INFLUENCIA DE MEIOS NUTRITIVOS NO DESENVOLVIMENTO
E ESPORULACAO DE CULTURAS DE Fusarium solani f. piperi?

Marta pE Lounpes Reis DUARTE?® e FERNANDO CARNEIRO DE ALBUQUERQUE !

Sivopse.- Estudos sobre o comportamento fisioldgico de Fusarium solani f, piperi foram
feitos em lahoratério, em Belém, Pard, tendo sido utilizados seis tipos dé meios ‘solidos
sintéticos. Com o objetivo de uniformizar a reagio dos meios nutritivos, antes da esteriliza-
gio o pH foi elevado até préxime do valor neutro, pela adicdo de gotas de uma solugio

de hidréxido de potassio a 20%.

A avaliacio dos resultados foi feita em relagio ao didmetro médio e peso seco das cultu-
ras, nimero de esporos formados e velocidade de germinagiio dos esporos mos diferentes
meios nutritives. Nao. houve relagio entre o didmetro médio e peso seco das coldnias,
velocidade de germinagdo e nimero ;de esporos por campo de 100 micra de difimetro. A
velocidade de germinacfio nfo fei a mesma nos diversos meios utilizados. A emissdo do tube
germinativo ocorreu com maior freqiiéncia através da célula apical do esporo.

Palavras chaves adicionais para indice: Pimenta-do-reino, Piper nigrum L., Fusarium solani

f. piperi, fisiologia dos fungos.

InTRORUGAD

A podridio das raizes e do pé da pimenta-do-reino,
causada por Fusarium solani t. piperi, tem dizimado
grande numero de pimentais instaﬁ 0§ nas regides Bra-
gantina e Guajarina, onde o tipo de solo caracteristico
é o Latossolo Amarelo de textura leve e fertilidade baixa.
Calcula-se que os prejuizos monetirios j4 causados, des-
de a constatagio da moléstia até marco de 1972, alcan-
cem_valor superior.a Cr$ 1.800.000,00, estimando-se
que’ 15% das pimenteiras cultivadas no Estado do Pard
tenham sido afetadas.

Embora ‘'a enfermidade acorresse desde 1956 no Mu-
nicipio. de Tomé-Agu, o maior produtor de pimenta-do-
reino no Estade do Pard, seu agente causal, o fungo F.
solant f. piperi, 56 foi isolado em 1960 (Albuquerque
1961), de rafzes apodrecidas de pimenteiras provenien-
-tes do' municipio de Santa Izabel do Pard. Recentemente
este fungo vem também acarretando o secamento dos
ramos, pois se adaptou 4 disseminagdo aérea.

Trabalhos sobre infecgdo de plantas causada por fun-
gos do género Fusarium tém mostrado que sua perma-
néncia dos solos infetados é assegurada pela produgio
abundante de estruturas reprodutivas do patégeno, prin-
cipalmente os clamiddsporos, que sio os responsiveis pelo
alastramento da moléstia nas dreas cultivadas. { Mckeen
& Wensley 1961), permanecendo’ vidveis até 17 anos,
sem apresentarem alteragSes morfolégicas. Gongalves
(1964), estudando o F. solani f, piperi, chservou que a
solugio” de Richard modificada tavorecia o isolamento
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deste microrganismo- com a inibi¢do completa de outros
fungos,

O conhecimento da fisiclogia do patégeno, aliado ao
estudo das condigBes ambientes dtimas para o desenvol-
vimento de microrganismos {pH, unidade e temperatura
do solo e do ar), tem permitido recomendar priticas
culturais e medidas de controle adequadas e vidveis
para a enfermidade.

O presente trabalho, desenvolvido no Instituto de Pes-
quisas Agropecudrias do Norte (IPEAN), em Belém,
Para, teve por objetivo estudar as caracteristicas fisiold-
gicas do patdgeno F. selani f. piperi, em cultivos purifi-
cados, em meios sintéticos usuais, no-laboratério, visande
trabalhos ‘de inoculagio, testes de fungicidas in vitro
e obtengfio de culturas monospdricas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas culturas monospéricas de Fusarium so-
lani £, piperi, que se desenvolveram por oito, dias em
meios sélidos sintéticos de laboratério. As culturas mo-
nospoéricas foram obtidas de macroconidios semeados em
placas de agar e separados com auxilio de uma alga de
platina com a extremidade achatada. Os meios em que,
as coldnias se desenvolveram foram: Richard solidificada,
Sabouraud, milho-4gar (MA), Dbatata-dextrose-igar
{PDA), batata-dextrose-agar - peptonizado (FDA +
PEP) e milho-dextrose-4gar (MDA),

Apbs o preparo dos meios nutritivos, obteve-se o pH
dos mesmos pelo processo colorimétrico.” Em - seguida o
FH de cada mejo de cultura -foi elevads aié a neutra-
idade, pela adigio de gotas de uma solugiio.de hidré-
xido de potéssio a.20%. Apbs a esterilizagio, tomaram-se
novas. medidas do pH de todos- os meios (Quadro 1}.
Para facilitar g retirada das. colonias, o meio foi:dis-
solvido 4 chama de.uma lamparina de 4lcool.

Efetuada a mensuragio, as coldnias permaneceram em
estufas a "50°C,: durante uma semana, para.avaliagdo
do peso:seco do micélic e dos esporos com o minimo
de umidade.
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Quapra 1. Medidas de pH apds a esterilizagdo e inicie da germinagéo dos espores de F. solani . piper,
apds o semeio nos diferentes meios sintéticos
Especificactes PDA 4+ PEP Sabouraud DA Richard MDA MA
pH 58 €0 58 8,2 58 58
Semeio (hs) 8,45 8,20 8,45 8,15 8,43 8,20
Infcio da germinagho (hs) 9,00 0,00 10,45 9,15 10,00 1,50

A contagem do nimero de esporos por campo de
100 micra de didmetro foi efetuada utilizando-se a lente
micrométrica comum. Para observacio da velocidade de
germinagfo, adicionou-se & superficie do meioc de cul-
tura teste, contido na placa de petri, suspensio de es-
poros de F. solani f.' piperi, tendo-se a precaucio de
nio deixar lémina d’igua sobre a placa de petri, de
modo que os esporos germinaram diretamente sobre o
meio de canltura, Em espago de tempo preestabelecido,
a partir da hora em que foi colocada a suspensio de
esporos na placa, foi efetuada a mensuragio do com-
primento dos tubos germinativos emitidos das células
apical e basal.

O delineamento usado foi inteiramente casualizado
com 12 repeticées para peso seco e didmetro das co-
I6nias, 10 repetigbes para mimero de esporos por campo
de 100 micra de didmetro e o teste de significancia apli-
cado foi o de Tukey ao nivel de 5%.

REsuLTADOS

No Quadro 2 sio apresentados os resultados da avalia-
¢do do peso seco, nimero de esporos e difmetro das
coldnias de F. solani f, piperi. Os dados foram obtidos
uma semana apds o inicio do ensajo. Verificou-se que as
andlises de varifincia do peso seco, didmetro das co-
l6nias e nimero de esporos mostraram diferencas sig-
nificativas entre os meios sintéticos usados {Quadro 3).

Apbs a esterilizagio, houve variagio do pH entre os
meios de cultura, ficando os indices compreendides en-
tre 5,8 e 6,2 {Quadro 1),

A determinagio do espaco de tempo entre a hora
do semeio dos esporos na supetficie do meic de cultura
contido na placa de petri ¢ o inicio' da germinacio
também variou entre os diferentes meios, sendo maior
quando 05 esporos germinaram entre batata-dextrose-

agar (Quadro 1).

Discussio

As determinagdes do peso seco e didmetro das coldnias
de_ F. solani f. piperi foram feitas isoladamente, para
cada meio sintético usado.

Comparando-se batata-dextrose-dgar peptonizado e Sa-
bouraud, observou-se que o primeiro meio apresentou
maior peso seco e maior didmetro em relagio ao segun-
do; batata-dextrose-igar apresentor maior didmetro, pa-
rém, menor peso seco em relacdo a Richard solidifica-
do; nos meios de milho-dextrose-igar e milho-dgar, o
fungo F. solani f. piperi apresentou micélio intramatri-
cal, porém, naquele apresentou maior peso seco que nes-
te (Fig. 1).
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Na determinagio do nimero médio de esporas, bata-
ta—dextrose-écghar peptenizado, Sabouraud, batata-dextro-
se-Agar e Richard solidificado favercceram a esporulagio,
enquanto que em milho-dextrose-dgar e milho-4gar o
nﬁmer(; de esporos formados foi menor (Quadro 3,
Fig. 1).

CONCENTRAGAD
DE ESPOROS

DIAMETRO
DA COLONIA®

TuBO
GERMINATIVO

PESO
SECO

POA+PEP
SASCURALD
PDA
RICHARD
MDA
MA
Fre. 1. Comparagdo do desenvolviments de Fusarinm solani f.

piperi em diferentes meios de cultura,

I interessante ressaltar que o meio Richard é muito
usado para cultivar funges do género Fusarium, quando
se deseja efetnar trabalhos de inoculagio, porque fa-
vorece a esporulagdo. A espécie F. solani. f. piperi es-
porula muito bem neste meio, conforme observagio feita
em estudos anteriores (Gongalves 1964): entretanto, no
presente trabalho, entre os meios que mais favoreceram
a esporulacio, o de Richard se situou como menos efi-
ciente, provavelmente porque foi feito um aumento acen-
tuado do pH de 4,2 para 6,2, fato que contribuiu para
reduzir a esporulagio deste microrganismo patogénico.
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Os esporos germinam mais rapidamente quando semea-
dos em batata-dextrose-agar peptonizado. Seguem-se em
erdem decrescente de velocid%cﬁ: de germinagic: milho-
agar, Sabouraud, Richard solidificado e milho-dextrose-
dgar, sendo mais lento em batata-dextrose-dgar (Quadro
1, Fig. 2).

Quapno 3. Resumo das- andlises ' de vavidncia ¢ média dos
valores encontrados parg as ceracteristicas fisioldgicas de Fusa-
rium solani f, piperd apresentados no Quadro 2

Dismetro Peso seco Nimero de
Meios de eultura {mm) {rmp} 0ApOTOS
por ¢ampo
PDA + PEP 39,2 13,5 255,6
Sabouraud 37,0 6,3 172,45
PDA 33,2 6,0 1620
Richard 19,8 6,3 105,3
MDA Col. ténue 5.5 26,4
MA 3 » 35 46,0
CV.% 13,0 240 24,0
F a.8.* a.8. a.s,
Tukey 5% 4.7 2,2 40,2
2 8.8, = altamente significativo,
72—
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Fiec. 2. Desenvolvimento do tubo germinativo, emitido da cé-

lulg apical de macroconidios de Fusarium solaml £ piperi, em
substratos diferentes.
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Apds a emissdo do tubo germinativo, a rapidez de de-
senvolvimento varia. Em batata-dextrose-dgar e milho-
Agar alcangaram os maiores tamanhos, enquanto que em
Richard solidificado, Sabouraud, ' milho-dextrose-dgar e
batata-dextrose-igar  peptonizado o crescimento foi lento
{Quadro 4, Fig. 3). '

PDA + PEP

RICHARD

AN D () b N
o % < ‘%
Y

Frz, 3. A velocidude da germinacdo de Fusarium solani f. piperi

nos meios nutritivos wsodos: a) 1 hora apds a colocagio da

suspensio de esporos mo meto teste; b} 4 horas apds o colocacdo
da suspensio de esporos no meio teste,

Quapro 4. Comprimento e largura, médios, do tubo germinativo
de F, solani f. piperi nas primeiras hores apds o iniclo da
germinagdo, nos diferentes meios de cultura wutilizados

Meios de cultura Ne de  Comprimento * Largura
“horas médio (um) média (um)
PDA + PEP 1 52 3.4
2 11,2 6,0
3 19,2 11,0
4 23,8 19,2
Sabouraud 1 5.4 3.6
2 158 38
3 18,8 4,0
4 13,2 4,0
PDA 1 9,6 3.5
2 16,3 6.0
3 340 11,0
4 474 19,2
Richard 1 3,4 2,0
2 7.8 2.2
3 83 2,8
4 9,0 2,7
MDA 1 28 138
2 5,0 24
3 13,8 4,2
4 148 68
MA 1 64 2'0
2 17.8 8.2
3 23,6 13,1
4 518 154
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CoNCLUSOES

Das cbservagfes efetuadas durante o desenvolvimento
deste trabalho, pode-se concluir que:

a) quanto maior o difmetro da colénia, maior serd
0 peso seco;

b} o pH do meio nio tem influéncia sobre a velo-
cidade de germinagio do esporo;

c) a rapidez com que o esporo

ermina depende
das substincias constituintes do meio

e cultura;

d) a formacio de esporos depende do pH e das
substincias contidas no meio nutritivo;

e} ndo hi relagio entre o peso’ seco, didmetro da
colnia, nimero de esporos por campo e comprimento
do tubo germinativo de F. solani {. piperi;

f) a emissdo do tubo germinativo, na maioria das

vezes, inicia-se pela célula apical do esporo; depois que

o tubo germinativo se encontra bem desenvolvido & que
se verifica a germinagiio da célula basal (Fig. 3); rara-
mente as células intermedidrias emitem tubo germinativo;

g) os esporos, quando semeados em meio Sabouraud,
iniciaram a germina¢do quarenta minutos apds o semeio;
em outros meios, como milho-4gar e batata-dextrose-dgar

eptonizado, o processo é ligeiramente acelerado; em
Eatata-dextrose-éagar é mais retardado do que em Ri-
chard solidificade -&¢ milho-dextrose-dgar, nos quais a

]

germinagio é iniciada depois de uma hora (Quadro 1);

h) para trabalhos de inoculago, teste de fungicidas
e obtencfio de culturas monospéricas, os meios mais ade-
quados sio batata-dextrose-dgar peptonizado, Sabourau,
batata-dextrose-igar e Richard solidificado, por produzi-
rem gx)'andes quantidades de microcenidios {Quadro §,
Fig. I). ‘
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Laboratory studies on the physiological behavior of the fungus Fusarium solani f.
piperi, the etiological agent responsible for the root-and-foot rot and the stem drying of
black pepper vines in the field, were made by utilizing six different kinds of solid synthetic
media. In order to create a uniform hydrogen reaction in the nutrient media before steri-
lization, the pll was raised almost to the neutral point by adding drops of a 20% potassium
hydroxide sclution. '

Evaluation of the results was made considering the average diameter and dry weight
of the cultures, as well as the number of spores formed and the speed of their germination
in the different nutrient media.

There is no relation between the diameter and dry weight of the spore colonies, the
speed of germination and the number of spores per fieﬁ, of 100 micra diameter. Depending
on the media utilized, the spores have demonstrated different speed of germination. The
germinative tube first appears more frequently through the apical cell of the spore.

Additional index words: Black pepper, Piper nigrum L., Fusarium solani {. piperi, physiology
of fungus. '
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