (PIRES et al., 2012). Certos isolados, por outro lado, séo bastante sensiveis ao
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oleo, ndo sobrevivendo a preservacdo nessas condicdes (ALFENAS; MAFIA, 2007).
Esse método também apresenta desvantagens equivalentes a técnica de subcultivo,
como a possibilidade de contaminagdes e de mutacdes, além de dificuldades com a
utilizacdo do o6leo, sua esterilizacdo e manuseio (CANHOS et al., 2004; COSTA et al.,
2009). Crescimento retardado e perda da capacidade de esporulacdo podem ocorrer
quando ha transferéncia do fungo imerso no 6leo para o meio de cultivo (SMITH;
ONIONS, 1983).

2.6.3 Terrico

O método terrico consiste na inducdo e/ou preservacao de estruturas fungicas,
como esclerddios, clamidosporos e microesclerodios, em frascos contendo solo
esterilizado, com manutengdo destes a baixa temperatura (4 °C) (BUENO, 2004). O
procedimento descrito por Alfenas e Mafia (2007) consiste na adicdo de 1 mL de
suspensdo concentrada de esporos ou dez grdos de cereais colonizados pelo
fitopatdégeno em frascos contendo 5 g de solo (areia e argila) autoclavado a 121 °C/1 h
por dois dias sucessivos. Seca-se 0 solo ao ar até atingir cerca de 20% de umidade (p/p),
passando-o0 em peneiras de 2 mm de didmetro e autoclavando-o a 121 °C/1 h por dois
dias consecutivos. Em cada frasco insere-se a suspensdo concentrada de esporos — 0
frasco deve ser tampado, homogeneizado e mantido por 15 dias a temperatura que
favoreca o crescimento micelial. A tampa precisa ser coberta com pelicula de pléastico,
efetuando o armazenamento em 4 a 5 °C ou a temperatura ambiente. Adaptacdes do
método podem ser encontradas na literatura, como a adicdo de farelo de trigo ou gréos
de aveia em solo argilo-arenoso, com bons resultados. Grandes cole¢cGes podem ser

preservadas por esse método.

Para a classe Deuteromycetes, a inoculacdo do terrico pode ser realizada tanto a
seco, com pequeno volume da suspensdo de conidios que é absorvido rapidamente;
como previamente umedecida, com a suspensdo de conidios ou com um pequeno disco
de agar contendo as estruturas flngicas. O umedecimento permite um crescimento
inicial antes de o fungo entrar em dorméncia (MENEZES; SILVA-HANLIN, 1997).

Método de facil execucdo, o terrigo requer pouco espaco, possibilita a obtencédo

de grande quantidade de propagulos e garante viabilidade por muito tempo, com baixa
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ocorréncia de alteracbes morfoldgicas. Entretanto, ele é restrito a fungos habitantes do
solo, como Rhizoctonia spp., Sclerotium spp., Alternaria sp., Cochliobolus sp.,
Cylindrocladium spp., Cylindrocladiella spp.., Falcocladium spp., Fusarium spp.,
Trichoderma spp. e Gliocladium spp., além de ser necessario minucioso processo de
autoclavagem do substrato a ser utilizado, evitando-se contaminacbes (ALFENAS;
MAFIA, 2007).

2.6.4 Estruturas de resisténcia em graos

O método consiste em promover a colonizacdo e formacdo de estruturas de
resisténcia, como clamidosporos e esclerddios, sobre os grdos. Estes, antes da
colonizagdo, séo autoclavados a 121 °C/2 h por duas vezes, com intervalos de 48 horas
dentro de frascos, vedados com rosca ou algoddo hidréfobo; depois de incubados
durante 30 dias sob a temperatura 6tima de crescimento, sdo mantidos a 10 °C. Diversos
fungos podem ser preservados em grdos de cereais (ex.. aveia, trigo, sorgo, etc.),
mantendo sua viabilidade e patogenicidade por periodos de dez anos ou mais
(ALFENAS; MAFIA, 2007), a exemplo dos isolados de R. solani (SINGLETON et al.,
1992; CARLING; SUMNER; 1992).

2.6.5 Papel-filtro

O método consiste em inserir fragmentos de papel-filtro (1 cm?) estéreis em
placas de Petri com o micélio. Apos a colonizacdo dos fragmentos de papel, estes sao
transferidos para placas estéreis, deixando-os secar em incubadoras a 25 °C por dez
dias. Os fragmentos de papel contendo micélio sdo transferidos para envelopes de
papel-pardo esterilizados ou frascos do tipo penicilina, sendo mantidos a -20 °C ou -80
°C (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Um método modificado foi desenvolvido por Fong et al. (2000) e consiste em
inserir discos de hifas fungicas sobre o papel-filtro em placas de Petri contendo meio
BDA; na sequéncia, as placas sdo seladas com uma pelicula de plastico e mantidas a 28
°C sob escuridao total em incubadora tipo BOD. Para a maioria das espécies fangicas, o
micélio irradia-se pelo papel-filtro depois de sete dias; ap0os esse periodo, os discos sdo
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retirados, evitando-se a presenca de meio, 0 que facilita o processo de secagem. O
papel-filtro é inserido em uma placa de Petri estéril e mantido em excicador contendo
silica-gel conectado a uma bomba de pressdo negativa. S&o necessarias, no minimo, 15
horas para a secagem de 10 papéis. As tiras de papel-filtro sdo inseridas em frascos
estéreis vedados e mantidos em -19 °C. Para a recuperacdo de fungos, estes devem ser
incubados em condic¢Bes Otimas de crescimento anteriores a preservacdo (plaquear os
fragmentos de papel em meio BDA), e os fragmentos de micélio em papel-filtro
precisam ser adequadamente desidratados — as culturas sdo recuperadas de sete a 10

dias.

Quando comparado com o0s métodos de desidratagdo-congelamento
convencionais, o papel-filtro ¢ mais simples, menos oneroso e requer apenas um
exsicador e uma bomba de pressdo negativa, além de refrigerador ou freezer doméstico.
Culturas preservadas usando esse protocolo podem ser tdo estadveis como os isolados
preservados por liofilizacdo. Para a preservacdo de pequena escala de culturas em
laboratério, € menos dispendioso do que o nitrogénio liquido e permite o intercdmbio de
amostras entre laboratérios, por ser facilmente transportado (FONG et al., 2000).

2.6.6 Silica-gel

O principio deste método se baseia na diminuicdo do metabolismo fungico via
desidratacdo e baixa temperatura. A silica-gel de 10 mesh sem indicador de pH ¢
preferencialmente utilizada, devendo ser esterilizada em forno Pasteur a 180 °C por 90
minutos e acondicionada em frascos (metade do volume). Em cada frasco adiciona-se
uma suspensio concentrada de esporos (10 8/mL) em leite desnatado 5 ou 10% (agente
protetor previamente esterilizado). Os frascos sdo agitados e mantidos em gelo por 30
minutos. Como a silica libera calor quando umedecida, deve-se tomar cuidado por
ocasido do preparo da suspensdo de esporos. As culturas sdo mantidas por sete dias a
temperatura ambiente, avaliando-se a sua viabilidade; posteriormente, sdo inseridas em
exsicador a5 °C (MENEZES; SILVA-HANLIN, 1997).

Recomenda-se 0 uso deste método quando as técnicas de liofilizagdo ou
nitrogénio liquido forem inadequadas (DHINGRA; SINCLAIR, 1995). Entre as

vantagens estd o fato de ser simples, econdmico e resultar em culturas estaveis.
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Entretanto, é limitado a fungos esporulantes e inadequado para os Oomycetes, como
Pythium sp. e Phytophthora sp. (MENEZES et al., 1997).

2.6.7 Congelamento

O congelamento consiste na preservacdo em temperaturas relativamente baixas,
entre -4 e -20 °C (TORTORA et al., 2011). Esse método ¢é usado somente para fungos
que suportam o retorno para a temperatura ambiente ap6s serem mantidos em
temperaturas inferiores a -20 °C (DHINGRA e SINCLAIR, 1995). Esporos, esclerodios
e micélio dormente sdo as estruturas fungicas que mais sobrevivem ao processo de
congelamento, visto que apresentam teor de umidade menor em relagdo ao micélio. As
celulas com maior teor de umidade tendem a ser mais suscetiveis aos danos causados
pelo congelamento (MERYMAN, 1966).

E um método simples, pouco oneroso, n3o requer equipamentos sofisticados,
nem mesmo no preparo do material (SOLA et al., 2012), além de oferecer boa
seguranca para a preservacao de diversos microrganismos por periodos de alguns meses
a dois anos (TORTORA et al., 2011). Entretanto, em funcdo dos danos causados as
células, existe a possibilidade de reducdo da viabilidade, decorrente da formacdo de
cristais de gelo e da variacdo eletrolitica na faixa de temperatura utilizada (ROMEIRO,
2006). Tal fato pode ser contornado com o uso de crioprotetores e modificacbes na
técnica inerentes a espécie a ser preservada (ALFENAS; MAFIA, 2007).

2.7 Métodos de preservacao de fungos necrotroficos em longo prazo

2.7.1 Liofilizacdo

Vaérias colecBes de culturas dependem deste processo para garantir e preservar a
diversidade de seus espécimes; por isso, tem sido utilizado como método de referéncia
para a preservacao por longo prazo (ABREU; TUNTUNJI, 2004; COSTA et al., 2009).
Ele consiste na preservacdo de culturas pela dessecacdo rapida em estado de
congelamento (PITTOMBO, 1989), a partir da remocdo de &gua intracelular de
materiais bioldgicos (previamente congelados) por sublimag&o, evitando a formacéo de

cristais de gelo (capazes de provocar danos as estruturas celulares) e a degradacdo de
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enzimas presentes no citosol, o que poderia levar a morte dos isolados (MORGAN et
al., 2006).

A metodologia de Pittombo (1989) consiste em gotejar a suspensdo de esporos
sobre tiras de papel-filtro no interior de ampolas de vidro. Essas amostras séo acopladas
ao aparelho liofilizador e submetidas a condi¢cdes de vacuo e temperaturas que variam
de -40 °C a -50 °C, para rapido congelamento. Ampolas ou frascos de vidro devem ser
acondicionados em ambiente com baixa umidade, baixa temperatura (até -20 °C),
auséncia de oxigénio, luz e contaminantes. Quanto ao transporte de culturas de
referéncia ou até mesmo materiais de rotina, o liofilizado pode ser transportado a longas
distancias em temperatura ambiente, ndo havendo a necessidade de refrigeracdo
(MORGAN et al., 2006). Durante o processamento, grande numero de células ndo
sobrevive, mas aquelas que permanecem viaveis sdo o suficiente para preservar a

cultura.

Nesses termos, a eficiéncia do método pode ser aumentada adotando-se
procedimentos inerentes a um ou outro patégeno. Segmentos de folhas moidas com
presenca de sinais dos patogenos (veiculados a uma solucdo protetora) sdo também
preservados com sucesso. A idade das células a serem liofilizadas e 0 meio em que
foram cultivadas influenciam no sucesso do método (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Considerando a importancia da preservacdo por longos periodos, Polge et al.
(1949), na tentativa de prevencao ou até mesmo de reducdo dos efeitos adversos dos
métodos de preservacdo de amostras bioldgicas, por uma descoberta acidental
verificaram a protecdo efetiva do glicerol sobre materiais biologicos. Posteriormente, a
acao protetora de outras substancias foi descoberta e intensamente empregada na rotina
laboratorial, como o dimetilsulféxido (DMSO), o metanol e o etilenoglicol (BAATI et
al., 2000; HUBALEK et al., 2003).

Os meios protetores devem ser utilizados eventualmente para o preparo da
suspensdo do fungo, evitando modificacbes no processo de liofilizacdo. Normalmente
sdo usados o leite desnatado, o soro bovino ou uma solucéo a 1% de lactose, glucose ou
sacarose (MENEZES et al., 1997) — estas podem ser adicionadas durante o
desenvolvimento micelial, antes do congelamento ou da secagem. A escolha varia
conforme o alvo da liofilizacdo: compostos como glicerol, betaina, adonitol, glicose,

lactose, trealose e alguns polimeros (dextran e polietilenoglicol, por exemplo) podem
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oferecer protecdo para muitas espécies (HUBALEK, 2003; PAOLLI, 2005; COSTA et
al., 2009).

A liofilizacdo é constituida por trés etapas: (a) congelamento, (b) desidratacdo
primaria e (c) desidratacdo secundéria. Durante o processo de congelamento, pode
ocorrer dano a estrutura celular relacionado com o comportamento peculiar da agua em
condicdes de baixas temperaturas. A agua congelada expande-se ao cristalizar e, no
processo de fusdo, tende a recristalizar e aglutinar, formando longos e protuberantes
cristais de gelo, capazes de produzir uma série de danos mecanicos, bioquimicos e
osmoticos a celula (CARVALHO, 2007). Nesse sentido, a liofilizacéo é capaz de causar
injarias ou danos celulares, além de alterar a permeabilidade da membrana celular,
levando ao aumento da sensibilidade a alguns agentes seletivos, ao aumento da fase de
laténcia (ou fase lag) de multiplicacdo celular e a necessidade de incremento nutricional
(ABREU; TUNTUNJI, 2003; CANHOS et al., 2004).

Vale ressaltar que a referida técnica evita a contaminagdo por 4&caros
(principalmente dos géneros Tyroglyphus e Tarsonemus), diminui a variacdo de
linhagens, necessita de espaco bastante reduzido e ndo requer o monitoramento nem a
manutencdo frequente (CAPUCHO et al., 2005; PIRES et al., 2012; SOLA et al., 2012).
Ela é considerada eficiente para a preservagdo de microrganismos, por garantir a
viabilidade dos agentes por 17 a 20 anos e ser aplicavel para a maioria deles, com
excecdo de algas e protozoarios (COSTA; FERREIRA, 1991; CANHOS et al., 2004;
PASSADOR et al., 2010).

Tal método restringe-se a fungos esporulantes, desde que seus esporos sejam
resistentes, pois estruturas demasiadamente delicadas ndo suportam o processo, sendo
esta a principal desvantagem da técnica (FIGUEIREDO; PIMENTEL, 1977;
PITTOMBO, 1989). Embora alguns géneros sejam capazes de produzir estruturas de
resisténcia, esse processo pode ser tdo agressivo, mesmo que elas sobrevivam,

resultando na perda das amostras (PIRES et al., 2012).

Ha controvérsias sobre a selecdo de células durante o processamento e as
mudangas em caracteristicas morfofisioldgicas de alguns fungos. Constitui-se, assim, 0
processo de maior dificuldade para execucdo, requerendo conhecimento e dominio da
técnica (ALFENAS; MAFIA, 2007), com a necessidade de equipamentos onerosos para

a desidratacdo do material e elevados custos para o preparo das culturas (SOLA et al.,
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2012). Essa técnica demanda grande consumo de tempo e constante necessidade de
otimizacdo de protocolos especificos para cada tipo de célula e espécime (PAOLI, 2005;
MORGAN et al., 2006).

2.7.2 Criopreservagao

O principio do congelamento-descongelamento se encontra entre 0s mais
importantes e funcionais para a preservagdo celular (COSTA et al., 2009). Ele
compreende a manutencdo de materiais a baixas temperaturas (-20 °C a -80 °C) em
freezers e ultrafreezers, e a ultrabaixas temperaturas (-196 °C) em nitrogénio liquido
(WOLFE; BRYANT, 2001; PAOLI, 2005). O material biologico deve ser inicialmente
acondicionado a temperatura ambiente numa etapa que ndo causa danos, desde que o
material esteja diluido em meio adequado. Existe, porém, uma faixa critica de
temperatura no processo de refrigeracédo, entre 19 °C e 8 °C, em que o material pode ser
severamente lesado quando realizado de maneira inadequada. Pode ocorrer choque
térmico, induzindo prejuizos irreversiveis como danos a membrana plasmatica; aumento
da permeabilidade, com consequente perda de ions e moléculas intracelulares; e reducéo
do metabolismo (WATSON, 2000; OLIVEIRA, 2007; COSTA et al., 2009).

A efetividade na criopreservacdo depende de uma série de fatores, como: espécie
a qual pertence, tipo de cepa, tamanho e estrutura celular, fase e taxa de
desenvolvimento, temperatura de incubacdo, composicdo do meio de cultivo, pH,
osmolaridade, aeracdo, teor de &gua da célula, teor lipidico, composicdo do meio de
congelamento, taxa de resfriamento, temperatura, tempo de estocagem, taxa de

aquecimento e meio de recuperacdo (COSTA et al., 2009).

Em relacdo a taxa de resfriamento, quando os materiais bioldgicos a serem
preservados sdo submetidos ao resfriamento lento, ocorre reducdo gradativa da
temperatura, estabelecendo uma curva extremamente rapida, capaz de prevenir injdria
celular, e, a0 mesmo tempo, lenta o suficiente para permitir um nivel de desidratagdo
capaz de evitar a formacdo de gelo intracelular. A vitrificacdo compreende o uso de
taxas de resfriamento extremamente altas, porém a adicdo de crioprotetores em altas

concentragOes reduz a quantidade de &gua antes do resfriamento, impedindo assim a
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formacéo de cristais de gelo e os consequentes danos estruturais (COSTA et al., 2009;
SPUTTEKA; ROWEB, 2011).

Quando o processo de reducdo de temperatura atinge a faixa de -6 °C a -15 °C
sdo verificados a cristalizacdo da 4gua presente no meio, 0 aumento da concentragdo de
soluto na fracdo descongelada e a auséncia de formacao de cristais de gelo intracelular
pelo controle da membrana plasmatica. Quando o material atinge a temperatura critica
de -60 °C constata-se a inércia celular, sendo possivel imergir o material em nitrogénio
liquido para seu armazenamento e preservacdo (WATSON, 2000; OLIVEIRA, 2007).

Danos podem ocorrer durante o resfriamento na faixa de 19 °C a 8 °C, quando
os lipidios que compdem a membrana plasmatica passam por uma fase de transi¢do do
estado liquido-cristalino para um estado gelatinoso. Quando esse resfriamento é
realizado de forma inadequada, o choque térmico provoca danos irreversiveis e letais
conhecidos como crioinjarias, a exemplo das alteracdes na membrana plasmatica, com
consequente aumento da permeabilidade e perda de ions e moléculas intracelulares,
além da reducdo do metabolismo (WATSON, 2000; OLIVEIRA, 2007; COSTA et al.,
2009).

O congelamento é um processo probabilistico e, na maioria dos casos, a solucédo
extracelular apresenta maior volume que a intracelular. Por essa e outras razdes, 0
congelamento extracelular tende a ocorrer primeiro. Quando isso acontece, os solutos
contidos no meio externo se concentram numa pequena fracdo de agua em estado
liquido, que passa a exibir maior pressdo osmotica — esse mecanismo promove o fluxo
de agua para fora da célula. A alta concentracdo intracelular inibe a formacéo de gelo,
mas a desidratacdo e a elevada contracdo de ions podem ser severas 0 bastante para
causar danos (WOLFE; BRYANR, 2001; HUBALEK, 2003).

Embora a eficiéncia da preservacdo em temperaturas ultrabaixas seja garantida,
Vysekantsev et al. (2005) sugeriram que alteracdes ciclicas da temperatura de -196 °C
até -130 °C ou -100 °C resultariam na morte dos organismos. Dessa forma, ressalta-se o

cuidado ante a movimentacao e o transporte de exemplares criopreservados.
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2.7.2.1 Nitrogénio liquido

Tem sido considerada a melhor e mais amplamente aplicavel técnica disponivel
para a preservacdo de fungos filamentosos (SMITH, 1998). Seu sucesso depende do
espécime em suportar o resfriamento e o subsequente congelamento a -196 °C e o
descongelamento no ato de recuperacdo da cultura. Na teoria, quando resiste as
mudancas de temperatura, ele permanece viavel indefinidamente, e, com essa técnica, 0

isolado mantém as caracteristicas morfofisioldgicas e sua patogenicidade.

As ampolas de vidro, polipropileno e os recipientes de borossilicato podem ser
utilizados se forem selados. Fragmentos do hospedeiro colonizados pelo patdégeno
podem ser empregados para varios fitopatdgenos, como espécies de Peronospora spp.,
Diplocarpon spp. e Macrophomina spp. Para espécies de Phythophtora spp. e Pythium
spp., € necessario colher discos de micélio com meio de cultivo e coloca-los em frascos,

ndo sendo recomendado o uso de suspensdes de células (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Neste método, a atividade metabdlica dos fungos fitopatogénicos é muita baixa,
sendo que o nitrogénio liquido ndo influencia as caracteristicas morfologicas e
patogénicas deles (SINGLETON, 1992). Este método garante a preservacdo em
temperaturas constantes e por longos periodos (WOLFE; BRYANT, 2001; PAOLI,
2005). Vale ressaltar que essa técnica € dispendiosa por requerer a reposicao regular do
nitrogénio no nivel ideal e exigir um local com ventilacdo adequada para o
armazenamento do tambor (FONG et al., 2000; CAPUCHO et al., 2005).

2.7.2.2 Ultracongelamento

A preservacdo de microrganismos veiculados em um meio protetor (ou ndo) a
temperaturas de até -100 °C define seu principio (ALFENAS; MAFIA, 2007). Nesse
caso, o0s isolados se desenvolvem em placas de Petri com meio de cultivo BDA e, apds
sete dias, é preparada uma suspensdo com as estruturas fungicas adicionando-se a placa
um pequeno volume de &gua destilada esterilizada. A seguir, tiras de papel de filtro sdo
mantidas em contato com a suspensao para que esta seja totalmente absorvida.
Posteriormente, elas sdo retiradas e inseridas em nova placa de Petri estéril,

permanecendo em estufa de secagem por oito a dez dias, a 28 + 2 °C. Na sequéncia, as
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tiras sdo transferidas para criotubos distribuidos em caixas para ultracongelamento e
mantidas em ultrafreezer a -80 °C (APARECIDO et al., 2013). Tecidos do hospedeiro
com sinais do patdgeno podem ser congelados diretamente, com sucesso de preservagdo
variavel de até 3,5 anos (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Meios de cultivo que estimulem os microrganismos a produzir estruturas de
resisténcia em grande quantidade podem ser empregados. Assim, 0 sucesso da
preservacao sob ultracongelamento podera ser maior, como o0 meio V8 utilizado para
induzir a formacdo de quantidade consideravel de oo6sporos em Pythium sp. e
Phythophthora sp., aumentando a viabilidade perante o ultracongelamento, visto que 0s
zoosporos (produzidos em meio de cultivo BDA) sdo estruturas extremamente delicadas
e ndo suportam a técnica (APARECIDO et al., 2013).

A estocagem a baixas temperaturas, apesar de eficiente, pode comprometer a
qualidade das amostras, em razdo da possibilidade de variagcbes de temperaturas em
freezers (WOLFE; BRYANT, 2001; PAOLLI, 2005).

Exemplos de géneros e espécies preservadas pelos diferentes métodos abordados

se encontram anexo desta dissertacao.
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3 MATERIAL E METODOS

Os isolados utilizados neste estudo foram obtidos no Laboratério de Micologia e
Protecdo de Plantas (LAMIP), localizado no Instituto de Ciéncias Ambientais e
Agrérias da Universidade Federal de Uberlandia (ICIAG/UFU) — Campus Umuarama, e
no Laboratorio de Microbiologia e Fitopatologia (LAMIF/ICIAG/UFU) — Campus
Monte Carmelo.

A micoteca do LAMIP possui isolados fangicos preservados pelos métodos:
terrico, estruturas de resisténcia mantidas em 4 °C, 6leo mineral e gelatina. A maioria
foi isolada a partir de plantas recebidas para analise, objetivando a emissdo de laudo

para identificar o agente causal e as medidas de manejo.

Uma pequena parte dos isolados é proveniente de colecfes de outras instituicdes
nacionais de pesquisa. Vale ressaltar que a micoteca do LAMIF contém isolados
fangicos preservados em silica-gel.

3.1 Isolados preservados em terrico

O procedimento adotado pelo padrdo de qualidade do LAMIP para este método
consiste no preparo do terrico, em que se utilizam 50% de areia e 50% de argila
previamente peneirados para obter granulometria de aproximadamente 20 mesh. Uma
aliquota de 5 g € inserida em cada tubo de ensaio, lacrado com algoddo hidr6fobo. Os
tubos contendo o terrico sdo autoclavados a 121 °C/Kgf cm@ durante duas horas e por
dois dias sucessivos. Pequenos discos dos isolados fungicos crescidos em meio de
cultivo BDA em placas de Petri (90 mm) séo retirados através de tubos de cobre (5 mm
de diametro) e com o auxilio de al¢a de platina — a repicagem em cada tubo é realizada a
seco. Apds 15 dias em temperatura que favorece o crescimento micelial (20 £2 °C) e 0
fotoperiodo de 12 horas em cdmara climatizada, este é mantido em geladeira a 4-5 °C.

No LAMIP foram preservados 68 isolados pertencentes aos géneros e espécies
Fusarium spp., F. solani, F. oxyporum, F. oxysporum f. sp. lycopersici, F. oxysporum f.
sp. vasinfectum, M. phaseolina., Rhizoctonia spp., R. solani, S. sclerotiorum, Sclerotium

rolfsii e Verticilium spp. em diferentes hospedeiros e datas de preservacdo (Tabela 1).
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TABELA 1 Relagdo dos fungos preservados no LAMIP pelo método terri¢o. Uberlandia (MG), 2015. Fonte: BELOTI (2015)

CODIGO PATOGENO HOSPEDEIRO DATA DE PRESERVACAO
LAMIP 010 Fusarium oxysporum f. sp. Vasinfectum Algodr?_elro (Gossypium Dez/1998
irsutum L.)
LAMIP 011 F. oxysporum f. sp. vasinfectum G.hirsutum 09/05/2001
LAMIP 012 F. oxysporum f. sp. vasinfectum G.hirsutum 16/05/2001
LAMIP 013 F.oxysporum f. sp. vasinfectum G.hirsutum Fev/1999
LAMIP 014 F. oxysporum Bananeira (Musa sp.) 15/05/1995
LAMIP 015 F. oxysporum Musa sp. 03/05/2001
LAMIP 016 F. oxysporum Feijoeiro (Ehaseolus Dez/1995
vulgaris L.)
LAMIP 017 F. oxysporum P. vulgaris Dez/1996
LAMIP 018 F. oxysporum P. vulgaris 03/10/2001
LAMIP 019 F. oxysporum Soja (Glycine max L.) Jan/1999
LAMIP 020 F. oxysporum G. Max 16/05/2001
LAMIP 021 F. oxysporum f. sp. Lycopersici Tomateiro (Solanum 05/07/2001
lycopersicum L.)
LAMIP 022 F.oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 20/06/2001
LAMIP 023 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 03/10/1988
LAMIP 024 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum Dez/1996
LAMIP 025 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 13/11/2001
LAMIP 026 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 18/04/1990
LAMIP 027 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 18/04/1990
LAMIP 028 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 18/04/1990
LAMIP 029 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 20/06/2001
LAMIP 030 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 19/06/2001
LAMIP 031 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 13/11/2001
LAMIP 032 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 05/06/2001
LAMIP 033 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 24/09/2001
LAMIP 034 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 20/11/2001
LAMIP 035 F. oxysporum f. sp. Lycopersici S. lycopersicum 19/06/2001
(...Continua...)
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TABELA 1, Cont.

LAMIP 036
LAMIP 037
LAMIP 038
LAMIP 039
LAMIP 042
LAMIP 043
LAMIP 044

LAMIP 045
LAMIP 046
LAMIP 047
LAMIP 061
LAMIP 062

LAMIP 063
LAMIP 064
LAMIP 065
LAMIP 066
LAMIP 067
LAMIP 068
LAMIP 069
LAMIP 070
LAMIP 071
LAMIP 072
LAMIP 073

LAMIP 074
LAMIP 075
LAMIP 076
LAMIP 077
LAMIP 078
LAMIP 113

F. oxysporum f. sp. Lycopersici
F. oxysporum f. sp. Lycopersici
F. oxysporum f. sp. Lycopersici
F. oxysporum f. sp. Lycopersici
F. solani
F. solani
Fusarium spp.

Fusarium spp.
Fusarium spp.
Fusarium spp.
Rizoctonia spp.
Rizoctonia spp.

Rizoctonia spp.
Rizoctonia spp.
Rizoctonia spp.
Rizoctonia spp.
Rizoctonia spp.
Rizoctonia spp.
Rizoctonia spp.
Rizoctonia spp.
Rizoctonia spp.
Rizoctonia spp.
Sclerotium rolfsii

S.rolfsii
S. rolfsii
S.rolfsii
Verticillium spp.
Verticillium spp.
F. oxysporum

S. lycopersicum raca 2
S. lycopersicum raca 2
S. lycopersicum raga 1
S. lycopersicum raga 2
G. Max
G. Max
Maracujazeiro (Passiflora
sp.)
Passiflora sp.
Passiflora sp.
Passiflora sp.
Alface (Lactuca sativa)
Cafeeiro (Coffea arabica
L.)
C.arabica
C.arabica
S. lycopersicum
S. lycopersicum
G. Max
G.hirsutum
G.hirsutum
G.hirsutum
G.hirsutum
G.hirsutum
Pimentdo (Capsicum
annum)
C. annum
C. annum
C. annum
S. lycopersicum
S. lycopersicum
Alho (Allium sativum L.)

07/05/1997
25/04/1997
26/11/1992
24/09/2001
Fev/1999
16/05/2001
Mar/1999

09/05/2001
20/11/2001
20/11/2001
Abr/2000
23/05/2001

10/01/2002
15/05/1995
20/11/2001
05/06/2001
10/01/2002
16/11/1976
11/11/1993
03/12/1993
03/12/1993
12/11/1993
Abr/1994

Abr/1994
23/05/2001
05/06/2001

Dez/1996
10/01/2002
22/10/2002

(...Continua...)
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TABELA 1, Cont.

LAMIP 114

LAMIP 116
LAMIP 117
LAMIP 118?
LAMIP 1188
LAMIP 119

T1

T

T3

T4

T5

T6

T7

Rhizoctonia spp.

F. oxysporum f. sp. vasinfectum
F. oxysporum
Fusarium spp.
Fusarium spp.
Fusarium spp.

R. solani
Verticillium spp.
Sclerotinia sclerotiorum
Fusarium spp.
Verticillium spp.

M. phaseolina
S. sclerotiorum

Canola (Brassica napus
L. var. oleifera)
G.hirsutum
A. sativum
G.hirsutum
G.hirsutum
G.hirsutum
*S.1.

S.1.

S.I.
C.arabica
S.I.

S.I.

S.I.

06/09/2005

17/11/2003
22/10/2002
14/02/2003
14/02/2003
15/01/2003
11/11/2006
Out/2006
28/05/2008
10/08/2008
21/08/2008
21/08/2008
23/03/2009

*S.1.: sem informacdes
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3.2 Isolados preservados em dleo mineral

O procedimento adotado pelo padréo de qualidade do LAMIP para este método
consiste em recobrir totalmente as colonias que cresceram em tubos de ensaio contendo
meio de cultivo BDA inclinado com 06leo mineral (vaselina liquida) previamente
esterilizado por 15 minutos em autoclave (121 °C/Kgf cm™2). Elas sdo mantidas em

geladeira a 4 °C.

Trinta e um isolados foram preservados no LAMIP, pertencentes aos géneros e
espécies Cercospora zeae-maydis, Diaporthe phaseolorum., Pyricularia spp.,
Colletotrichum spp., C. gloeosporioides., Fusarium spp., F. moniliforme, F. solani,
Phyllosticta spp.., Phoma spp., Cylindrocladium spp., Drechslera oryzae, Phomopsis
spp., Ramularia spp. e Rhynchosporium spp. em diferentes hospedeiros e datas de

preservacédo (Tabela 2).
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TABELA 2 Relagdo dos fungos preservados no LAMIP pelo método 6leo mineral (vaselina). Uberlandia, MG. Fonte: BELOTI (2015)

Codigo Nome do Fungo Nome do Hospedeiro Data de entrada
LAMIP 001 Cercospora zeae-maydis Milho (Zea mays L.) 27/12/2001
LAMIP 002 C. zeae-maydis Z. mays 13/12/2001
LAMIP 005 Diaporthe phaseolorum G. Max 18/09/2001
LAMIP 006 D. phaseolorum G. Max 13/12/2001
LAMIP 007 D. phaseolorum G. Max 27/11/2001
LAMIP 008 Drechslera oryzae Arroz (Oryza sativa L.) 11/04/1997
LAMIP 009 D. oryzae O. sativa 13/12/2001
LAMIP 041 F. solani G. Max 13/12/2001
LAMIP 054 Pyricularia spp. 0. sativa 16/05/2001
LAMIP 050 Phomopsis spp. Jilé (Solanum gilo) 06/09/1994
LAMIP 051 Phomopsis spp. S. gilo 27/11/2001
LAMIP 052 Pyricularia spp. O. sativa Ago/1993
LAMIP 053 Pyricularia spp. O. sativa 27/11/2001
LAMIP 056 Ramularia spp. G.hirsutum 06/06/2001
LAMIP 060 Rhynchosporium spp. G. Max 27/11/2001
LAMIP 081 Colletotrichum spp. C.arabica 13/03/2001
LAMIP 094 Colletotrichum spp. C.arabica Abr/2005
LAMIP 0982 Fusarium spp. G.hirsutum Abr/2004
LAMIP 098B Fusarium spp. G.hirsutum 14/06/2004
LAMIP 099 Colletotrichum gloesporioides C.arabica Out/2002
LAMIP 102 Phyllosticta spp. Z. mays 19/09/2005
LAMIP 115 C. gloesporioides C.arabica Out/2002
LAMIP 120 Colletotrichum spp. C.arabica 01/02/2003
LAMIP 127 C. gloesporioides C.arabica Out/2002
LAMIP 131 Fusarium spp. G. Max 24/10/2005
LAMIP 161 F. moniliforme Cana (Saccharum officinarum L.) 08/11/2005
LAMIP 162 Colletotrichum spp. Caju (Anacardium occidentale) 11/11/2005
LAMIP 163 Fusarium spp. C.arabica 11/11/2005
LAMIP 164 Phoma spp. A. occidentale 11/11/2005
LAMIP 165 Colletotrichum spp. G. Max 18/11/2005
LAMIP 166 Cylindrocladium spp. Eucalipto (Eucalyptus spp.) 18/11/2005
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3.3 Isolados preservados em gelatina

O procedimento utilizado no LAMIP foi formulado por sugestdo do Prof. Dr.
Armando Takatsu, adaptando-se para espécies fungicas o método de dessecacdo em
bactérias (TAKATSU, 1985) — ndo ha metodologia correlata na literatura para espécies
fangicas fitopatogénicas. O isolado é desenvolvido sobre meio de cultivo BDA até
recobrir totalmente a placa de Petri (90 mm) (Figura 3A) por aproximadamente sete
dias, para a maioria das espécies testadas. O micélio é recoberto sucessivamente com
dextrose (5%) e gelatina (5%) por um minuto, esgotando-se os excedentes. O resultado
foi dividido em fragmentos de 1 cm2, com o auxilio de um bisturi previamente
esterilizado em chama de lamparina. Esses fragmentos foram inseridos sob telas de
aluminio de 4 cm2 no interior de placas de Petri pléasticas previamente perfuradas, para
permitir trocas gasosas com a silica-gel (Figuras 3B e 3C). A esterilizacdo delas ocorreu

em aparelho micro-ondas (700 W) por um periodo de 12 minutos em alta poténcia.

Os isolados foram mantidos no interior de um recipiente plastico contendo
silica-gel de 10 a 15 dias (Figura 3D). A silica-gel foi previamente esterilizada em forno
Pasteur, a 170 °C durante duas horas. A assepsia das placas e recipientes foi realizada
em solucdo de hipoclorito de sodio 2,5% e alcool 70%, expostas a luz ultravioleta por
20 minutos em fluxo laminar. Ap6s a secagem, os isolados foram inseridos em
envelopes confeccionados em papel-aluminio e previamente esterilizados em autoclave
(121 °C/20 minutos), sendo recobertos com papel Kraft e mantidos em geladeira a 4 °C
(Figura 3E).
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FIGURA 3. Procedimentos para a realizacdo do método gelatina. Uberlandia, MG

No LAMIP foram preservados 17 isolados dos géneros e espécies
Colletotrichum spp., Cladosporium spp., Septoria spp.., Fusarium spp., F. subglutinans
f. sp. ananas., Cylindrocladium spp., Macrophomina spp., Phomopsis spp. e

Verticillium spp. em diferentes hospedeiros e datas de preservacao (Tabela 3).
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TABELA 3. Relagéo dos fungos preservados no LAMIP pelo método gelatina. Uberlandia, MG. Fonte: BELOTI (2015)

Cddigo Nome do Fungo Nome do hospedeiro Data de entrada
LAMIP 132A Colletotrichum spp. Passiflora sp. 10/08/1999
LAMIP 132B Cladosporium spp. Passiflora sp. 10/08/1999
LAMIP 132C Colletotrichum spp. Passiflora sp. 03/03/1998
LAMIP 133A Septoria spp. Passiflora sp. 18/08/1998
LAMIP 133B Septoria spp. Passiflora sp. 10/02/1999

LAMIP 134 Colletotrichum spp. C.arabica 18/08/1998
LAMIP 134A Colletotrichum spp. C.arabica 06/09/2000
LAMIP 134B Colletotrichum spp. C.arabica Jan/99
LAMIP 134C Colletotrichum spp. C.arabica Jan/99

LAMIP 135 Fusarium spp. Passiflora sp. 03/03/1998

LAMIP 138 Fusarim spp. Gengibre (Zingiber officinale) 26/04/2002

LAMIP 140 Fusarium spp. G.hirsutum 21/06/2004

LAMIP 167 F. subglutinans f. sp. ananas Abacaxi (Ananas comosus L.) Jun/08

LAMIP 168 Cylindrocladium spp. *S.1. 08/06/2008

LAMIP 169 Macrophomina spp. S.l. 04/06/2008

LAMIP 170 Phomopsis spp. S.I. 06/04/2008

LAMIP 171 Verticillium spp. S.I. 04/06/2008

*S.1.: sem informacdes
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3.4 Isolados (estruturas de resisténcia) preservados em 4 °C

Dez isolados de S. sclerotiorum foram preservados no LAMIP na forma de
esclerodios, sendo armazenados em envelopes de papel no interior de refrigerador (4
°C). Os isolados foram obtidos de diferentes hospedeiros, com datas de preservacao
distintas (Tabela 4).

TABELA 4. Relacdo dos esclerddios (S. sclerotiorum) preservados em 4 °C no LAMIP.
Uberlandia, MG. Fonte: BELOTI (2015)

Cédigo Nome do hospedeiro Data de entrada Local de coleta

LAMIP 172 P. vulgaris 2005 Capao bonito (SP)
Girassol (Helianthus .
LAMIP 173 2007 Aparecida (MG)
annuus)
LAMIP 174 *S.1. 1995 Taquarituba (SP)
LAMIP 175 S.I. 2010 Jatai (GO)
Luis Eduardo Magalhdes
LAMIP 176 G. Max 2009
(BA)

LAMIP 177 P. vulgaris 2006 S8o Jodo da boa vista (SP)
LAMIP 178 G. Max 2008 Alfenas (MG)
LAMIP 179 P. vulgaris 2004 Capado bonito (SP) Piv6 1
LAMIP 180 P. vulgaris 2004 Capdo bonito (SP) Pivo 2
LAMIP 181 S.I. Fev/2009 Séo desidério (BA)

*S.1.: sem informacdes

3.5 Isolados preservados em silica-gel

O procedimento adotado pelo padrdo de qualidade do LAMIF para este método
consiste em verter 5 mL de leite desnatado (10%), estéril, na superficie de colbnias
fangicas puras, crescidas em placas de Petri. A adicdo do leite desnatado (10%) visa
obter uma suspensdo de inoculo (esporos e micélio) a partir da raspagem da superficie
da col6nia fangica com alca de Drigalski, atuando como agente crioprotetor. Apos a
adicdo do leite desnatado estéril, sdo adicionadas tiras de papel-filtro estéril de

aproximadamente 1 cm x 1 cm em placas de Petri, para embeber a suspensdo obtida —
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as tiras de papel séo retiradas com o auxilio de uma pinga, para secagem do papel-filtro
por 30 minutos. Frascos de vidro @mbar de 100 mL com tampa de plastico rosqueada
sdo previamente preenchidos até 3/4 da sua capacidade com silica-gel, com indicador de
umidade de granulometria de 4 a 8 mm de diametro. A superficie da silica-gel é coberta
com papel-filtro de didmetro igual ao do frasco, para receber as tiras de papel (Figura
3).

Os frascos contendo a silica sem a tampa sdo esterilizados em estufa com
circulacdo de ar a 180 °C por duas horas. As tiras de papel com indculo previamente
secas sdo transferidas para o interior dos frascos ambar, lacradas com a tampa de

plastico, e, em seguida, armazenados em refrigerador (4 °C).

FIGURA 4. Frascos &mbar contendo silica e discos de papel, prontos para receber as
tiras de papel com indculo.

No LAMIF mantiveram-se preservados 14 isolados dos géneros e espécies
Septoria spp., Alternaria sonchi, Rhizopus stolonifer, S. cepivorum, Curvularia spp.,
Bipolaris spp., Sclerotinia sclerotiorum, Mycosphaerella spp., Cercospora spp.,
Penicillium lilacinum, M. phaseolina, C. gloeosporioides, Trichoderma spp. e

Pseudocercosporella spp. (Tabela 5).
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TABELA 5. Relacgéo dos fungos preservados no LAMIF pelo método silica-gel. Monte
Carmelo, MG. Fonte: BELOTI (2015)

Cédigo Nome do fungo Nome do hospedeiro Data de entrada
LAMIF 001 Septoria spp. *S.1. 07/02/2011
LAMIF 002 Alternaria sonchi Almeirdo (Cichorium intybus) 20/06/2013
LAMIF 003 Rhizopus stolonifer S.1. 07/02/2011
LAMIF 004 S. cepivorum S.l. 17/05/2013
LAMIF 005 Curvularia spp. S.l. 06/08/2010
LAMIF 006 Bipolaris spp. Capim Marmela(lja(Brachiaria 06/08/2010

plantaginea)
LAMIF 007 S. sclerotiorum S.l. 28/03/2013
LAMIF 008 Mycosphaerella spp. S.I. 06/08/2010
LAMIF 009 Cercospora spp. Coffea arabica 12/08/2013
LAMIF 010 Penicillium lilacinum S.1. 10/06/2013
LAMIF 011 M. phaseolina S.l. 06/04/2011
LAMIF 012 C. gloeosporioides Passiflora sp. 26/04/2011
LAMIF 013 Trichoderma spp. S.I. 28/03/2013
LAMIF 014 Pseudocercosporella spp. S.I. 07/02/2011

*S.1.: sem informacdes

3.6 Avaliacdo da viabilidade

Para a avaliacdo da viabilidade dos isolados, foram utilizados tubos de ensaios
contendo meio de cultivo inclinado para o desenvolvimento micelial. Para os métodos
terrico, 6leo mineral, gelatina e silica-gel, em cada tubo inseriram-se 3,5 mL de meio de
cultivo BDA (pH 5,5), acrescidos dos antibioticos (0,5 mg/L) clorofenicol,
estreptomicina e ampicilina, para minimizar contaminacdes bacterianas. As estruturas
de resisténcia de S. sclerotiorum preservadas em 4 °C foram avaliadas pelo método
modificado de Santos (2014), com o plagueamento dos esclerédios no meio

semisseletivo Neon-S modificado.

Seis repeticdes foram utilizadas por isolado (uma repeticdo equivale a um tubo),
para avaliar a viabilidade nos métodos terrico, 6leo mineral e gelatina. Para 0 método
silica-gel, empregaram-se trés tubos por isolado devido a baixa disponibilidade de

amostras. Nos casos em que nenhum crescimento micelial nos tubos testados foi
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observado ou ocorreu desenvolvimento de fungos contaminantes (principalmente
Penicillium sp., Aspergillus sp. e Fusarium sp.), usou-se 0 meio de cultivo agar-agua
(2%) em tubos de ensaio (pH 5,5).

No meétodo terrico, a repicagem foi realizada a partir da distribuicdo de terrigo
em cada tubo, cobrindo a superficie do meio. No método 0leo, inseriram-se pequenos
fragmentos de micélio com o auxilio de uma alga de platina. O 6leo contido no interior
dos tubos de ensaio foi totalmente drenado para frascos de vidro previamente
esterilizados em autoclave (121 °C/20 minutos), para que, apds a inoculacdo, pudessem
retornar ao frasco original (tubos de ensaio), mantendo a integridade do isolado. No
método de gelatina, pequenos fragmentos de gelatina foram inseridos nos tubos a partir
do uso de pingas previamente esterilizadas em chama de lamparina. Apés a repicagem,
0s tubos foram lacrados com algoddo hidréfobo e mantidos em cdmara climatizada (20

* 2 °C), com fotoperiodo de 12 horas e por um periodo de 15 dias.

No caso das estruturas de resisténcia de S. sclerotiorum preservadas em 4 °C,
utilizou-se 0 método adaptado de Ferraz (2001) e Santos (2014), em que foram
modificados o tempo e a ordem na qual as estruturas se mantiveram nas solucdes. Os
esclerddios foram mantidos um minuto em agua destilada, um minuto em alcool 50% e
trés minutos em hipoclorito de sodio 1%, retirando-se o excesso em &gua destilada
durante um minuto. Na sequéncia, os esclerédios foram inseridos em tubos de ensaio
contendo 3,5 mL de meio semisseletivo Neon-s modificado. Os tubos foram lacrados
com algoddo hidr6fobo e mantidos em cadmara de crescimento BOD a 20 °C, com
auséncia de luminosidade e por um periodo de 15 dias.

Quando nenhum crescimento micelial foi observado no meio de cultivo BDA ou
ocorreu o desenvolvimento de fungos contaminantes, utilizou-se o meio de cultivo AA

(2%) em tubos de ensaio com trés repeticdes, 3,5 mL por tubo e pH 5,5.

Utilizou-se a camara de fluxo, munida de lampada ultravioleta germicida, e, para
a esterilizacdo prévia, a chama de lamparina foi empregada. Os materiais foram

previamente esterilizados em autoclave (calor imido) ou forno Pasteur (calor seco).

A viabilidade foi avaliada diariamente para os metodos de preservacao terrigo,
oleo mineral, gelatina e silica-gel a partir da visualizagdo do crescimento e

desenvolvimento micelial em microscopio estereoscépico (40x), por 15 dias, com a
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confirmacgdo em microscopio 6tico (400x). Para estruturas de resisténcia em 4 °C, ap0s
15 dias incubados em BOD os tubos foram retirados observando-se mudancas na
coloracdo. O método permite avaliar a sobrevivéncia do fungo, posto que o fungo viavel
modifique a coloracdo do meio de azul para um tom amarelo, pela producdo de acido
oxalico, além da formacdo de micélio e esclerodios caracteristicos, o que facilita a
diagnose visual (SANTQOS, 2014).

3.7 Avaliacdo da esporulagdo

A esporulacdo, independentemente do numero de esporos encontrados, foi
avaliada a partir da observacdo em microscépio 6ptico (400x). Nesse contexto, a
identificacdo foi realizada ao se observarem estruturas como micélio, conidios e
esporos, confrontando-as com as descricdes de Barnett e Hunter (1998), para correta

identificacdo, além de ser verificada a presenca de contaminantes.

3.8 Avaliacdo da colonizagao/patogenicidade

A avaliacédo da colonizacdo/patogenicidade foi realizada a partir da inoculagéo
em tecidos vivos do hospedeiro, frutos, tubérculos e vagens, como proposto por
Menezes e Silva-Hanlin (1997). Utilizou-se o método de inoculagdo com palito (Figura
5) (ALFENAS; MAFIA, 2007).

Figura 5. Inoculagdo com palito
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A limpeza dos tecidos foi feita com agua corrente e sabdo, e sua desinfestacéo,
por meio da passagem, por um minuto, em solugdes de hipoclorito de sodio 1,5%,
alcool 50% e agua destilada. Com o auxilio de bisturi e pinca, flambados, inocularam-se
as estruturas fangicas presentes nos palitos retirados de col6nias jovens (sete dias) e
puras. Os frutos, rizomas e vagens inoculados e ndo inoculados foram mantidos em
camara climatizada (20 + 2 °C), com fotoperiodo de 12 horas e em sacos plasticos

fechados durante sete dias.

Nesse caso, a quantidade de palitos foi padronizada para trés, no caso de tecidos
menores, como dos isolados provenientes dos frutos de S. gilo, C. arabica, vagens de P.
vulgaris e G. max, bulbilhos de A. sativum e rizomas de Z. officinale; e nove palitos, em
relacdo aos tecidos maiores, como dos isolados provenientes dos frutos de A. comosus,
Passiflora sp., C. annum, S. lycopersicum, Musa sp. e tolete de S. officinarum. Para os
fungos Macrophomina sp. (soja), F. solani (soja) e F. oxysporum (soja e feijédo),
avaliou-se a colonizacdo nas sementes de soja (10 sementes/placa), em um micélio

desenvolvido em placas de Petri contendo meio BDA.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo da viabilidade, esporulacdo e colonizacao/patogenicidade

4.1.1 Meétodo terrico

Dos 68 isolados preservados no método terri¢co, 38 permaneceram Vviaveis: cinco
isolados de Fusarium spp. (até 13 anos e 40 dias), cinco isolados de F. oxysporum (até
18 anos e 328 dias), 16 isolados de F. oxysporum f. sp. lycopersici (até 25 anos e 186
dias), cinco isolados de F. oxysporum f. sp. vasinfectum (até 15 anos e 128 dias), um
isolado de F. solani (12 anos e 343 dias) e um isolado de S. rolfsii (20 anos e 33 dias):
LAMIP 073, produzindo esclerodios. Cinco isolados foram identificados como viaveis
apenas em meio de cultivo AA: Fusarium spp. (até 11 anos e 55 dias): 118A e 118B; e
Rhizoctonia spp. (até 37 anos e 142 dias): LAMIP 061, LAMIP 067 e LAMIP 068
(Tabela 6).

Os isolados LAMIP 036, LAMIP 044, LAMIP 045, LAMIP 046 perderam sua
capacidade esporulativa em meio de cultivo BDA (Tabela 6). Muitos fungos prosperam
agressivamente nesse meio rico que incentiva o crescimento micelial vigoroso de
fungos, mas pode levar a uma eventual perda de esporulacdo. Pode ser necessario um
periodo de crescimento em um meio de privacdo de nutrientes para incentivar a
esporulacdo (SMITH; ONIONS, 1994; DHINGRA,; SINCLAIR, 1995). Esses isolados
apresentaram sintomas brandos nos tecidos colonizados ou crescimento micelial

restrito.
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Tabela 6. Fungos viaveis em meio de cultivo BDA e AA preservados pelo método terrico. Uberlandia (MG). Fonte: BELOTI (2015)

Colonizacéo/

Cédigo Pat6geno Esporulacao Patogenicidade Sintomas/ Sinal Tempo de Preservagéo
LAMIP 010 F. oxysporum f. sp. vasinfectum + Maca de algodéo Enegremmer;nitcoe;ai;resmmento 15 anos e 128 dias
LAMIP 011 F.oxysporum f. sp. vasinfectum + Macé de algodéo Enegremmerznnitcoeﬁaclresmmento 12 anos e 332 dias
LAMIP 012 F. oxysporum f. sp. vasinfectum + Macé de algodéo EnegreC|m(:.nnitCoeﬁ;:Iresmmento 12 anos e 328 dias
LAMIP 013 F. oxysporum f. sp. vasinfectum + Macé de algodéo EnegreC|m(:.nnitCoeﬁ;:Iresmmento 15 anos e 66 dias
LAMIP 014 F. oxysporum + Banana Podrlda%?cg:ie;mmento 18 anos e 328 dias
LAMIP 015 F. oxysporum + Banana Podrldaﬁ]?cg:iejlmmento 12 anos e 340 dias
LAMIP 018 F. oxysporum + Feijdo Crescimento micelial 12 anos e 186 dias
abundante

LAMIP 020 F. oxysporum + Vagem esz?(;nente de Crescimento micelial 12 anos e 329 dias

LAMIP 022 F. oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 12 anos e 292 dias
abundante

LAMIP 023 F. oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 25 anos e 186 dias
abundante

LAMIP 026 F.oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 23 anos e 354 dias
abundante

LAMIP 027 F. oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 23 anos e 354 dias
abundante

LAMIP 028 F. oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 23 anos e 354 dias
abundante

(...continua...)
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TABELA 6, Cont.

LAMIP 029 . oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 12 anos e 292 dias
abundante

LAMIP 030 . oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 12 anos e 292 dias
abundante

LAMIP 031 . oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 12 anos e 146 dias
abundante

LAMIP 032 . oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 12 anos e 307 dias
abundante

LAMIP 033 . oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 12 anos e 197 dias
abundante

LAMIP 034 . oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 12 anos e 139 dias
abundante

LAMIP 035 . oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 12 anos e 292 dias
abundante

LAMIP 036 . oxysporum f.sp. lycopersici - Tomate Podridao superficial e 16 anos e 336 dias

crescimento micelial

LAMIP 037 . oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 16 anos e 350 dias
abundante

LAMIP 038 . oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 21 anos e 135 dias
abundante

LAMIP 039 . oxysporum f.sp. lycopersici + Tomate Apodrecimento e micélio 12 anos e 197 dias
abundante

LAMIP 043 F. solani + Vagem e semente de Crescimento micelial 12 anos e 343 dias

Soja

LAMIP 044 Fusarium spp. - Maracuja Crescimento micelial 13 anos e 40 dias

LAMIP 045 Fusarium spp. - Maracuja Crescimento micelial 12 anos e 336 dias

LAMIP 046 Fusarium spp. - Maracuja Crescimento micelial 12 anos e 139 dias

LAMIP 047 Fusarium spp. + Maracuja Crescimento micelial 12 anos e 139 dias

LAMIP 061 Rhizoctonia spp. A S.I. S.I. Aprox. 14 anos

LAMIP 067 Rhizoctonia spp. A S.l. S.I. 12 anos e 88 dias

LAMIP 068 Rhizoctonia spp. A S.l. S.I. 37 anos e 142 dias

LAMIP 073 Sclerotium rolfsii ER Pimentdo Podriddo e micélio abundante 20 anos e 33 dias

(...continua...)
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TABELA 6, Cont.

LAMIP 113

LAMIP 116

LAMIP 118A
LAMIP 118B
LAMIP 119

F. oxysporum
F.oxysporum f. sp. vasinfectum
Fusarium spp.

Fusarium spp.
Fusarium spp.

Alho
Maca de algodéo

S.l.
S.l.
Maca de algodéo

Manchas avermelhadas e
micélio abundante
Enegrecimento e crescimento
micelial
S.1.

S.I.
Enegrecimento e crescimento
micelial

11anos e 172 dias

10 anos e 146 dias

11 anos e 55 dias
11 anos e 55 dias
11 anos e 88 dias

Inoculado para avaliacdo nos dias 8 e 9 de abril de 2014. (-) N&o; (+) Sim; (ER) estruturas de resisténcia; (A) Agonomycetales.
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FIGURA 6. Sintomas e sinais dos fungos inoculados para o método terri¢o. Legendas:
A (LAMIP 010), B (LAMIP 012), C (LAMIP 013), D (LAMIP 119), E
(LAMIP 113), F (LAMIP 014), G (LAMIP 015), H (LAMIP 044), |
(LAMIP 045), J (LAMIP 046), K (LAMIP 073), L (LAMIP 043), M
(LAMIP 022), N (LAMIP 023), O (LAMIP 026), P (LAMIP 027), Q
(LAMIP 029), R (LAMIP 030), S (LAMIP 031), T (LAMIP 032), U
(LAMIP 033), W (LAMIP 034), X (LAMIP 035), Y (LAMIP 036), Z
(LAMIP 037), AA (LAMIP 038), AB (LAMIP 039), AC (LAMIP 018).
Fonte: BELOTI (2015).

46



4.1.2 Método oleo mineral

Quando preservados em oOleo mineral, dos 31 isolados avaliados, apenas trés
permaneceram viaveis, identificados em meio de cultivo BDA: Colletotrichum spp. (11
anos e 84 dias), representado por LAMIP 120; F. moniliforme (oito anos e 168 dias),
representado por LAMIP 161; e Phomopsis spp. (19 anos e 226 dias), representado por
LAMIP 050 (Tabela 7) — todos permaneceram esporulantes em meio de cultivo BDA.

Sintomas e sinais decorrentes das inocula¢fes podem ser visualizados na Figura 7.
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Tabela 7. Fungos viaveis em meio de cultivo BDA pelo método dleo mineral. Uberlandia (MG). Fonte: BELOT]I (2015)

Colonizagéo/

5di 4 3 Sintomas/ Sinal Tempo de Preservacéo
Cédigo Patogeno Esporulacéo Patogenicidade
LAMIP 120 Colletotrichum spp. + Café Micélio abundante e necrose 11 anos e 84 dias
. . Podriddo vermelha e .

LAMIP 161 Fusarium moniliforme + Tolete de cana . o 8 anos e 168 dias
crescimento micelial
LesBes concéntricas

LAMIP 050 Phomopsis spp. + Jilé castanhas e presenca de 19 anos e 226 dias

picnidios

Inoculado para avaliagdo nos dias 22 e 24 de abril de 2014. (-) N&o; (+) Sim.
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Testemunha ) Testemunha

FIGURA 7. Sintomas e sinais dos fungos inoculados para o método 6leo mineral.
Legendas: A (LAMIP 161), B (LAMIP 050), C (LAMIP 120). Fonte:
BELOTI (2015).

4.1.3 Meétodo gelatina

No método gelatina, dos 17 isolados, 10 foram identificados como viaveis em
meio de cultivo BDA: LAMIP 132 C, isolado de Colletotrichum spp. (16 anos e 40
dias); Septoria spp., com os isolados 133A (15 anos e 241 dias) e LAMIP 133B (15
anos e 62 dias); Fusarium spp. (até 16 anos e 40 dias): LAMIP 135, LAMIP 138 e
LAMIP 140; F. subglutinans f. sp. ananas (cinco anos e 321 dias): LAMIP 167,
Macrophomina spp. (cinco anos e 318 dias): LAMIP 169; Phomopsis spp. (seis anos e
11 dias): LAMIP 170 e Verticillium spp. (cinco anos e 318 dias): LAMIP 171. Todos
permaneceram esporulantes, exceto os isolados de Septoria spp. (Tabela 8). Sintomas e

sinais decorrentes das inocula¢fes podem ser visualizados na Figura 8.
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Tabela 8. Fungos viaveis em meio de cultivo BDA pelo método gelatina. Uberlandia (MG). Fonte: BELOT]I (2015)

Colonizagéo/

Cédigo Pat6geno Esporulacao Patogenicidade Sintomas/ Sinal Tempo de Preservacéo
LAMIP 132C Colletotrichum spp. + Maracuja Podrldaoaieérrr\llglrgsenga de 16 anos e 40 dias
LAMIP 133A Septoria spp. - Maracuja Tecido necrosado 15 anos e 241 dias
LAMIP 133B Septoria spp. - Maracuja Tecido necrosado 15 anos e 62 dias

LAMIP 135 Fusarium spp. + Maracuja Crescimento micelial 16 anos e 40 dias
LAMIP 138 Fusarium spp. + Gengibre POd”daﬁ]?Cglr?;C'memo 11 anos e 354 dias
LAMIP 140 Fusarium spp. + Macé de algodéo Ene_gremmen_to € 9 anos e 296 dias
crescimento micelial
LAMIP 167 Fusarium subglutinans f. sp. + Abacaxi Pod_rldao mternag 5 anos e 321 dias
Ananas crescimento micelial
LAMIP 169 Macrophomina spp. + Vagem de soja Podriddo da vagem 5anos e 318 dias
LAMIP 170 Phomopsis spp. + S.l. S.I. 6 anos e 11 dias
LAMIP 171 Verticillium spp. 4 Tomate Podrid&o superficial e 5 anos e 318 dias

crescimento micelial

Inoculado para avaliacdo nos dias 14 e 17 de abril de 2014. (-) Nao; (+) Sim; (S.l.) Sem informagdes.



FIGURA 8. Sintomas e sinais dos fungos inoculados para o método gelatina. Legendas:
A (LAMIP 167), B (LAMIP 132 C), C (LAMIP 133B), D (LAMIP 171), E
(LAMIP 169), F (LAMIP 138). Fonte: BELOTI (2015).

4.1.4 Estruturas de resisténcia em 4 °C

Apenas LAMIP 175 permaneceu viavel, com o menor tempo de preservagdo
(cerca de quatro anos), formando micélio e estruturas de resisténcia em meio
semisseletivo Neon-S modificado. Sintomas e sinais decorrentes da inoculacdo podem

ser visualizados na Figura 9.
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Testemunha

LAMIP 175

FIGURA 8. Sintomas e sinas da inoculacéo de S. sclerotiorum preservado em 4 °C.
Fonte: BELOTI (2015).

4.1.5 Meétodo silica-gel

Todos os isolados avaliados se mostraram viaveis em meio de cultivo BDA:
Septoria spp. (trés anos e 256 dias): LAMIF 001; M. phaseolina (trés anos e 197 dias):
LAMIF 011; Cercospora spp. (um ano e 69 dias): LAMIF 009 sem esporulacdo neste
meio de cultivo; A. sonchi (um ano e 121 dias): LAMIF 002; Bipolaris spp. (quatro anos
e 77 dias): LAMIF 006; C. gloeosporioides (trés anos e 179 dias): LAMIF 012;
Curvularia spp. (quatro anos e 77 dias): LAMIF 005; P. lilacinum (um ano e 131 dias):
LAMIF 010; Mycosphaerella spp. (quatro anos e 77 dias): LAMIF 008, com perda na
sua esporulacdo em meio BDA; R. stolonifer (trés anos e 256 dias): LAMIF 003;
Pseudocercosporella spp. (trés anos e 256 dias): LAMIF 014, sem esporulagdo em meio
de cultivo BDA; S. cepivorum (um ano e 157 dias): LAMIF 004; Trichoderma spp. (um
ano e 205 dias): LAMIF 013 e S. sclerotiorum (um ano e 205 dias): LAMIF 007 (Tabela

9). Sintomas e sinais decorrentes das inoculagdes podem ser visualizados na Figura 10.
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TABELA 9. Fungos vidveis em meio de cultivo BDA pelo método silica-gel

. Monte Carmelo (MG). Fonte: BELOTI (2015)

Colonizacao/

Cddigo Patogeno Esporulacao Patogenicidade Sintomas/ Sinal Tempo de Preservacao
LAMIF 001 Septoria spp. - S.1. S.1. 3 anos e 256 dias
LAMIF 002 A. sonchi + S.I. S.l. 1ano e 121 dias
LAMIF 003 R. stolonifer + S.L S.L 3 anos e 256 dias
LAMIF 004 S. cepivorum ER Alho Mofo cinzento 1 ano e 157 dias
LAMIF 005 Curvularia spp. + S.I. S.I. 4 anos e 77 dias
LAMIF 006 Bipolaris spp. + S.I. S.l. 4 anos e 77 dias
LAMIF 007 S. sclerotiorum ER Vagens de soja Crescimento micelial 1 ano e 205 dias
LAMIF 008 Mycosphaerella spp. - S.I. S.l. 4 anos e 77 dias
LAMIF 009 Cercospora spp. - S.I. S.l. 1 ano e 69 dias
LAMIF 010 P.lilacinum + S.1. S.1. 1 ano e 131 dias
LAMIF 011 M. phaseolina + Vagens e sgmente de Enegreci_mento de_vagens € 3 anos e 197 dias

soja crescimento micelial
LAMIF 012 C. gloeosporioides + S.I. S.I. 3 anos e 179 dias
LAMIF 013 Trichoderma spp. + S.I. S.I. 1 ano e 205 dias
LAMIF 014 Pseudocercosporella spp. - S.I. S.I. 3 anos e 256 dias

Inoculado para avaliacdo no dia 20 de outubro de 2014. (-) N&o; (+) Sim. (ER) estruturas de resisténcia
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FIGURA 9. Sintomas e sinas dos fungos inoculados para o método silica-gel.
Legendas: A (LAMIF 007), B (LAMIF 011), C (LAMIF 004). Fonte:
BELOTI (2015).
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5 DISCUSSAO

Para o género Fusarium sp., Windels (1992) n&o recomenda a preservacao de
culturas em solo esterilizado ou em meio de cultivo BDA. Entretanto, neste trabalho,
isolados de até 25 anos e 186 dias (LAMIP 023) permaneceram viaveis e esporulantes,
com auséncia de contaminantes. Para especies de Fusarium sp., o0 melhor método de
preservacdo por longos periodos é a liofilizacdo, empregada para preservar varias
espécies de Fusarium sp. Desde 1978, o Fusarium Research Center, na Universidade do
Estado da Pensilvania, tem empregado essa técnica, sendo que das aproximadamente 16
mil culturas, todas permanecem viaveis (SINGLETON et al.,1992; WINDELS, 1992).

A preservacdo do género Fusarium sp. em nitrogénio liquido é recomendada por
autores como Singleton et al. (1992); Windels (1992); e Dhingra; Sinclair (1995). Ha
relatos da preservacdo em silica-gel, com manutencdo da viabilidade de isolados apds
periodos de cinco anos em 5 °C (SINGLETON et al., 1992; DHINGRA; SINCLAIR,
1995). Na micoteca do Commonwealth Mycological Institute (Reino Unido), F. solani
permaneceu viavel em silica-gel apds 11 anos; 25 anos em 6leo mineral; e 15 anos em -
20 °C. Para a técnica alternativa de congelamento a seco, F. graminearum permaneceu
viavel apos o periodo de 14 anos (SMITH, 1983; SMITH; ONIONS, 1983).

Na micoteca Mério Barreto Figueiredo, a viabilidade de culturas pertencentes as
espéecies F. oxysporum em cebola (Allium cepa) foi mantida por até 34 anos pelos
métodos Castellani e de repicagens periodicas. Apenas 0 método Castellani manteve a
patogenicidade, sendo eficiente na preservacdo das caracteristicas morfofisioldgicas
(PASSADOR et al., 2010). Provavelmente, isso se deve a menor frequéncia com que as
culturas sdo manuseadas, permanecendo o micélio em estado de laténcia, 0 que reduz a
probabilidade de mutacGes que ocorrem nas repicagens periddicas (PIMENTEL;
FIGUEIREDO, 1989).

F. oxysporum e F. oxyporum f. sp. dianthi foram preservados pelos métodos
Castellani (um ano e dois meses; trés anos e quatro meses, respectivamente) e F.
oxysporum via liofilizacdo (20 anos e 10 meses), mantendo-se viaveis, assim como F.
bulbigenum, F. oxysporum, F. oxysporum f. sp. vasinfectum e Fusarium sp., que se
mostraram vidveis apds preservacdo de oito meses, pela técnica de congelamento de
estruturas a -80 °C (APARECIDO et al., 2007; APARECIDO et al., 2012). Entretanto,
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as melhores temperaturas para preservar clamidosporos de F. oxysporum f. sp.
lycopersici raga 2 (temperatura ambiente) durante um ano ocorreram em 5 °C e -20 °C
(BUENO, 2004).

Como procedimento alternativo, cita-se 0 método de papel-filtro de Fong et al.
(2000), que se mostrou muito eficaz para a preservacdo de F. oxysporum a -19 °C.
Todos os isolados mantiveram-se vidveis apds quatro anos de preservacdo, e todas as
culturas recuperadas estavam isentas de infestacdo de acaros. O método 6leo mineral
ndo é muito indicado para preservar o fungo de solo Fusarium sp. (DHINGRA;
SINCLAIR, 1995), o que corrobora com os resultados obtidos no trabalho, pois dos seis
isolados preservados por esse método, apenas o isolado LAMIP 161 (F. moniliforme)
preservado por oito anos e 168 dias permaneceu vidvel e esporulante. Dois isolados de
F. moniliforme var. subglutinans foram preservados por repicagens periddicas (45 e 43
anos), Castellani (11 e 42 anos) e liofilizacdo (ambos 23 anos) — todos se mantiveram

viaveis e patogénicos em frutos de abacaxi (PIRES et al., 2012).

Para a espécie S. rolfsii, quando se comparou a preservacao durante um ano de
esclerodios mantidos em trés tratamentos (temperatura ambiente, 5 °C e -20 °C), a
melhor temperatura foi a ambiente, mantendo-se a patogenicidade (BUENO, 2004).
Sclerotium sp. permaneceu viavel pela técnica de congelamento de estruturas a -80 °C
apos um periodo de sete meses (APARECIDO et al., 2012), e S. rolfsii foi preservado
por periodos superiores a cinco anos utilizando 6leo mineral (tubos de ensaio contendo
meio de cultivo BDA), mantido a 25 °C (PUNJA; RAHE, 1992). Nesse sentido, perdas
na patogenicidade de S. coffeicola em curto tempo pelo método repicagem periddica
foram observadas por Menezes et al., (1997). A preservacdo de S. rolfsii em terrico se
mostrou um bom método, com viabilidade apds o periodo de 20 anos e 33 dias, superior

ao encontrado na literatura.

Dados indicam que Rhizoctonia sp. permaneceu vidvel ap6s um ano em tubos
contendo meio de cultivo BDA e mantidos em temperatura ambiente (CARLING;
SUMNER, 1992). Culturas desse patdgeno ndo podem ser preservadas de 0 a 7 °C e -20
°C, e tal género pode ser preservado em laboratério em temperatura ambiente de seis a
12 meses em placas de Petri com meio de cultivo PDYA (batata-dextrose-levedura-
agar) ou BDA, em tecidos de plantas infectados ou em solo contendo 4% de farelo de
trigo. Entretanto, Bueno (2004) relatou que os esclerodios de R. solani mantidos em trés

56



tratamentos (temperatura ambiente, 5 °C e -20 °C) morreram ap0s cinco meses de
avaliacdo, contradizendo a afirmacéo de Carling e Sumner (1992) quanto a preservagao
em temperatura ambiente. No método 6leo mineral R. solani, pode ser preservado por
até cinco anos; em terrico, por longos periodos de tempo (DHINGRA; SINCLAIR,
1995); e, em nitrogénio liquido, por cinco a seis anos (CARLING; SUMNER,1992). R.
papayae permaneceu viavel apds oito meses de preservacdo a -80 °C (APARECIDO et
al., 2012), e Rhizoctonia spp., por até dois anos e nove meses pelo método Castellani
(APARECIDO et al., 2007).

A preservacdo de esclerodios de R. solani produzidos em substrato areno-organico
ndo foi promissora, pois eles ndo permaneceram viaveis apos cinco meses de avaliacao
(BUENO, 2004). O resultado encontrado neste trabalho ndo vai ao encontro desse fato,
uma vez que isolados permaneceram viaveis em terrico por periodos de até 37 anos e
142 dias, superiores aos encontrados na literatura. A viabilidade desse género foi

identificada apenas em meio de cultivo AA.

Para o género Colletotrichum spp., alguns autores relataram que ele permaneceu
viavel por até dez anos pelo método Castellani (FIGUEIREDO, 1967; SINGLETON et
al.,, 1992; DHINGRA; SINCLAIR, 1995). Dez isolados pertencentes ao género
Colletotrichum foram preservados por periodos entre trés e 34 anos, a partir dos
métodos Castellani, de repicagens periddicas e -80 °C (apenas um isolado nao
permaneceu viavel). Com relacdo a patogenicidade, duas amostras mantidas por
Castellani e -80 °C e uma por repicagens periddicas ndo induziram a manifestacdo de
sintomas. Assim, o0s fungos pertencentes ao género Colletotrichum podem ser
preservados em laboratério por qualquer um dos métodos referidos, uma vez que tanto a
viabilidade quanto a patogenicidade foram mantidas. Outros isolados foram avaliados
na técnica de congelamento de estruturas a -80 °C: Colletotrichum sp., C. gossypii e C.
gloeosporioides, que permaneceram vidveis por um periodo de 18, sete e 18 meses,
respectivamente (APARECIDO et al., 2012, APARECIDO; CAMILO, 2013).

Para C. fragariae, os métodos repicagem periddica (38 anos) e Castellani (36
anos) foram viaveis, porém apenas no método Castellani se manteve patogénico.
Enquanto isso, para C. gloeosporioides, 0s métodos repicagem periddica (25 anos) e
Castellani (23, 25 e 37 anos) mantiveram-se viadveis e patogénicos, exceto o isolado

preservado por 37 anos, que ndo manteve sua patogenicidade. Ja para C.
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lindemuthianum, os métodos repicagem periodica (39 anos) e Castellani (12 anos)
mantiveram-se viaveis (PIRES et al., 2012). C. dematium permaneceu viavel em silica-
gel apo6s dez anos, 21 anos em 6leo mineral, quatro anos a -20 °C e sete anos em
nitrogénio liquido, ao passo que C. dematium f. sp spinaciae permaneceu viavel em
silica-gel apds dez anos, 11 anos em dleo mineral, 12 anos a -20 °C e dez anos em
nitrogénio liquido. C. gossypii tornou-se inviavel em silica-gel apds dois anos, mas
viavel, ap6s cinco anos, em 6leo mineral, 12 anos a -20 °C e 12 anos em nitrogénio
liquido. C. musae permaneceu viavel em silica-gel apds dez anos, dez anos em 0leo
mineral e 12 anos a -20 °C, e C. tabacum tornou-se inviavel em silica-gel ap6s quatro
anos, porém viavel com dez anos em 6leo mineral. C. truncatum tornou-se inviavel em
silica-gel apds um ano, porém vidvel com 21 anos em 6leo mineral e cinco anos a -20
°C, e C. typhae permaneceu viavel em silica-gel ap0s dez anos, dez anos em Gleo
mineral e dez anos a -20 °C (SMITH; ONIONS, 1983). Vale ressaltar que o fungo
Phomopsis spp. se manteve viavel apés 14 anos, com o0 uso da técnica alternativa de
congelamento a seco (SMITH,1983).

Vinte e quatro isolados de Septoria spp. foram preservados em terrico e mantidos a
4 °C no escuro por 24 meses — S. avenae, S. passerinii e S. tritici — e 20 meses — S.
avenae f. sp. triticea, S. nodorum —, que se mantiveram viaveis, sem perda na
esporulacdo ou patogenicidade em Triticum aestivum ap6s o periodo citado. Esse
método minimizou varia¢fes nos isolados, como observado nas repicagens periodicas

em meio nutriente agar, sendo simples e confiavel (SHEARER et al., 1973).

A preservacdo de M. phaseolina, em tecidos secos (colmos de milho e sorgo),
foi constatada por um periodo de 16 a 18 meses, em que o fungo apresentou um grande
namero de esclerddios viaveis apds o periodo citado (COOK et al., 1973). Ha relatos da
preservacdo por congelamento por longos periodos, como o0 método de
ultracongelamento (-70 °C) (MIHAIL, 1992; SINGLETON et al., 1992). Bueno (2004)
relatou que a preservacdo em temperatura de -20 °C mostrou-se letal ap6s dois meses de
avaliacdo, inviabilizando a preservacéo na condicdo citada. A melhor temperatura para
manter a viabilidade dos microesclerddios, produzidos e armazenados na forma de
substrato areno-organico, foi de 5 °C, pois eles mantiveram 100% de sobrevivéncia
durante um ano e com maior vigor. A técnica de congelamento de estruturas a -80 °C
utilizada pela micoteca Mario Barreto Figueiredo comprovou que isolados de M.

phaseolina permaneceram vidveis e esporulantes apds um més de preservagédo
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(APARECIDO et al., 2012), e, na micoteca do Commonwealth Mycological Institute,
foi preservado em nitrogénio liquido por até seis meses (SMITH, 1983). Existem
métodos alternativos para preservar esse fungo através de estruturas de resisténcia, com
formacéo de microesclerddios sobre palitos de madeira. Esses palitos sdo inseridos em
placa de Petri estéril, selada e armazenada em temperatura ambiente, com preservacao
por até cinco anos (SINGLETON et al., 1992; MIHAIL, 1992).

Muitas espécies de Verticillium sp. podem ser preservadas a temperatura
ambiente em tubos de ensaio, com o meio de cultivo BDA, por um ou dois anos
(MELOUK,1992). Finatti e Aparecido (2009) compararam os métodos de preservacao
repicagens periodicas, Castellani, liofilizacdo e 6leo mineral para Verticillium spp. Para
os testes de viabilidade, as culturas foram transferidas para meio de cultivo BDA e AA,
sendo que, a partir do crescimento, realizaram-se inoculagdes experimentais em solo
com o hospedeiro original, para constatar a manutencdo da patogenicidade. Com o0s
resultados concluiu-se que, para o género Verticillium, o método Castellani seria o0 mais
eficiente, pois, além de as plantas inoculadas apresentarem sintomas mais rapidamente,
os isolados demonstraram maior agressividade. Segundo esses autores, espécies
pertencentes a tal género, por apresentarem esporos extremamente delicados, sdo
incapazes de resistirem ao processo de liofilizacdo. Nessa instituicdo, as espécies V.
fungicola, preservada unicamente pelo método Castellani (15 anos); e V. dahliae, pelos
métodos de Castellani e repicagens periddicas (seis anos), permaneceram Viaveis e
patogénicas (PASSADOR et al.,, 2010). V. dahliae, preservado pelos métodos
Castellani, permaneceu viavel por até 12 anos e 11 meses; e V. albo-atrum, por 12 anos
(APARECIDO et al., 2007). Para 0 método de congelamento de estruturas a -80 °C, V.
dahliae e V. albo-atrum permaneceram viaveis por 18 meses, e V. fungicola, por 19
meses (APARECIDO et al., 2012).

V. fungicola manteve-se viavel e patogénico pelo método Castellani por 13 anos,
enquanto V. dahliae se manteve vidvel pelo método repicagem periddica por até 44
anos, sem manutencdo da patogenicidade, e até 39 anos, com manutencdo da
patogenicidade; pelo método Castellani, se manteve por até 11 anos (viavel e
patogénico). Para V. albo-atrum, a viabilidade e patogenicidade foram mantidas por
periodos de até 31 anos (repicagens periddicas) e 11 anos (Castellani) (PIRES et al.,
2012). Verticillium dahliae permaneceu viavel em silica-gel apds 11 anos, 22 anos em
6leo mineral e oito anos a -20 °C (SMITH; ONIONS, 1983). Nesse sentido, V. dahliae
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pode ser preservado por cinco anos ou mais em uma mistura de solo autoclavado (solo,
perlita e turfa), quando mantido em temperatura de 5 °C (MELOUK, 1992;
SINGLETON et al., 1992).

Bueno (2004) constatou que a melhor temperatura para manter a viabilidade dos
microesclerodios, produzidos e armazenados até um ano na forma de substrato areno-
organico, foi de -20 °C, uma vez que todos sobreviveram apresentando maior vigor em
relacdo as demais temperaturas avaliadas. Alternativamente, o género Verticillium sp.
pode ser preservado a partir de microesclerddios formados em coldnias do fungo,
desenvolvidas em meio de cultivo BDA por 15 dias e desidratadas em sulfato de célcio
por 72 horas, de 22 a 25 °C. O p0 contendo as estruturas de resisténcia do fungo é
inserido em envelopes e, em seguida, armazenado em ambiente seco. Nessa condicao,
notou-se preservacao por dois anos (SINGLETON et al.,1992; MIHAIL, 1992).

Os esclerddios de S. sclerotiorum, ap6s serem removidos de plantas doentes ou
meio de cultivo, podem ser preservados a temperaturas de 2 a 5 °C (SINGLETON et al.,
1992; PRATT, 1992). Bueno (2004) notou que, apo6s nove meses de avaliacdo, houve
diminuicdo gradativa na sobrevivéncia do fungo na temperatura de geladeira (5 °C).
Esse autor desenvolveu uma metodologia para preservagdo de estruturas de resisténcia
para S. sclerotiorum em temperatura de -20 °C, armazenando tais estruturas em frascos
de 500 mL. Apbés um ano de preservacdo, todos mantiveram a patogenicidade na
metodologia desenvolvida, e o isolado LAMIP 175 manteve-se vidvel na temperatura de
5 °C, sugerindo que esse tipo de preservacdo ndo poderad exceder a quatro anos, como
proposto por Singleton et al. (1992) e Pratt (1992). Tal fungo também pode ser
preservado por repicagens periddicas por um curto periodo de tempo (SINGLETON et
al., 1992); em contrapartida, Pratt (1992) relata que este pode ser preservado pelo
método de repicagens por longos periodos na forma de esclerddios, ascosporos e

micélio.

Nesses termos, Alternaria citri, preservado pelo método Castellani, manteve-se
viavel ap6s 12 anos (APARECIDO et al., 2007). A. solani, preservado a partir dos
métodos repicagens periddicas (45 anos), Castellani (12 anos) e liofilizagdo (20 anos),
permaneceu viavel, mas perdeu sua patogenicidade (PIRES et al., 2012). A. tenuis e A.
brassicicola, preservados a -80 °C, permaneceram viaveis apds sete meses

(APARECIDO et al., 2012), e A. alternata permaneceu viavel por 11 anos em silica-gel,
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20 anos em Oleo mineral e 15 anos a -20 °C. A. brassicae permaneceu viavel por dez
anos em silica-gel, oito anos em 6leo mineral e 11 anos a -20 °C, ao passo que A.
chlamydosporum permaneceu viavel por dez anos em silica-gel, 11 anos em oéleo
mineral e dez anos a -20 °C (SMITH; ONIONS, 1983). Nesse caso, Bipolaris oryzae,
preservado pelo método Castellani, permaneceu viavel apds 12 anos e trés meses
(APARECIDO et al., 2007).

Na micoteca do Commonwealth Mycological Institute, Smith (1983) avaliou a
técnica de preservagdo em nitrogénio liquido, realizada em duas etapas: diminui¢do da
temperatura da amostra em uma taxa de 1 °C por minuto até atingir -35 °C; e insercéao
desta em nitrogénio liquido (-196 °C) antes da selagem a vacuo. Cercospora
xanthosomatis manteve-se viavel e esporulante apds seis meses; e cinco isolados de C.
coffeicola, preservados em papel-filtro esterilizado e na forma de discos de micélio em
meio de cultivo, ambos preservados em microtubos do tipo Eppendorf em temperatura
ambiente, mantiveram-se viaveis e esporulantes ap0os seis meses, quando plaqueados em
meio V8 (BOTELHO et al., 2013). Isso sugere que, para o género citado, 0 meio V8 é
mais adequado para a reativagdo do crescimento e esporulacdo, posto que, para o
isolado LAMIF 009, ndo ocorre esporulacdo em meio de cultivo BDA. Sete isolados de
C. coffeicola foram preservados pelos métodos Castellani, em frascos tipo Ependorff,
nas temperaturas ambientes, -18 °C, -80 °C, -100 °C e liofilizacdo. Todos
permaneceram viaveis apds seis meses em todos os métodos testados, com exce¢do
daqueles mantidos em -18 °C, que perderam a viabilidade apds trés meses
(DELL’ACQUA et al., 2009).

Preservado pelo método Castellani, Curvularia lunata manteve-se viavel apos 37
anos e seis meses (APARECIDO, 2007), enquanto Curvularia lunata var. aeria
permaneceu viavel em silica-gel ap6s dez anos, 13 anos em éleo mineral, 11 anos a -20
°C e 11 anos em nitrogénio liquido (SMITH; ONIONS, 1983). Smith (1983) avaliou a
técnica alternativa de congelamento a seco, com o auxilio de centrifugacdo de discos de
agar sem meio de suspensdo, utilizada na micoteca do Commonwealth Mycological

Institute para Curvularia trifolii f. sp. gladioli, que permaneceu viavel apos 13 anos.

Penicillium italicum manteve-se vidvel com amostras preservadas por repicagens
periddicas (45 anos), Castellani (12 anos) e liofilizacdo (22 anos). Entretanto, apenas
aquela proveniente da liofilizagdo se manteve patogénica (PIRES et al., 2012). P.
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baarnense permaneceu viavel em silica-gel apos 11 anos, 25 anos em 6leo mineral, 14
anos a -20 °C e 12 anos em nitrogénio liquido; P. brefeldianum permaneceu vidvel em
silica-gel apos dez anos, 11 anos em 6leo mineral, trés anos a -20 °C e dez anos em
nitrogénio liquido; P. chrysogenum permaneceu viavel em silica-gel apos 11 anos, 25
anos em o6leo mineral e quatro anos a -20 °C; P. claviforme permaneceu viavel em
silica-gel ap6s 11 anos, 25 anos em 6leo mineral, 15 anos a -20 °C; P. corylophilum
tornou-se inviavel em apenas dois anos em silica-gel, permanecendo vidvel apds 19
anos em 0Oleo mineral e 11 anos a -20 °C; P. lavendulum tornou-se inviavel em apenas
um ano em silica-gel, permanecendo viavel apds 27 anos em 6leo mineral e 15 anos a -
20 °C; P. luteum permaneceu viavel em silica-gel ap6s 11 anos, 20 anos em o6leo
mineral, dez anos a -20 °C e dez anos em nitrogénio liquido; P. notatum permaneceu
viavel em silica-gel ap6s 11 anos, 24 anos em 6leo mineral, seis anos a -20 °C e 11 anos
em nitrogénio liquido; e P. wortmannii permaneceu viavel em silica-gel apds dez anos,
15 anos em dleo mineral, dez anos a -20 °C e dez anos em nitrogénio liquido (SMITH;
ONIONS, 1983). Smith (1983) avaliou a técnica alternativa de congelamento a seco,
constatando que varias espécies do género permaneceram viaveis por 13 anos (P.
raperi) e 14 anos (P. cyclopium var. echinulatum, P. nigricans, P. paraherquei, P.
raperi, P. roquefortii, P. spinuloramigenum e P. steckii). Além disso, Rhizopus
homothallicus permaneceu viavel em silica-gel apds 11 anos, 20 anos em 6leo mineral,
11 anos a -20 °C e dez anos em nitrogénio liquido (SMITH; ONIONS, 1983).

No centro de pesquisas da Comisséo Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira
(CEPLAC), no Brasil, avaliou-se a viabilidade da massa espordgena de Trichoderma
stromaticum preservada em fragmentos de vassouras secas de cacaueiros, mantidas a 5
°C; e a atividade antag0nica (parasitaria) em vassouras secas de cacaueiro (Theobroma
cacao). Todos os isolados apresentaram-se viaveis apds quatro anos, com crescimento e

esporulacdo normais e antagonicos a Crinipellis perniciosa (BASTQOS, 2008).

T. viride (proveniente do solo de uma area produtora de cacau), preservado pelo
método Castellani, manteve-se viavel apés dez anos (APARECIDO et al., 2007). Na
micoteca do Commonwealth Mycological Institute, T. viride tornou-se inviavel em
silica-gel apos cinco anos, permanecendo viavel apds 25 anos em 6leo mineral e quatro
anos a -20 °C (SMITH; ONIONS, 1983). No Instituto de Investigaciones de Sanidad
Vegetal (INISAV), em Cuba, a preservagédo de T. harzianum Rifai foi avaliada para os

métodos silica-gel, Castellani e 6leo mineral. A viabilidade, os caracteres morfologicos
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e a capacidade antagonista foram avaliados durante um ano. Nesse caso, as amostras
mantidas por Castellani e 6leo mineral ndo apresentaram diferencas em relacdo a cultura
inicial preservada em meio de cultivo BDA a 4 °C, enquanto as que estavam em silica-
gel permaneceram viaveis durante apenas trés meses (BATISTA; CARDENAS, 2010).
Neste trabalho, Trichoderma spp. (LAMIF 013) permaneceu viavel apds um ano e 205
dias em silica-gel, e, para os géneros Pseudocercosporella spp. e Mycosphaerella spp.,
n&o foi reportado nenhum dado de preservacao na literatura.

Uma hipétese para a baixa eficacia do método 6leo mineral no LAMIP concerne
a grande quantidade de 6leo inserida nos tubos no processo de preservacdo, que excedeu
2 cm em relacdo ao meio, acarretando reducdo da viabilidade em condi¢6es de total
exaustdo de oxigénio, como referido por Romeiro (2006). O 6leo utilizado (vaselina)
ndo é indicado por alguns autores, como Alfenas e Mafia (2007), que preconizam o uso

do Nujol.
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6 CONCLUSOES

1 - O método terrico foi adequado para a preservacdo, a longo prazo, dos géneros e
espécies Fusarium spp, F. oxysporum, F. oxysporum f. sp. lycopersici, F. oxysporum f.

sp. vasinfectum, F. solani, Sclerotium rolfsii e Rhizoctonia spp.

2 - O método 6leo mineral mostrou-se adequado para fungos pertencentes aos géneros e

espécies Colletotrichum spp., F. moniliforme e Phomopsis spp.

3 - O metodo gelatina foi adequado para a preservacdo, em longo prazo, dos géneros e
espécies Colletotrichum spp., Septoria spp., Fusarium spp., F. subglutinans f. sp.
ananas, Macrophomina spp., Phomopsis spp. e Verticillium spp.

4 - O tempo maximo para preservacdo de esclerddios de S. sclerotiorum a 4 °C foi de

aproximadamente quatro anos.

5 - O método silica-gel foi adequado para a preservacdo em médio prazo, sendo que

todos os isolados avaliados permaneceram viaveis.
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ANEXO
ANEXO. Métodos e tempo de preservacao para fungos de interesse fitopatologico encontrados na literatura.

Manutencdo da

patogenicidade Tempo de preservagédo

Patégeno Hospedeiro Meétodo de preservagéo

Referéncias

Solanum tuberosum

Actinomyces scabeis (batata) Liofilizacdo *S.1. 20 anos e 11 meses Aparecido et al. (2007)
Alternaria spp. Rainha m?cr)glgr?;éc)ia (haste e Castellani S.1. 10 anos e 11 meses Aparecido et al. (2007)
A. brassicicola S.I. -80°C S.I. 7 meses Aparecido et al. (2012)

A. citri Tangerina Castellani S.I. 12 anos Aparecido et al. (2007)
A. solani Batata Repicagens periddicas - 45 anos Pires et al. (2012)
A. solani Batata Castellani - 12 anos Pires et al. (2012)
A. solani Batata Liofilizagdo - 20 anos Pires et al. (2012)
A. tenuis S.1. -80°C S.1. 7 meses Aparecido et al. (2012)
Ascochyta spp. Couve-flor Castellani S.I. 11 meses Aparecido et al. (2007)
A. phaseolorum Berinjela (planta hibrida) Castellani S.I. 11 anos e 11 meses Aparecido et al. (2007)
Aspergillus albus-
candidus S.1. Liofilizacdo + 22 anos Pires et al. (2012)
A. candidus Citrus sp. (laranja) Liofilizacdo S.I. 21 anos e 11 meses Aparecido et al. (2007)
A. flavipes Fungo entomégeno Liofilizacéo S.I. 21 anos e 9 meses Aparecido et al. (2007)
A. flavus Citrus sp. (laranja) Liofilizagdo S.I. 21 anos e 10 meses Aparecido et al. (2007)
A. flavus S.1. Liofilizacdo S.1. 22 anos Aparecido et al. (2007)
A. flavus S.l. Liofilizago + 23 anos Pires et al. (2012)
Aflavus Milho Liofilizago + 22 anos Pires et al. (2012)
(...continua...)
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A. flavus S.1. Liofilizacdo + 22 anos Pires et al. (2012)

A. fumigatus S.1. Liofilizacdo + 22 anos Pires et al. (2012)

A. niger Cebola Liofilizagdo + 22 anos Pires et al. (2012)

A. niger S.I. Repicagens periddicas + 28 anos Pires et al. (2012)

A. virescens S.l. Liofilizagdo + 22 anos Pires et al. (2012)
A. wentii S.I. Liofilizacdo S.I. 21 anos e 3 meses Aparecido et al. (2007)

A. wentii Tomate Liofilizacéo + 22 anos Pires et al. (2012)
Bipolaris orizae Arroz (folhas) Castellani S.I. 12 anos e 3 meses Aparecido et al. (2007)
Botrytis spp. Gérbera Castellani S.l. 8 anos Aparecido et al. (2007)

B. cinérea Gérbera (flores) Repicagens periddicas + 8 anos Pires et al. (2012)

B. cinérea Gérbera (flores) Castellani + 8 anos Pires et al. (2012)
B.cinerea S.l. -80°C S.I. 6 meses Aparecido et al. (2012)
Botrytis spp. S.1. -80°C S.I. 18 meses Aparecido et al. (2012)
Ceratocystis spp. S.1. -80°C S.I. 5 meses Aparecido et al. (2012)
C. fimbriata Mangueira (mudas) Castellani S.I. 11 anos Aparecido et al. (2007)
C. fimbriata Hypocryplalus Castellani S.I. 4 anos Aparecido et al. (2007)
C. fimbriata Populus sp. Liofilizagdo S.I. 19 anos e 10 meses Aparecido et al. (2007)
C. fimbriata S.1. Liofilizacdo S.1. 19 anos e 10 meses Aparecido et al. (2007)
C. fimbriata S.l. -80°C S.I. 18 meses Aparecido et al. (2012)

C. paradoxa Coco anéo Repicagens periddicas + 38 anos Pires et al. (2012)

(...continua...)
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C. paradoxa Coco ando Castellani + 3 anos Pires et al. (2012)
Cladosporium spp. S.I. -80°C S.. 5 meses Aparecido et al. (2012)
Colletotrichum fragariae Morango (frutos) Repicagens periddicas - 38 anos Pires et al. (2012)
C. fragariae Morango (frutos) Castellani + 36 anos Pires et al. (2012)
C. gloeosporioides Jilé Repicagens periddicas + 30 anos Aparecido e Camilo
C. gloeosporioides Jilé Castellani + 30 anos Aparec(i%i(())lg )Camilo
(2013)
C. gloeosporioides Jilé -80°C + 30 anos Aparecido e Camilo
(2013)
C. gloeosporioides Maracuja Repicagens periddicas - 14 anos Aparecido e Camilo
C. gloeosporioides Maracuja Castellani + 14 anos Aparec%%lg )Camilo
C gloeosporioides Maracuja -80°C + 14 anos Aparec%%lg )Camilo
C. gloeosporioides Jilé Repicagens periddicas + 25 anos Pires ((5%(;}3 ()2012)
C. gloeosporioides Jilé Castellani + 25 anos Pires et al. (2012)
C.gloeosporioides Pimentédo Repicagens periddicas + 23 anos Pires et al. (2012)
C. gloeosporioides Berinjela Repicagens periddicas - 37 anos Pires et al. (2012)
C.gloeosporioides S.l. -80°C S.I. 18 meses Aparecido et al. (2012)
C. gossypii S.. -80°C S.L 7 meses Aparecido et al. (2012)
(...continua...)
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C. lindemunthianum Vagem Repicagens periddicas 39 anos Pires et al. (2012)
C. lindemunthianum Vagem Castellani 12 anos Pires et al. (2012)
C. lindemuthianum Vagem Repicagens periddicas 3 anos Aparecido e Camilo
(2013)
C.lindemuthianum Vagem Castellani 3 anos Aparecido e Camilo
(2013)
C.lindemuthianum Vagem -80°C 3 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Laranja Repicagens periddicas 34 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Laranja Castellani 34 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Laranja -80°C 34 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Laranja Repicagens periddicas 31 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Laranja Castellani 31 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Laranja -80°C 31 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Manga Repicagens periddicas 5 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Manga -80°C 5 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Laranja Castellani 5 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Laranja -80°C 5 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Mamao Repicagens periddicas 5 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Mamaéo -80°C 5 anos Aparecido e Camilo
(2013)

(...continua...)
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Colletotrichum spp. Goiaba Castellani + 4 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Goiaba -80°C + 4 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp. Citrus sinensis Castellani S.I. 22 anos Aparecido et al. (2007)
Colletotrichum spp. S.I. -80°C S.. 18 meses Aparecido et al. (2012)
Colletotrichum spp.. Manga Castellani + 5 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp.. Laranja Repicagens periddicas + 5 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Colletotrichum spp.. Mamao Castellani + 5 anos Aparecido e Camilo
(2013)
Corynespora cassiicola Sl _Castellani + 6 meses Teramoto et al. (2011)
C. cassiicola S.l. Oleo mineral + 6 meses Teramoto et al. (2011)
C. cassiicola S.1. Repicagens periddicas + 6 meses Teramoto et al. (2011)
Curvularia lunata Arroz (folhas) Castellani S.l. 37 anos e 6 meses Aparecido et al. (2007)
Cylindrocladium citri S.1. Castellani S.1. 11 anos e 10 meses Aparecido et al. (2007)
C.clavatum Eucalipto Repicagens periddicas + 25 anos Pires et al. (2012)
C. ilicicola Eucalipto Repicagens periddicas + 42 anos Pires et al. (2012)
C. ilicicola Eucalipto Castellani + 9 anos Pires et al. (2012)
C. iliciola Eucalipto Castellani S.1. 5 meses Aparecido et al. (2007)
C. scoparium Eucalipto Castellani S.I. 10 anos e 11 meses Aparecido et al. (2007)
C. scoparium Eucalipto Repicagens periddicas + 43 anos Pires et al. (2012)
C. scoparium Eucalipto Castellani + 9 anos Pires et al. (2012)
C. scoparium Eucalipto Repicagens periddicas + 40 anos Pires et al. (2012)
(...continua...)
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C. scoparium

Cylindrocladium spp.
Cylindrocladium spp.

C. Clavatum
Erysiphe graminis
Fusarium bulbigenum

F. moniliforme var.
subglutinans

F. moniliforme var.
subglutinans

F. moniliforme var.
subglutinans

F. moniliforme var.
subglutinans

F. moniliforme var.
subglutinans

. OXysporum

. OXysporum

. OXysporum

. OXysporum

. OXysporum

L

F. oxysporum
F.oxysporum f. dianthi

F. oxysporum f.sp.
lycopersici raga 2
Fusarium spp.

S.I.

Eucalipto (folhas)
S.I.

Eucalipto
S.I.
S.1.
Abacaxi (frutos)
Abacaxi (frutos)

Abacaxi (frutos)

Abacaxi (frutos)
Abacaxi (frutos)

Cebola (Allium cepa)
Cebola (Allium cepa)
Ruta sp. (arruda)
Sl
Sl

S.I.
Dianthi caryophyllus
(cravo)
S.I.

S.l.

-80°C

Castellani
-80°C

Castellani
Tecidos secos do
hospedeiro (10°C)

-80°C
Repicagens periddicas

Castellani

Liofilizacéo

Repicagens periddicas
Liofilizacdo

Repicagens periddicas
Castellani
Castellani

Liofilizacdo
-80°C

Papel filtro modificado
Castellani

Clamisdosporos em p6 de
talco (5°C)
Silica-gel (5 °C)

S.L

S.L
S.L

S.L

S.L

S.L
S.L
S.L

S.L
S.I.

S..

5 meses

2 anos e 3 meses
14 meses

9 anos

12 anos

8 meses

43 anos

42 anos

23 anos

45 anos
23 anos
34 anos
34 anos
1 ano e 2 meses
20 anos e 10 meses
8 meses

4 anos
3 anos e 4 meses

1ano

5 anos

Aparecido et al. (2012)

Aparecido et al. (2007)
Aparecido et al. (2012)

Pires et al. (2012)
Menezes e Silva-Hanlin
(1997)
Aparecido et al. (2012)
Pires et al. (2012)
Pires et al. (2012)

Pires et al. (2012)

Pires et al. (2012)
Pires et al. (2012)
Passador et al. (2010)
Passador et al.,(2010)
Aparecido et al. (2007)
Aparecido et al. (2007)
Aparecido et al. (2012)

Fong et al. (2000)
Aparecido et al. (2007)

Bueno (2004)

Dhingra e Sinclair (1995)
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Fusarium spp.

Ganoderma spp
Gloeosporium musarum
Helminthosporium
carbonum
H. maydis

Helminthosporium spp.
Helminthosporium spp.
H. turcicum

Lasidiodiplodia
thobramae

Macrophomina
phaseolina
M. phaseolina
M. phaseolina
M. phaseolina
M. phaseolina

Macrophomina spp.

Marasmiellus inoderma
Melanconium fuligenum

Monilia spp.
Mucor plumbeus

Mycosphaerella melonis
(Dydimella bryonide)

S.I.
S.I.
Banana
S.I.
S.I.
Gengibre
S.I.
S.I.

S.I.

Milho (colmos)
S.IL
S.IL
S.IL
S.IL

S.I.

S.IL.
S.IL.

S.IL.

S.I.
Mamao

-80°C

Papel filtro modificado
Castellani
Tecidos secos do
hospedeiro (5°C)
Tecidos secos do
hospedeiro (5°C)
Castellani
Oleo mineral
Tecidos secos do
hospedeiro (5°C)
-80°C

Tecidos secos do
hospedeiro
Microescleradios (5°C)
Terrigo (5°C)
-20°C
-80°C
Microesclerddios sobre
palitos de madeira (T°C
ambiente)

Papel filtro modificado
-80°C

-80°C

Liofilizacdo
Castellani

S.L
S.L
S.L
S.L
S.L
S.L
S.I.
S.I.

S.I.

S.L

S.L
S.I.
S.L

S.L

S.I.
S.I.

S.I.

S.L
S.L

8 meses

5 meses

7 anos e 11 meses

10-15 anos
10-15 anos
13 anos
7 anos

10-15 anos

9 meses

16-18 meses
1 ano
1 ano
2 meses
1 més

5 anos

2 anos
7 meses

3 meses

20 anos e 11 meses
11 anos e 11 meses

Aparecido et al. (2012)

Fong et al. (2000)
Aparecido et al. (2007)
Menezes e Silva-Hanlin

(1997)
Menezes e Silva-Hanlin
(1997)
Aparecido et al. (2007)
Menezes et al. (1997)
Menezes e Silva-Hanlin
(1997)
Aparecido et al. (2012)

Cook et al. (1973)
Bueno (2004)
Bueno (2004)

Bueno et al. (2006)

Aparecido et al. (2012)
Singleton et al. (1992);
Mihail (1992)

Fong et al. (2000)
Aparecido et al. (2012)

Aparecido et al. (2012)

Aparecido et al. (2007)
Aparecido et al. (2007)

(...continua...)
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P. melanocephala S.1. Desidratados e em -23°C + 90 dias Adutrey et al. (1996)
Penicillium italicum Laranja (frutos) Repicagens periddicas - 45 anos Pires et al. (2012)
P. italicum Laranja (frutos) Castellani - 12 anos Pires et al. (2012)
P. italicum Laranja (frutos) Liofilizagéo + 22 anos Pires et al. (2012)
Pestalotia spp. S.I. -80°C S.I. 18 meses Aparecido et al. (2012)
Phoma spp. S.I. -80°C S.I. 2 meses Aparecido et al. (2012)
Phytophthora capsicii Cacau (mudas) Castellani S.I. 12 anos e 7 meses Aparecido et al. (2007)
P. citrophthora Laranja (frutos) Repicagens periddicas + 72 anos Pires et al. (2012)
P. citrophthora S.I. -80°C S.I. 29 meses Aparecido et al. (2013)
(Papel filtro)
Phytophthora spp. Laranja (frutos) Repicagens periddicas - 44 anos Pires et al. (2012)
Phytophthora spp. Laranja (frutos) Repicagens periddicas + 11 anos Pires et al. (2012)
Phytophthora spp. Laranja (frutos) Castellani + 11 anos Pires et al. (2012)
Phytophthora spp. S.l. Nitrogénio liquido S.I. 5-6 anos Singleton (1992)
Phytophthora spp. S.1. -80°C S.I. 29 meses Aparecido et al. (2013)
(Sorgo)
Phytophthora spp. S.1. -80°C S.I. 31 meses Aparecido et al. (2013)
(Papel filtro)
Pithomyces spp. Brachiaria decumbens Liofilizacdo S.I. 20 anos e 10 meses Aparecido et al. (2007)
Pythium aphanidermatum S.1. -80°C S.I. 31 meses Aparecido et al. (2013)
(Papel filtro)
P. aphanidermatum S.l. -80°C S.I. 19 meses Aparecido et al. (2012)
P. irregulare S.1. -80°C S.1. 29 meses Aparecido et al. (2013)
(Sorgo)

(...continua...)
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P. irregulare
Pythium spp.

Pythium spp.
Pythium spp.

Pythium spp.
P. undulatum
P. vexans
Rhizoctonia papayae
R. solani
R. solani
R. solani
Rhizoctonia spp.

Rhizoctonia spp.

Rhizoctonia spp.
Rhizoctonia spp.

Sclerotinia sclerotiorum
Sclerotium rolfsii

S. rolfsii
Sclerotium spp.

Stemphylium spp.

S.I.
S.I.

S.L
S.L

S.L
S.I.
S.I.
S.I.
Sl
Sl
Sl
Sl
S.I.

Diets sp. (moréia)
S.I.

S.I.
S.IL.

S.IL.
S.I.

S.l.

-80°C
(Papel filtro)
Castellani (sementes de

linho em 4gua deionizada)

Nitrogénio liquido
-80°C
(Sorgo)
-80°C
(Papel filtro)
-80°C
(Papel filtro)
-80°C
(Papel filtro)
-80°C

Oleo mineral
Nitrogénio liquido
Nitrogénio liquido

Meio BDA (T°C
ambiente)
Meio PDYA (T°C
ambiente)
Castellani
-80°C

Esclerddios (-20°C)
Oleo mineral (T°C
ambiente)
esclerddios (T°C
ambiente)
-80°C

Oleo mineral

S.L

S.L

S.L
S.L

S.L
S.I.
S.I.
S.I.
S.L
S.L
S.L
S.L
S.L
S.L
S.L

S.I.

S.L

29 meses

5 anos

5-6 anos
29 meses

29 meses

29 meses

31 meses

8 meses
5 anos

5-6 anos

5-6 anos
1 ano

6-12 meses

2 anos e 9 meses
8 meses

1 anos
5 anos

1ano

7 meses

5a12 anos

Aparecido et al. (2013)
Singleton et al. (1992)

Singleton (1992)
Aparecido et al. (2013)

Aparecido et al. (2013)
Aparecido et al. (2013)
Aparecido et al. (2013)

Aparecido et al. (2012)

Dhingra e Sinclair (1995)

Singleton (1992)
Carling e Sumner (1992)
Carling e Sumner (1992)
Carling e Sumner (1992)

Aparecido et al. (2007)
Aparecido et al. (2012)

Bueno (2004)
Punja e Rahe (1992)

Bueno (2004))
Aparecido et al. (2012)

Menezes et al. (1997)

(...continua...)
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Thielaviopsis sp. Sl Tecidos secos do S.1. 3 anos Singleton et al. (1992)
hospedeiro
Thielaviopsis spp. S.1. -80°C S.1. 6 meses Aparecido et al. (2012)
T. paradoxa Abacaxi (frutos) Repicagens periddicas + 44 anos Pires et al. (2012)
T. paradoxa Abacaxi (frutos) Castellani + 7 anos Pires et al. (2012)
T. paradoxa Banana (frutos) Repicagens periddicas + 37 anos Pires et al. (2012)
T. paradoxa Banana (frutos) Castellani + 37 anos Pires et al. (2012)
Trichoderma stromaticum  Cacaueiro (antagonista a Tecidos secos do S.I. 4 anos Bastos (2008)
Crinipellis perniciosa) hospedeiro
T. viridii Plantac&o cacau (solo) Castellani S.I. 10 anos Aparecido et al. (2007)
Verticillium spp. S.I. Meio BDA (T°C S.I. 1-2 anos Melouk (1992)
ambiente)
V. albo-atrum Batata Repicagens periddicas + 32 anos Finatti e Aparecido (2009)
V. albo-atrum Batata Castellani + 32 anos Finatti e Aparecido (2009)
V. albo-atrum Batata Castellani S.1. 12 anos Aparecido et al. (2007)
V. albo-atrum Batata Repicagens periddicas + 31 anos Pires et al. (2012)
V. albo-atrum Batata Castellani + 11 anos Pires et al. (2012)
V. albo-atrum S.1. -80°C S.I. 18 meses Aparecido et al. (2012)
V. dahliae Berinjela Repicagens periddicas + 21 anos Finatti e Aparecido (2009)
V. dahliae Tomateiro Repicagens periddicas + 40 anos Finatti e Aparecido (2009)
V. dahliae Berinjela Repicagens periddicas + 40 anos Finatti e Aparecido (2009)
V. dahliae Berinjela Castellani + 12 anos Finatti e Aparecido (2009)
V. dahliae Amendoim var. Tatu Repicagens periddicas + 39 anos Finatti e Aparecido (2009)
V. dahliae Amendoim var. Tatu Castellani + 12 anos Finatti e Aparecido (2009)
(...continua...)
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V. dahliae Quiabo Castellani + 6 anos Finatti e Aparecido (2009)
V. dahliae Quiabo Repicagens periddicas + 6 anos Finatti e Aparecido (2009)
V. dahliae Jilé Repicagens periddicas + 6 anos Finatti e Aparecido (2009)
V. dahliae Jilo _Castellani + 6 anos Finatti e Aparecido (2009)
V. dahliae Jilo Oleo mineral + 5 anos Finatti e Aparecido (2009)
V. dahliae Tomateiro Castellani S.L 2 anos e 6 meses Aparecido et al. (2007)
V. dahliae Amendoim Castellani S.L 11 anos Aparecido et al. (2007)
V. dahliae Berinjela Castellani S.L 11 anos e 6 meses Aparecido et al. (2007)
V. dahliae Roseira Castellani S.1. 12 anos e 11 meses Aparecido et al. (2007)
V. dahliae Quiabo Castellani S.I. 5 anos Aparecido et al. (2007)
V. dahliae Lycopersicum sculentum Liofilizacdo S.I. 20 anos e 9 meses Aparecido et al. (2007)
(tomateiro)
V. dahliae Solanum melogena Liofilizacéo S.I. 20 anos e 8 meses Aparecido et al. (2007)
(berinjela)

V. dahliae Berinjela Repicagens periddicas + 20 anos Pires et al. (2012)

V. dahliae Berinjela Castellani + 11 anos Pires et al. (2012)
V.dahliae Algodéo Repicagens periddicas - 44 anos Pires et al. (2012)

V. dahliae Algodao Castellani + 11 anos Pires et al. (2012)
V.dahliae Tomate Repicagens periddicas + 39 anos Pires et al. (2012)

V. dahliae Tomate Castellani - 11 anos Pires et al. (2012)

V. dahliae Berinjela Repicagens periddicas + 39 anos Pires et al. (2012)

V. dahliae Berinjela Castellani + 11 anos Pires et al. (2012)

V. dahliae Amendoim Repicagens periddicas + 38 anos Pires et al. (2012)

V. dahliae Amendoim Castellani + 11 anos Pires et al. (2012)

(...continua...)
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V. dahliae
V. dahliae
V. dahliae
V. dahliae
V. dahliae
V. dahliae
V. dahliae
V. dahliae
V. dahliae
V. dahliae
V. dahliae
V. dahliae
V. dahliae
V. fungicola

V. fungicola

Volutela spp..

Berinjela
Berinjela
Amendoim
Amendoim
Berinjela
Berinjela
Sl
S.1.

S.1.

S.1.

S.1.

Jil6 (Solanum gilo)
Jil6 (Solanum gilo)
Champignon (A. bisporus)
Sl

Alface d’agua

Repicagens periddicas
Castellani
Repicagens periddicas
Castellani
Repicagens periddicas
Castellani
Coldnias secas com
sulfato de célcio (T°C
ambiente)
Microesclerddios (-20°C)
Terrigo (5°C)
Terrico (-20°C)
-80°C
Repicagens periddicas
Castellani
Castellani

-80°C

Castellani

S.I.

S.L
S.L
S.I.

+

S.L

S.I.

38 anos
11 anos
38 anos
11 anos
38 anos
11 anos
2 anos
1 ano
5 anos
1 ano
18 meses
6 anos
6 anos
13 anos

19 meses

3 anos e 7 meses

Pires et al. (2012)
Pires et al. (2012)
Pires et al. (2012)
Pires et al. (2012)
Pires et al. (2012)
Pires et al. (2012)
Singleton et al. (1992)
Bueno (2004)
Melouk (1992)
Bueno (2004)
Aparecido et al. (2012)
Passador et al. (2010)
Passador et al. (2010)
Pires et al. (2012)
Aparecido et al. (2012)

Aparecido et al. (2007)

*S.1.: Sem informacdes; (-) Néo; (+) Sim.



