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1. INTRODUCAO

Em regides do Estado do Para onde ocorre disseminagido de
esporos de Nectria haematococca f. sp. piperis (Fusarium so-
lani f. sp. piperis) pelo vento, desenvolvem-se infeccoes na
parte aérea da pimenta-do-reino, as quais, evoluindo, ocasio-
nam o secamento de varios ramos (I, 2). A enfermidade quase
sempre ocasiona a morte da planta.

Quando surgem em uma cultura pimenteiras-do-reino infecta-
das na parte aérea, os prejuizos tornam-se elevados pouco tem-
po depois. Um pimental com 30 hectares, com aproximadamente
30.000 plantas, pode ser dizimado em menos de dois anos.

A uniformidade genetlca da cultura em grandes areas tem
concorrido para rapida dlsseminagéo de natogenos (2, 4). O
germoplasma de pimenta-do-reino existente no Brasil apresenta
pouca variabilidade, o que constitui sério obstaculo para a
selecgao de varledades resistentes (1).

No caule afetado, apos a morte dos tecidos desenvolvem-se
abundantes esporodoquios, que originam grande quantidade de
macroconidios, como ocorre em ramos de amoreira infectados por
F. solani f. sp. pisi (3).

No presente trabalho, os macroconidios de ¥. haematococca
f. sp. piperis foram usados em diferentes concentracoes e téc-
nicas de 1nocu1agao para se testar a patogenicidade do fungo
a pimenta-do-reino e deste modo determinar a participacao dos
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macronidios na disseminagiao aérea do patogeno.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Influéncia do Tempo de Permanéncia em Camara Umida,
Expressa pelo Iﬁdice de Enfermidade, em Mudas Inocula-
das com Suspensao de Macroconidios

Foi realizado um ensaio inteiramente casualizado para de-
terminar perlodos de exposicao de mudas inoculadas por atomi-
zacao de suspensao de macroconidios a umidade relativa eleva-
da, adequados ao desenvolvimentc da infecgao. Mudas provenien-
tes de sementes e de estacas com 5 e 8 meses de idade foram
desenvolvidas em solo distribuido em recipiente de um litro.
Os tratamentos consistiram em se deixar as plantas, apos a i-
noculagdo, em camara umida com 100% de U.R. a temperatura de
20°C a ZSOC, durante os periodos de tempo de 12, 24, 48, 72,
96 e 120 horas. Cada tratamento possuia 8 repetigGes, 4 mudas
de sementes e 4 provenientes de estacas. Decorrido o tempo de
permanencia em camara umida, as mudas foram levadas para casa-
de-vegetacao, em temperatura que variava de 180C a 30°C e umi-
dade relativa de 50 a 100%. A suspensao de esporos foi prepa-
rada com colonias desenvolvidas em meio constituido de folhas
de pimenta-do-reino, com a parte basal imersa em 30 ml de agua
destilada, em tubo de ensaio de 25 x 2,5 cm e esterilizadas em
autoclave por 20 minutos. Apos a transferenc1a de inoculos do
isolamento 21, os tubos foram levados para camara de cresci-
mento FORMA SCIENTIFIC, Modelo 24, com 81 x 162 x 67cm uteis,
a 240C, e colocados em prateleiras a 10 cm de distancia de 2
lampadas fluorescentes F 15T 12 C/W, 15 W, reguladas para per-
manecerem acesas continuamente durante 12 _horas por dia. Apos
12 dias, as colonias foram agitadas em agua destilada e fil-
tradas em gaze. A contagem dos esporos foi feita ao microsco-
pio, em 5 gotas de 0,01 ml, distribuidas em lamina por meio de
uma _micropipeta automitica. Calculou-se a quantidade de macro-
conidios na suspensao inicial, diluindo-se, em seguida, para a
concentracao desejada, que foi de 40.000 esporos por milili-
tro. A atomizagdao da suspensao de esporos na folhagem das
plantas foi feita com um atomizador De Vilbiss n® 15, acionado
por um compressor elétrico. Avaliou-se a quantldade de lesoes
no caule 20 dias depois da retirada das primeiras mudas de ca-
mara umida, considerando os 7 entrendos a partir da extremida-
de do ramo de crescimento. De acordo com o nimero de lesoes a-
vancadas no caule, atribuiu-se uma nota as plantas dos dife-
rentes tratamentos:

Escala de nota em relagiao ao numero de lesdoes avancadas no

caule
Nimero de lesoes no caule Nota
0 4
1 -2 2
3 =5 3
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2.2. Influéncia da Concentragao de Macroconidios, Expressa
pelo Inéice de Enfermidade, em Mudas Inoculadas por A-
tomizagao de Suspensoes de Esporos

0 ensaio, 1inteiramente casualizado com 14 tratamentos e 4
repetigoes, foi instalado em casa-de-vegetagao, onde a tempe-
ratura variou de 20°C a 320C e a umidade relativa, de 50 a
100%. Os tratamentos consistiram na atomizacao de suspensées
de macroconidios na parte aérea de mudas de pimenta-do-reino
propagadas por estacas com 5 meses de idade. As mudas foram
formadas em solo distribuido em recipientes de um litro. Antes
da inoculacao, com uma agulha foram feitas trés perfuracoes
nos ramos de crescimento de 50% das mudas, 1logo abaixo da in-
sercao de cada no, nos sete entrenos a contar da extremidade
do ramo. Para preparo das culturas e suspensao de esporos,
procedeu-se como foi descrito no experimento anterior. As seis
suspensoes com diferentes concentracoes de macroconidios foram
preparadas de acordo com uma escala de logaritmos neperianos,
variando de 1ogg = log%3, que correspondiam, aproximadamente,
a 3.000, 8.000, 22.000, 60.000, 163.000 e 442.000 macroconi-
dios por mililitro. Foram obtidas pela diluicao em agua desti-
lada de uma suspensao inicial em que foi feita a avaliacdo dos
esporos por mililitro, pela contagem dos macroconidios em 5
gotas de 0,01ml, dlstrlbuldas em lamina com auxilio de uma mi-
cropipeta automatlca.

Nas plantas testemunhas foi aplicada apenas solugcao do meio
estéril diluido em agua. A atomizagdo da suspensiao de esporos
e da solugao do meio foram feitas com atomizador De Vilbiss n®
15, acionado por um compressor elétrico, e, logo em seguida,
as mudas foram colocadas em camara com umidade relativa de
100%, temperatura variando entre 20°C-249C, durante 72 horas.
Depois foram levadas para casa-de-vegetagao, nas condicoes ja
mencionadas. Para avaliagao, procedeu-se como no experimento
anterior, adotando-se a mesma escala para atribuigao das notas
as plantas inoculadas, durante os 15 dias que foram seguidos
pela retirada das mudas da camara Gmida.

3. RESULTADOS

3.1. Influéncia do Tempo de Permanéncia em Camara Umida no
Indice de Enfermidade em Mudas Inoculadas com Suspen-
sao de Macroconidios

As lesdes foliares arredondadas, escuras, visiveis em ambas
as epldermes (Figura 1 D), que se desenvolveram nas plantas
expostas a umldade por perlodo de 72 horas ou mais, nao foram
consideradas na avaliacao do indice de enfermidade, porque nao
se manifestaram nos tratamentos de menor tempo de permanéncia
na camara Umida, nos quais ocorreram lesdes do caule (Figura 1
B).

A analise de variancia mostrou haver diferenca significati-
va dos indices de enfermidade em relagcao a diferentes tempos
de permanenc1a das plantas inoculadas em camara umida, consi-
derando-se o numero de lesoes no caule.

Como se observa no Quadro 1, nao houve diferenca significa-
tiva, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade,
entre os tratamentos em que as mudas permaneceram em camara u-

mida durante 120 e 96 horas. Os tratamentos de 96, 72 e 48 ho-
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FIGURA 1

EXPERIENTIAE

(A) Mudas, sem ferimento no caule, inoculadas por a-
tomizacao de suspensoes de diferentes concentragoes
de esporos. Da esquerda para direita, 442.000,
163.000, 60.000, 22.000, 8.000, 3.000 e 0 macroconi-
dios por mililitro. (B) Lesoes docaule consideradas
para avaliagdo do indice de enfermidade. (C) Feri-
mentos feitos no caule antes da inoculacao. (D) Le-
soes foliares tipicas. (E) Queda do entrend infeta-
do.
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ras foram estatisticamente semelhantes, ocorrendo diferenca no
tratamento de 48 horas em relacao a mudas de estacas. Os tra-
tamentos de 48, 24 e 12 horas nao diferiram entre si.
Verificou-se que um tempo de exposicao das mudas inoculadas
a umidade relativa de 100% por 72 horas correspondeu a um in-
dice de enfermidade proximo de 50%. O indice elevou-se para

80% em um periodo de 96 horas. Durante 120 horas atingiu quase
100% (Figura 2).

QUADRO 1 - Efeito do tempo de permanéncia, em camara umida, de
- p p -~ - -
mudas inoculadas com suspensao de macroconidios, ex-
presso pelo indice de enfermidade, Vigcosa, MG,1975

Média das notas por planta*

Tempo de
permanencia
em horas Mudas de Mudas de
sementes estacas
120 4,00 a 3,75 a
96 3,50 abc 3,75 a
72 2,50 bcd 2,75 ab
48 2,50 bcd 2,25 b
24 2,25 cd 2,25 b
12 1,75 d 2,25 b

DMS a 5% - Tukey -1,36

* Valores com letra igual nao diferem entre si, significativa-
mente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

3.2. Influéncia da Concentragao de Macroconidios no Indice
de Enfermidade em Mudas Inoculadas por Atomizagao de
Suspensao de Esporos

As plantas inoculadas com maior concentracao de esporos e-
xibiram maior quantidade de lesoes escuras nas folhas (Figura
1 D). Entretanto, nao foram consideradas para avaliacao dos
indices de enfermidade, porque apresentaram distribuicao mais
irregular, nos diferentes tratamentos, do que as lesoes do
caule (Figura 1 B). Freqlentemente ocorreu queda do entrend
infectado (Figura 1 A, E).

A analise da variancia mostrou haver diferenga significati-
va entre a média da testemunha e a média de diferentes trata-
mentos.

Pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade, apre-
sentado no Quadro 2, nao se observou diferenca significati-
entre os tratamentos em que as plantas receberam ferimentos no
caule e aspersao de diferentes suspensoes de esporos. Todos
diferiram da testemunha. Nas plantas que nao foram feridas, os
resultados das atomizagoes com suspensoes de 442.000, 163.000
e 60.000; 22.000, 8.000 e 3.000; 8.000 e 3.000 esporos por mi-
lilitro nao foram significativamente diferentes. Os tratamen-
tos 8.000 e 3.000 nao diferiram das plantas testemunhas, embo-
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FIGURA 2 - Relagao entre tempo de permanéncia em camara umida e
indice de enfermidade em mudas de pimenta-do-reino
inoculadas com suspensao de macroconidios de Nectria
haematococca f. sp. piperis.

Comparando-se os niveis de significancia pelo teste de Tu-
key, verifica-se que a suspensdo de 3.000 macroconldlos por
mililitro, atomizada no caule ferido, correspondeu a concen-
tragao elevada de 442.000 esporos, 1noculada no caule sem fe-
rlmento

Quando o caulg foi ferido e as mudas foram atomizadas com
suspensoes de 3.000 e 8.000 macroconidios por mililitro, os
indices de enfermidade corresponderam a 80% e 90% de lesoes no
caule. A percentagem atingiu 100% em relagao aos outros niveis
de concentragao de esporos, na suspensao aplicada. Nos trata-
mentos em que o caule das plantas continuou incolume, os indi-
ces de _enfermidade aumentaram também com a concentragao de ma-
croconidios, a excegdo do tratamento de 442.000 €sporos por
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mililitro, que resultou em menor nimero de lesdao do que a sus-
pensiao de macroconidios imediatamente inferior, em razao de
alguma causa nao prevista no delineamento experimental (Figu-
ras 1 A e 3).

QUADRO 2 - Influéncia da concentracao de macroconidios de
Nectria haematococca f. sp. piperis noindice de en-
fermidade emmudas inoculadas por atomizagao de sus-
pensao de esporos. Vigosa, MG, 1975

Média das notas por planta*
Concentracao de macro-

conidios/ml
Caule com Caule sem
ferimento ferimento
442.000 4,00 a 3,50 ab
163.000 4,00 a 3,75 a
60.000 4,00 a 375 a
22.000 4,00 a 2,50 bc
8.000 3,75 a 1,50 cd
3.000 3,50 a 1,75 cd
Testemunha 1,00 b 1,00 d

DMS a 5% - Tukey - 1,15

* Valores com_letra igual nao diferem entre si, significativa-
mente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

4. DISCUSSAO

Nos ensaios (3.1 e 3.2.) foi verificado que o indice de en-
fermidade aumenta com o tempo de exposicao das mudas inocula-
das a umidade relativa elevada, com a concentragao de esporos
na suspensao e com as condigoes de integridade dos tecidos das
mudas em que foi feita aspersao da suspensao de esporos.

Como em algumas regidoes do Estado do Para o patogeno tem-se
propagado rapidamente, principalmente em razao da infecgao no
caule, que, evoluindo, ocasiona a morte de toda a planta, os
resultados dos ensaios poderiam sugerir que no campo ocorre a
disseminacao de esporos pelo vento.

N3o € conhecida outra enfermidade causada por '"forma espe-
cialis'" de N. haematococca (F. solani) em que esporos de dis-
seminacao aérea, levados pelo vento, tenham capacidade de a-
carretar epidemias severas em plantacces de finalidade comer-
cial. Normalmente, o patogeno dissemina-se por estruturas que
permanecem no solo (5, 6, 7, 8).
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FIGURA 3 - Relacgao entre concentragéo de esporos de Nectria
haematococca f. sp. piperis e indice de enfermidade,
em mudas de pimenta-do-reino inoculadas por atomiza-
¢ao de suspensoes de macroconidios.

Como nos ramos necrosados de pimenteiras-do-reino atacadas
no campo desenvolve-se maior quantidade de esporodoquios do
que perltec1os os macroconidios constituem as estruturas mais
responsaveis _pela dlssemlnagao do patogeno. Quanto aos ascos-
poros, em numero mais reduzido, sao mais importantes em pro-
porcionar meios de freqlentes variagoes genetlcas que originam
ragas fisioldgicas com diferentes caracteristicas de patogeni-
cidade ( 3).

Indices de enfermidade mais elevados, em relagao a suspen-
soes de esporos mais concentradas, podem constituir explica-
goes para o fato de que nas areas de cultivo de pimenta-do-
reino, no Estado do Para, em que a quantidade de inoculo € e-
levada, o secamento dos ramos adquire, em pouco tempo, carater
epifitotico, dizimando pimenteiras vigorosas, mesmo tratando-
se de plantas com menos de 4 anos de idade. Na época da esta-
gao chuvosa, janeiro a junho, as condigdes ambientes podem
permanecer com umidade relativa elevada por varios dias. Os
tecidos do caule da pimenta-do-reino estao sujeitos a constan-
tes ferimentos, em razao de tombamento de ramos, podas para
retiradas de estacas de propagacao e danos durante a colheita.

Verificou-se que a grande quantidade das lesoes dos ramos
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comeca a se desenvolver na regiio do n6é, tanto em mudas inocu-
ladas como em pimenteiras-do-reino 1nfectadas naturalmente no
campo. Isto sugere que o ponto de juncao dos entrenos consti-
tui local de facil penetragao das hifas do patogeno. Deve ser
ainda considerado que nas raizes de sustentagao que se desen-
volvem na regiao do no podem ficar retidos varios esporos do
patdogeno que, ao germinarem, em condigoes favoraveis, podem
causar a infecgao.

As lesoes das folhas ndo tém sido observadas em pimentei-
ras-do-reino no campo. Nas mudas inoculadas nao apresentou dis-
tribuigao uniforme em todos os tratamentos. Pode servir de in-
dicagdo da viabilidade dos esporos aplicados.

0 método de inoculagao de mudas por aspersao de suspensao
de macroconidios pode ser utilizado na selecio de plantas de
pimenta-do-reino resistentes, tendo em vista que € desenvolvi-
do com relativa fac111dade e proporciona elevado indice de en-
fermldade em grande numero de mudas inoculadas.

5. RESUMO

Mudas de pimenta-do-reino, oriundas de sementes e estacas,
foram submetidas a dlferentes técnicas de inoculagdo e concen-
tragoes de macroconidios de Nectria haematococca f. sp. pipe-
ris, procurando-se determinar a sua patogenicidade e a parti-
cipagao destes esporos na dlssemlnagao aérea do patogeno. Con-
sideraram-se o tempo de permaneéncia das mudas em camara umida
apos a inoculagdao e efeito da concentracao de inoculo na in-
tensidade de infecgdao em tecido do caule incolume e ferido. Os
resultados demonstraram que o indice de enfermidade variou com
o tempo de permanéncia das mudas inoculadas em ambiente umido,
com a concentracgao de €sporos e com as condigoes de 1ntegr1da-
de do tecido do suscetivel.

Em relacgao ao periodo de exp051§ao das mudas inoculadas a
umidade relativa de 100% verificou-se que permanenc1as de: 72,
96 e 120 horas corresponderam, respectivamente, aos indices de
enfermidade de 50%, 80% e 100%. Atomizagao com suspensao de
3.000 macroconidios por mililitro no caule ferido resultou em
um indice de enfermidade igual ao obtido quando se usou uma
suspensao de 442.000 esporos por mililitro no caule sem feri-
mento.

6. SUMMARY

The pathogenicity of Nectria haematococca f. sp. piperis to
black pepper as affected by inoculation techniques and spore
concentration and, the role of the macroconidia in the fungus
dissemination were studied. The incubation period in a moist
chamber, inoculum concentration and wounding affected the
disease severity. Disease indices were 50%, 80% and 100% when
the plants were kept in a moist chamber for 72, 96 and 120
hours, respectively, Wounded plants inoculated with a
suspension containing 3,000 spores/ml presented the same
disease index as unwounded plants inoculated with 442,000
spores/ml.
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