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ESTUDO DAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS E FISIOLOGICAS DE Fusarium oxysporum AGENTE
CAUSAL DA MURCHA AMARELA DA PIMENTA-DO-REINO.

LIMA, André Oliveira' & DUARTE, Maria de Lourdes Reis’
INTRODUCAO

Uma nova doenga vem afetando, principalmente, a cultivar Guajarina no Estado do Para, desde 1992 (Duarte et al., 1997).
Os sintomas externos da doenca sdo muito parecidos com os da fusariose, o que confunde os produtores, favorecendo a
dispersdo. O patdgeno causador desta nova doenga foi identificado como o Fusarium oxysporum. Este fungo penetra na
planta através das raizes, favorecido ou ndo, por ferimentos existentes na mesma. Posteriormente, ele invade o sistema
vascular causando o escurecimento e impedindo a absor¢do e circulacdo de 4gua e nutrientes. Esta necrose vascular,
inicialmente unilateral, estende-se até as nervuras das folhas dos ramos apicais, resultando na murcha rapida e morte das
plantas. As plantas infectadas, antes de entrarem em colapso, apresentam-se amarelecidas com queda de folhas e de
entrenés, sendo denominada pelos produtores de murcha amarela (Duarte ef al., 1999).

O Fusarium oxysporum ¢ um fungo de solo que infecta varios hospedeiros de diferentes familias botanicas. Espécies
pertencentes a esse grupo de fungos sdo muito especificas, infectando muitas vezes uma sé espécie de planta ou varias
espécies de mesma familia botanica. A origem dessa forma specialis ainda ndo esta bem definida uma vez que nido foram
observadas piperaceas nativas infectadas pelo patdogeno, assim como, a doenga s6 tem sido observada infectando
pimenteiras no Estado do Para. O controle da murcha causada por esse patdgeno, em outros hospedeiros, tem sido feito por
meio de cultivares resistentes, praticas culturais associadas a aplica¢do de fungicidas e, através de agentes de biocontrole
(Papavizas & Lumsden, 1980).

Como a doenga vem se espalhando progressivamente em varios municipios do Estado do Pard, ha necessidade de se estudar
com mais detalhes alguns aspectos da biologia do fungo e a forma de dispersdo da doenga para que as medidas de controle
recomendadas aos produtores sejam mais efetivas a fim de deter o avango da murcha amarela nas areas produtoras de
pimenta-do-reino.

O presente trabalho teve como objetivos, estabelecer as condigdes adequadas para promover um bom crescimento e
esporulacdo do patdégeno a fim de selecionar material resistente a doenga sob condi¢des controladas e, estudar algumas
caracteristicas morfologicas e fisiologicas do patdogeno causador da murcha amarela na pimenta-do-reino.

MATERIAL E METODOS
Foram conduzidos em condigdes de laboratorio, os seguintes experimentos:

Experimento 01 - Selecdo de meios de cultura adequados (para induzir o crescimento e esporulacio de Fusarium
oxysporum — Foram preparados os meios de cultura BDA, BSA, meio de Sabouraud, Richard, V-8-agar. Cerca de 20ml de
cada meio foram distribuidos em placas de Petri na cdmara de fluxo laminar. Apos a solidificagdo dos meios de cultura, um
disco de 5 mm retirado da periferia de colonias de Fusarium oxysporum com 5 dias de desenvolvimento, foi transferido
para o centro de cada uma das placas, tendo sido usado um disco por placa. As placas foram seladas com “cling film” (tipo
Filmito), etiquetadas e mantidas em uma incubadora. Na superficie inferior das placas foram feitas retas perpendiculares de
modo a cortar o disco centralmente. A partir de 24 horas apos, foram feitas medigdes diarias com o auxilio de régua e lupa,
do crescimento linear das coldnias, de acordo com Trinci (1969), até 120 horas, expressa em centimetros. Como as coldnias
do fungo s6 comecaram a produzir esporos a partir do oitavo dia de crescimento, no décimo dia foram preparadas as
suspensdes de esporos de cada parcela do experimento, adicionando-se 8ml de agua destilada esterilizada em cada placa.
Com um pincel esfregou-se a superficie da colonia e com uma micropipeta foi aspirada a suspensdo de esporo, a qual foi
transferida para frascos de 20ml. Como as contagens da densidade de indculo foram feitas por um periodo prolongado, para
prevenir a germinag@o dos esporos, foram adicionadas 3 gotas de HgCl, (bicloreto de mercurio), com o objetivo de matar os
esporos. Antes de iniciar a contagem do ntimero de esporos por mililitro, a suspensdo de esporos foi agitada e com o auxilio
de uma micropipeta, cerca de 1 ml foi vertida na canaleta da cdmara de Neubauer (hemacitometro). Uma laminula de 0,04
mm de espessura foi colocada sobre a escala para exame sob o microscopio optico. Quando as suspensdes se apresentavam
muito concentradas, o que impedia a contagem, foi necessario fazer a diluigdo retirando-se 1 ml da solugdo e transferindo-
se para outro tubo de ensaio contendo 9 ml de agua destilada e esterilizada, e feita nova contagem de esporos. Caso
continuasse concentrada, fazia-se uma nova dilui¢ao da solucdo. No final da contagem, o nimero de esporos registrado era
multiplicado pela diluigdo para se obter a concentragdo final de esporos na suspensdo original. Ao final de cada
experimento os dados obtidos foram analisados estatisticamente e as médias comparadas pelo teste de Tukey em nivel de
5% de significancia.
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Experimento 02 - Efeito do pH do meio de cultura no crescimento e esporulacio de Fusarium oxysporum - Cerca
800 ml do meio de cultura BSA (batata-sucrose-agar), selecionado no experimento 01, foram divididos em aliquotas de 100
ml. O pH de cada aliquota foi ajustado com gotas de NaOH ou HCl para atingir o nivel final de 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 ¢
7,0. O tratamento controle correspondeu ao pH normal do meio de cultura (pH 6,8). Apds a esterilizagdo, os meios de
cultura foram distribuidos em placas de Petri e incubados em camara de crescimento sob as mesmas condigdes do
experimento 01. Os métodos de avaliacdo ¢ a analise dos dados registrados foram os mesmos usados no experimento 01.
Experimento 03 - Efeito da temperatura no crescimento e esporulacio do Fusarium oxysporum — Placas contendo o
meio de cultura inoculadas com um disco de micélio do patégeno foram incubadas a temperaturas de 13 °C, 18 °C, 23 °C,
28 °C e 33 °C, sob iluminacdo. As parcelas do tratamento Testemunha foram incubadas a temperatura ambiente, do
laboratdrio. Os métodos de avaliagdo e de analise dos dados foram os mesmos usados nos experimentos anteriores.
Experimento 04 - Efeito da luz no crescimento e esporulagio do Fusarium oxysporum - Placas de Petri contendo 20 ml
de meio de cultura BSA esterilizado, inoculadas com um disco de coldnias de F. oxysporum foram incubadas a 25 °C sob
24 horas de luz, 12 horas luz/12 horas escuro, 24 horas de escuro e sob luz difusa no ambiente do laboratorio. Os métodos
de avaliacdo e a analise dos dados registrados foram os mesmos usados no experimento O1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento 01, 0 patéogeno apresentou variagdes na aparéncia das colonias quando cultivado nos diferentes meios de
cultura testados. A medicdo didria das coldnias revelou que o patdgeno apresentou uma taxa de crescimento didrio de 1,17
cm/dia. Houve diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,01). O patégeno apresentou maior velocidade de
crescimento nos meios de cultura V-8 agar e BSA. A contagem do niimero de esporos produzidos em diferentes meios de
cultura revelou que o mais eficiente em induzir a esporulagdo de Fusarium oxysporum foi V-8 agar seguido de Richard
(Tabela 1). Embora o meio de cultura V8-agar tenha favorecido o crescimento e esporulagdo, o aspecto translicido das
coldnias dificultou o registro dos dados de crescimento.

Tabela 1. Efeito de diferentes meios de cultura no crescimento linear e na inducdo da esporulacdo de culturas de Fusarium
oxysporum (Média de 10 repetigdes).

Crescimento linear das colonias Densidade de indculo (ufc/ml)
Meios de cultura (cm)
V-8 4gar 378 a 93x10° a
Batata-sucrose-agar (BSA) 3,70 a 7,5x10° b
Richard solidificado 337 b 8,06 x 10° a
Batata-dextrose-dgar (BDA) 332 b 74x10° b
Sabouraud 2,17 ¢ 1,8x10° ¢

Meédias seguidas de mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5% (p< 0,01)

No experimento 02, A medicdo diaria das coldnias revelou que o patdogeno apresentou uma taxa de crescimento diario de
1,88 cm/dia, Houve diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,01). O patéogeno apresentou maior velocidade de
crescimento nos meios de cultura com os pH 7,0; 6,5 e o pH testemunha 6,8 (Tabela 2). A contagem do ntimero de esporos
produzidos em diferentes pH revelou que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. Nao foi possivel trabalhar
com os tratamentos de pH 4,0 e 4,5 devido a ndo solidificagdo dos meios de cultura desses tratamentos.

Tabela 2. Efeito de diferentes pH no crescimento linear de culturas de Fusarium oxysporum (Média de 5 repetigoes).

Crescimento linear das colonias

Tratamentos (cm)

pH 7,0 3,51 a

pH 6,5 344 a
pH testemunha 3,40 a

pH 6,0 3,19 b

pH 5,5 2,80 c

pH 5,0 2,40 d

Meédias seguidas de mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5% (p< 0,01)

No experimento 03, A medicao diaria das coldnias revelou que o patdogeno apresentou uma taxa de crescimento didrio de
1,47 cm/dia. Houve diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,01). O patégeno apresentou maior velocidade de
crescimento nas temperaturas 33° C, 28° C e testemunha. A contagem do nimero de esporos produzidos em diferentes
temperaturas revelou que a mais eficiente em induzir a esporulacdo de Fusarium oxysporum foi a Testemunha seguida de
23° C e 28° C (Tabela 3).



Tabela 3. Efeito de diferentes temperaturas na indugdo da esporulacdo e no crescimento linear de culturas de Fusarium
oxysporum (Média de 7 repeti¢des).

Densidade de indculo (ufc/ml) Crescimento linear das colonias
Temperaturas (cm)
Testemunha 2,48 x 10° a 2,64 a
23°C 1,45x 10° ab 2,19 b
28°C 1,30x 10° ab 2,68 a
18°C 0,12x10° b 1,23
13°C 0,10x10° b 0,88
33°C 0,04x10° b 2,75 a

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5% (p< 0,01).

No experimento 04, houve diferenga significativa entre os tratamentos (p<0,01). O patégeno apresentou maior velocidade
de crescimento nos regimes de 12h de Iuz/12 horas escuro e 24h de luz/dia. A contagem do ntimero de esporos produzidos
em diferentes por coldnias submetidas a diferentes regimes de luz revelou que o mais eficiente em induzir a esporulacao de
Fusarium oxysporum foi 24h de luz/dia (Tabela 4).

Tabela 4. Efeito de diferentes regimes de luz na inducdo da esporulacdo e no crescimento linear de culturas de Fusarium
oxysporum (Média de 8 repeti¢des).

Tratamentos Densidade de in6culo (ufc/ml) Crescimento linear das
colonias (cm)
24 h de luz/dia 5,14x 10° a 3,81 a
Testemunha 3,68x10° ab 355 b
Escuro 327x10° ab 354 b
12 h de luz/12 h escuro 2,05x 10° b 3,82 a

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5% (p< 0,01).

CONCLUSOES
Os resultados obtidos permitem concluir que:

a) O meio de cultura V-8 4gar foi mais eficiente em promover o crescimento e esporulacdo de colonias de Fusarium
oxysporum

b) O fungo Fusarium oxysporum apresentou um maior crescimento linear numa faixa de pH que vai de 6,5 a 7,0, mas o pH
do meio de cultura ndo teve influéncia na esporulacao do fungo Fusarium oxysporum.

c) O fungo Fusarium oxysporum apresentou um maior crescimento em temperaturas mais elevadas (33° C). Contudo, em
temperaturas muito elevas a producdo de esporos foi inferior a produgdo de esporos em temperaturas baixas (13°C). Sendo
a faixa de temperatura ideal, para o cultivo do fungo ente 23°C e 28°C.

d) O regime de 12 h luz/12 h escuro favoreceu o crescimento das coldnias de Fusarium oxysporum, enquanto sdo o fungo
apresentou maior produgdo de esporos na presenga de luz constante.
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