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1. INTRODUGAO

Decorridos oito anos apds a _Primeira constatagao, no Estado
do Para, da enfermidade das raizes e da base do caule da pi-
menta- do reino, provocada por Fusarium solani f. sp. piperis
(1), foi observada uma modalidade de ataque caracterizada pelo
secamento dos ramos, ocorrendo em qualquer parte da folhagem,
nos quais o f1topatogeno estava associado (I1).

No ano de 1973, sobre a casca dos ramos necrosados, foram
observadas estruturas do estadio perfeito, ao lado de esporo-
doqulos da fase assexual de ocorrencia mais comum. As frutifi-
cacbes do estadio sexual, constituidas de peritécios verme-
lhos, isolados ou gregarlos que contrastam com o tecido morto
de tonalidade escura, tém sido consideradas, em trabalhos mais
recentes, como pertencentes a especie Nectrta haematococeca (2,
3, 5, 9, 10, 17).

MATUO e SNYDER (13) fazem referéncias a algumas "formae es-
peciales'" de F. solani que desenvolvem perltec1os na planta
hospedeira ou em cultivos purificados de laboratdrio. Nao re-
lataram nenhuma com capacidade de infectar os tecidos da pi-
menta-do-reino, ou outra espécie botanica afim.

No presente trabalho, foram estudadas as principais_estru-
turas do estadio perfelto, considerando suas caracteristicas
morfoldgicas (2, 9). Determinaram-se condlgoes fisiologicas
relacionadas com luz, temperatura e nutrigao adequadas ao de-
senvolvimento de peritécios em meios de cultura. Ensaios de
inoculacao foram efetuados para avaliar a patogenicidade de
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isolamentos obtidos a partir de esporos e frutlflcagoes do es-
tadio sexual, no hospedeiro e em outras espécies de plantas em
que ja foram constatadas espécies de F. solani, associadas ou
nao ao estadio perfeito.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Caracteristicas Morfologicas

As principais estruturas do fungo, formadas em partes do
tecido infectado do hospedeiro e em meios de cultura, foram
montadas em laminas com agua, glicerina 0,15% ou Azul de
Amann. As medidas foram tomadas com auxilio da lente ocular
micrométrica (10x), empregando se objetiva de 10x para medir
as frutificagoes e de 40x para as demais estruturas. Obtive-
ram-se_dados de forma, tamanho, coloragao e, no caso dos espo-
ros, numero de septos foi tambem anotado. Para exame dos pri-
mordlos de per1tec1os e de conidioforos, sustentando macroco-
nidios e microconidios, foram preparadas microculturas em ba-
tata-dextrose-agar, a 2%, e batata-sacarose-agar, com 1% de
sacarose.

Os clamldosporos formaram-se em agua destilada, colocando-
se pequenas porgoes da colonia do fungo desenvolvida em bata-
ta-dextrose-agar, em gotas, em laminas escavadas mantidas em
camara umida.

As culturas estoques foram mantidas em _tubos inclinados de
agar simples, a 2%, em agua destilada. Apos a repicagem, per-
maneceram em ambiente de laboratorio, expostos a luz indireta,
durante 20 dias. Foram conservadas em temperatura de 4-5 graus
centigrados. Nestas condigdes, durante 24 meses, considerando
os resultados obtidos nos ensaios experimentais, as culturas
permaneceram viaveis, sem apresentar variacGes acentuadas na
morfologia e na patogenicidade.

2.2. Ensatos de Patogeniciuade
Inoculagao em Estacas

Para avaliar a patogenicidade de isolamentos monosporicos,
provenientes de ascosporos ou de macroconidios, foram feitos
testes rapidos, que consistiram na inoculacdo de estacas com
12-15 cm de comprimento por 4-6 mm de diametro, possuindo 4-6
entrenos, tecidos consistentes, casca ainda verde, por vezes
apresentando leve suberlflcagao. 0 método consistiu em fazer,
em um entrend, proximo a extremidade basal da estaca, pequeno
ferimento longitudinal de 0,5 a 1 cm de comprimento, no qual
foi introduzida porcao da cultura do fungo proveniente de um
tnico esporo, com 15-20 dias de idade, desenvolvida em batata-
dextrose- agar a 2%. Apds a 1n0culagao, as estacas permanece-
ram em camara de crescimento a 200C e 2409C, com a extremidade
em contato com algodao umedecido em tubos de ensaio grandes ou
imersa em 40 ml de agua em erlemeyer de 250 ml, quando deixa-
das em ambiente de laboratorio.

Com a finalidade de comparar a patogenicidade de 3 isola-
mentos, um proveniente do Estado do Para (APg) e dois do Esta-
do do Esp1r1to Santo (ES2C e ES2D), foi realizado um ensaio de
inoculagao em 40 estacas. Cada isolamento foi inoculado em 10



Vol.22,N°6,setembro,1976 135

estacas, que foram colocadas em tubos de ensaio com algodao
umedecido e levadas para camara de crescimento a 24°C. As ou-
tras serviram de testemunhas, sendo aplicado nas incisoes
apenas porcoes do meio, sem o fungo. Quinze dias depois, as a-
reas infectadas e os ferlmentos que nao receberam inoculo fo-
ram medidos, avaliando-se a area do retangulo circunscrito.

Inoculagao em Folhas Destacadas

Outro ensaio, visando a avaliar o grau de patogenicidade
dos 3 isolamentos monosporicos, obtidos no Estado do Para
(APg) e Espirito Santo (ESpC e ESpD), foi desenvolvido em 17
folhas destacadas, em estadio avancado de maturidade. Destas,
14 foram inoculadas e 3 serviram de testemunhas. Na face dor-
sal foram feitas, com uma _agulha, 6 perfuragoes. Sobre cada
uma colocou-se pequena porcao da cultura do fungo desenvolvido
em BDA, com aproximadamente 1 mm de diametro, de maneira que
em cada folha ficaram inoculos alternados de d01s isolamentos.
As testemunhas receberam apenas os ferimentos. As folhas foram
mantidas em camara Umida, em placas de _Petri, com 15 cm de
diametro, as quais foram colocadas em camara de crescimento a
240C. Os dados foram obtidos oito dias apos a inoculagio.

Inoculagao em Caule e Raizes de Mudas

A fim de verificar se os isolamentos obtidos da parte aérea
atingiam as raizes, e se aqueles provenientes do sistema radi-
cular tinham a capacidade de causar infeccao nos ramos, foram
realizados alguns ensaios de inoculagao.

Inoculagao em Raizes e Caule Separadamente

Foi preparada suspensao de macroconidios do isolamento 21,
obtido pelo plantio direto em agar de per1tec1o desenv01v1do
em ramo infectado. Para o preparo da suspensao, o isolamento
foi cultivado em meio constituido de 2 folhas de pimenta-do-
reino, com a porcao basal imersa em 30 ml de agua, em tubo de
ensaio grande e esterilizadas em autoclave, por 20 minutos.
Com colonias de 12-15 dias de idade, preparou-se a suspensao
com 80.000 esporos por mililitro, imergindo nesta, durante 5
minutos, raizes de 20 mudas de pimenta-do-reino, com 5 meses
de idade, obtidas de sementes desenvolvidas em vermiculite,
com solugao de adubo foliar comercial complementada com solu-
cao de Hoagland. A contagem dos macroconidios foi feita ao mi-
croscopio em gotas uniformes dlstrlbuldas em laminas com uma
micropipeta automatica. As raizes das 20 mudas _testemunhas fo-
ram mergulhadas na solucao do meio em agua. Apos a imersao das
raizes na suspensdao de macroconidios e no meio diluido em a-
gua, as mudas foram transplantadas para solo esterilizado,
distribuido em vasos.

Porgoes de cultura em BDA do isolamento TB-1, proveniente
de raizes infectadas foram introduzidas em ferimento longitu-
dinal, com cerca de 0,5 cm de comprimento, feito em um entreno
do ramo de <crescimento de 15 mudas desenvolvidas em solo dis-
tribuido em vasos. Nas mudas testemunhas, que foram feridas de
modo idéntico, colocou-se apenas porcao do meio sem o fungo,
na incisao praticada.
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Inoculagao em Mudas Plantadas aos Pares

0 solo esterilizado foi distribuido em 40 recipientes com
capacidade de um litro. Em cada um foram plantadas duas mudas
originarias de sementes. Cinco meses depois, uma das mudas de
cada recipiente foi inoculada no caule, com o isolamento 21,
pelo método descrito no item anterior, em entrend situado de
8-10 cm acima do nivel do solo. Quando se desenvolveram as le-
soes avancgadas, 12-15 dias depois, cortou-se o caule abaixo da
area infectada, em 20 mudas. Nas demais, a infecgao continuou
avancgando em d1regao as raizes.

Inoculagoes em Outras Espécies de Planta

Outras espec1es de planta em que ja foram constatadas for-
mas patogénicas de F. solani, associadas ou nao ao estadio
perfeito N. haematococca (Hypomyces solani), foram inoculadas
com o isolamento 21 de N. haematococca f. sp. piperis.

Vinte mudas de cada uma das espécies de plantas testadas,
feijao, abobora, ervilha e batatinha, foram inoculadas em in-
cisao feita no caule. Nas plantas testemunhas praticaram-se
incisoes idénticas, porém nao se aplicou o inoculo. Embora nao
tenha sido constatada forma patogénica do fungo em soja, ino-
cularam-se, também, mudas desta planta, pois o extrato e por-
coes de partes vegetais constituem meio de cultura adequado ao
desenvolvimento_do estadio perfeito do fungo. Como a forma F.
solani f. pisi € a que possui maior variagao de hospedeiros,
inocularam-se mudas de ervilha com a forma patogénica da pi-
menta-do-reinc por outros processos. Cultivaram-se mudas em
solo previamente infestado com suspensao de esporos, e fez=se
atomizagao na folhagem com suspensao de macroconidios. Nos
tratamentos testemunhas incluiram-se também as mudas de pimen-
ta-do-reino, as quais foram tratadas pelos mesmos processos
aplicados nas plantas testadas.

Avaliagao do Poder Infectivo de Ascosporos

O meio BSA (batata + sacarose + agar), a 1% de sacarose,
foi distribuido em placas de Petri. Apos a repicagem de por-
coes do micélio do isolamento 21, com mistura dos fatores de
compatibilidade, as placas foram levadas para camara de cres-
cimento a 249C, com perlodo de luminosidade de 12 horas, al-
ternando com 1gua1 periodo de escuridao. Depois de 25-30 dias,
inumeros peritecios exudaram massas de ascOSporos que formaram
massa gelatinosa em volta do ostiolo. Com um estilete, retira-
ram-se estas massas para preparar suspensiao de ascOSporos com
10.000 esporos por mililitro. Fez-se a atomlzagao desta sus-
pensao na folhagem de 20 mudas de pimenta-do-reino com um ato-
mizador De Vilbiss n? 15, colocando-as, depois, em camara umi-
da, durante 96 horas. Dez mudas atomlzadas com agua foram usa-
das como testemunhas, para comparacao.

2.3. Caracteristicas Fisiologicas
Germinagao de Macroconidios e de Ascésporos

Foram preparadas suspensoes de macroconidios e de ascospo-
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ros em agua destilada. Ambas as suspensoes foram obtidas de
culturas do isolamento 21, desenvolvidas em agar-porgao de ra-
mo de pimenta-do-reino. Colocaram-se 6 gotas de cada suspensao
por lamina. Foram preparadas 5 laminas de cada suspensao. As
laminas permaneceram em camara umida constituida de placas de
Petri, com papel de filtro umedecido, as quais foram levadas
para camara de crescimento a 24°C. De hora em hora, procede-
ram-se as observagOes ao mlcroscoplo com aumento de 100x e
400x para determinar o inicio de germinagao, observando-se 100
esporos por gota.

Desenvolvimento de Peritécios em Meios de Cultura
Influencia da Luz Natural e Artificial

Foram utilizados no ensaio 60 tubos de 18 x 200 mm dos
meios batata-sacarose- agar, a 1% de sacarose, e porgao de pe-
ciolo de soja- agar, distribuindo-se 15 ml por recipiente. Os
pedacos de peciolo de soja tinham, em média, 75 mm x 1,5 - 2
mm e pesavam, em média, 202 mg. Sob a binocular, transferiu-se
um dos peritécios desenvolv1dos em placa de BSA para cada tu-
bo. Dez tubos de cada meio foram expostos a luz solar indire-
ta, colocando-se proximo de uma janela do laboratorio. A tem-
peratura variou de 22°C a 28°C, permanecendo entre 23°C e
'2509C, durante a maior parte do tempo. Igual quantidade de tu-
bos foi levada para camara de crescimento FORMA SCIENTIFIC,
Modelo 24, a 249C. Foram colocados em prateleiras a 10 cm de
distancia de 2 lampadas fluorescentes F 15T 12 C/W, 15 W, re-
guladas para fornecer periodo de 1luz de 12 horas, alternando
com igual periodo de escuridao. Em ambos os tratamentos, as
testemunhas consistiram em 10 tubos de cada meio, envolvidos
com plastico preto, ficando apenas com o0s tampoes de algodao
expostos. A contagem dos peritécios de cada tubo, sob a bino-
cular, foi feita 30 dias apos, a contar da data da repicagem.

Influéencia da Temperatura

No ensaio inteiramente casualizado, com 15 repeticoes, fo-
ram testadas 4 temperaturas diferentes. Como foram feitas con-
tagens de peritécios aos 10 e 30 dias prepararam-se 30 tubos
por tratamento.

0 meio escolhido foi o constituido de pedago de peciolo de
soja, em 15 ml de agar, a 2%, por tubo de 200 mm x 18 mm, pH
inicial de 6,5, sendo a correcio feita com KOH, a 4%. Para a
escolha deste meio, levou-se em consideragﬁo que os peritécios
sao distintos, facilitando a contagem, pois nao se desenvolvem
muitas hifas aéreas. Cultura do isolamento 21 desenvolvida em
placas de batata-sacarose- agar, a 1%, foi utilizada para pro-
ducao dos peritécios que foram transferidos sob a binocular,
isoladamente, para cada tubo.

0 periodo de desenvolvimento, durante 30 dias, ocorreu em
camaras de crescimento em condigdes semelhantes as descritas
no teste de diferentes meios de cultura, a excecao das dife-
rentes temperaturas. O ensaio foi desenvolvido em duas etapas.
Na fase inicial foram testadas as temperaturas de 16°C e 240C;
em seguida, de 20 e 289C. Fizeram-se contagens dos peritécios
aos 10 e 30 dias apos a repicagem. Eliminaram-se 15 tubos de
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cada tratamento depois da obtencao do total de peritécios for-
mados aos 10 dias.

Produgao de Peritécios em Diferentes Meios de Cultura

Foram testados 11 meios de cultura em um ensaio inteiramen-
te casualizado, com 15 repetigOes, visando a selecionar subs-
tratos adequados ao desenvolvimento de peritécios do fungo.
Avaliou-se, também, a quantidade destas frutificacoes em agar
simples a mesma concentracao. Os meios em que o fungo se de-
senvolveu foram preparados pelo_ método convencional de adigao
de agar em quantidade adequada a solidificacao de um litro de
agua destilada. BDA (batata 200 g, _dextrose 20 g, agar 20 g).
BSA (batata 200 g, sacarose 10 g, agar 20 g). GDA (KH2POg4 1,5
g, MgS04.7H20 1,5 g, acido _glutamico Z g, dextrose 10g, agar
20 g). APeS (pedagos de pec1olo de soja 75 mm x 1,5-2 mm, pe-
sando, em média, 202 mg, agar 20 g). ACPR (pedagos de ramos
tenros de pimenta-do-reino, medindo 75 mm x 3,5-4 mm, com peso
médio 1.300 mg, agar 20 g) AEFS (extrato obtido de 50 g de
folhas de soja, agar 20 g)- AEFPR (extrato obtido de 50 g de
folhas de pimenta-do-reino, agar 20 g). AM (fuba de milho 20
g, agar 20 g). AP (peptona 5 g, dextrose 20 g, agar 20 g). AD
(dextrose 20 g, agar 20 g). A (agar 20 g).

Antes da esterilizagao em autoclave, durante 20 minutos, o
pH dos meios foi elevado para 6,5, pela adicao de gotas de
KOH, a 4%.

Foram distribuidos 15 ml do meio por tubo de 200 mmx 18 mm.

Depois de esterilizados, os tubos foram inclinados. Fez-se
a transferen01 sob a b1nocu1ar Para cada tubo transferiu-se
um per1tec1o do isolamento 21, formado em placas de BSA. Apos
a repicagem, os tubos foram 1evados para camara de crescimento
FORMA SCIENTIFIC, Modelo 24, com temperatura de 249C, regulada
para fornecer periodo de 12 horas de luminosidade, alternado
por um periodo igual de escuridao. Ficaram dlsEostos em prate-
leiras com superficie inclinada voltada para lampada fluores-
cente F 15T 12 C/W, 15 W, a 10 cm de distancia da fonte de lu-
minosidade. A contagem dos peritécios foi feita sob a binocu-
lar, 30 dias apos, a contar da data de repicagem.

3. RESULTADOS
3.1. Caracteristicas Morfoldgicas

Em N. haematococca f. sp. piperis, os primordios de perité-
cios s3ao originarios de hifas laterais, septadas, com extremi-
dade em espiral. Quando prontos para a fertlllzagao sao glo-
bosos, vermelhos, medindo 28-43 micra de diametro.

Os peritécios com 120-230 micra de diametro sao irregular-
mente globosos, vermelhos, no 1n1c1o e finalmente de tonali-
dade pardo-clara, 1solados ou gregarios, de aspecto gelatino-
so, com parede externa rugosa. Desenvolvem-se no tecido hospe-
deiro e em meios de cultura (Flﬂuras 1A, B)

Os ascos com 63-72 x 7-10 micra, c111ndr1cos depois se
tornam clavados, possuindo apice arredondado, com um poro.

Ascosporos, com 11-15 x 5-7 micra, originalmente sao monos -
ticos, tornando-se disticos. E11p501des para obovdides, hiali-
nos, no inicio, depois adquirem coloracao 11ge1r1mente parda.
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FIGURA 1 - (A) Peritécio desenvolvido em agar simples ao lado
de conidioforos ramificados (200x). (B)- Peritécios
formados em batata-sacarose-agar. Distingue-se massa
gelatinosa de ascoporos em volta do ostiolo (100x).

C)- Macroconidio com cinco septos, germinando em
agua (65x). (D) - Ascosporos, germinando em agua
(500x).

Apresentam constr1goes a altura do Unico septo transversal,
localizado proximo ou na parte central do esporo (Figura 1 D).
Quando maduros, apresentam estrias longitudinais que sao vis-
tas em preparagoes em agua, quando examinados com cbjetiva de
imersdo em 6leo. Em cultura, depois da 11beragao 0s ascospo-
ros formam massa gelatinosa em volta do ostiolo, a principio
esbranquicada, tornando-se pardacenta alguns dias depois (Fi-
gura 1 B).

0 tamanho dos macroconidios varia com o isolamento. Os que
acarretam o secamento dos ramos da pimenta-do-réino mediram,
em média, 36-61x4-6 micra. Estes esporos sao hialinos, falca-
dos, 3-6 septos transversais. Em meio batata-sacarose- agar,
apos 25 dias de desenvolv1mento com exposicdo a luz, a maioria
dos macroconldlos possuiam 5 ou mais septos (Figura 1 C), ca-
racteristica que permlte classificar a '"forma especialis'" F.
solani f. sp. piperis no grupo A, proposto por MATUO e SNYDER'
(13).

Microconidios 3-16 x 2-4 micra, wunicelulares, hialinos,
eliticos ou alantoides. Alguns microconidios em culturas ve-
lhas podem apresentar 1 ou 2 sentos.

Os conidioforos s3o variaveis em tamanho. No tecido hospe-
deiro, os esporoforos que originam macroconidios desenvolvem-
se em esporodoquios. Em cultura, podem ser isolados, retos,
com ou sem ramificagoes (Figura 1 A), ao passo que O0S que
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originam microconidios nao apresentam ramificagoes.

Clamidosporos 9-11 x 8-10 micra intercalares ou terminais,
isolados ou em cadeia, quando isolados, apresentam 1 ou 2 cé-
lulas, hialinas, de parede espessa.

3:2. Ensatos de Patogenicidade
Inoculagao em Estacas

Os isolamentos mais patogenlcos acarretaram infecgao pro-
gressiva, que surgiu 6-8 dias apos a inoculagdao. Em volta dos
ferimentos em que foi introduzido o indéculo, desenvolveu-se
lesao de tonalidade escura. Acima e abaixo da area lesada es-
curecida, a casca apresentou sintomas de intenso amarelecimen-
to (Figura 2 A). Em ambiente Umido, a 24°C, o enegrecimento
dos tecidos estendeu-se por toda a estaca, no periodo de 25-35
dias. Foram encontrados 78 isolamentos com estas caracteristi-
cas de patogenicidade, todos provenientes do Estado do Para.
Em temperatura de 20°C, o avanco da infeccao foi mais lento.

Quando a infeccao se restringia ao ferimento praticado, ou
a pequena area em redor da incisdao, o isolamento foi conside-
rado de menor poder patogénico (Figura 2 A). Com este tipo de
patogenicidade mais reduzida, obtiveram-se 6 isolamentos de
sistemas radiculares de pimenteiras, coletados no Estado do
Espirito Santo. Nas testemunhas, em todos os ferimentos em que
foram colocadas porgoes do meio, sem o fungo, ocorreu regene-
racao dos tecidos.

No Quadro 1 sao apresentadas as medias das areas de infec-
gao provocadas pelos isolamentos APg, ESC e ES;D inoculados
em estacas, em relagdao ao tratamento testemunha. O isolamento
APg apresentou maior poder patogénico, considerando-se o avan-
¢o de infecgao em parte do caule com os tecidos quase maduros
(Figura 2 A).

Inoculagao em Folhas Destacadas

Oito dias apo0s a inoculacdo, as lesdes provocadas pelo iso-
lamento APg mediram, em média, 9 mm de diametro, enquanto as
resultantes da inoculagao dos isolamentos ES;C e ESyD atingi-
ram 2 e 3 mm, na média (Figura 2 B).

Inoculagao em Caule e Raizes de Mudas

As mudas que tiveram as raizes imersas em suspensdao de ma-
croconidios comecaram a apresentar sintomas de murcha das fo-
lhas e partes tenras do caule 7-10 dias apos o transplantio
para o solo esterilizado. Algumas folhas mais maduras torna-
ram-se amareladas e calram prematuramente. Em algumas plantas,
ocorreu queda dos entrends mais proximos da extremidade do ra-
mo de crescimento. Decorridos 20-30 dias apds a inoculagio,
desenvolveu-se, na zona do coleto, um apodrecimento dos teci-
dos de tonalidade escura que, em varias plantas, evoluiu até
2-4 cm acima da superf1c1e do solo. O sistema radicular apre-
sentava degeneracao dos tecidos na maioria das raizes.

As plantas do tratamento testemunha continuaram a desenvol-
ver-se normalmente.

Nas incisoes do caule que receberam o indculo desenvolve-
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ram-se, 10-15 dias depois, lesoes de tonalidade escura, seme-
1hantes 3s observadas em estacas no laboratorio. Nos ferimen-
tos em que foram aplicadas apenas porgoes do meio esteriliza-
do, ocorreu regeneragao por meio de camadas de tecido suberi-
ficado.

FIGURA 2 - (A) A esquerda estaca inoculada com isolamento do
Estado do Esplrlto Santo. Aoutra, com isolamento do
Estado do Para. (B) Folha inoculada com (E) isola-
mento do Estado do Espirito Santo e (P) do Estado do
Para.

Inoculagao em Mudas Plantadas aos Pares

No tratamento em que se deixou a infecgao avancar em dire-
¢ao as raizes, a muda plantada ao lado_ comegou a apresentar
sintomas de murcha 40-50 dias apos o inicio do ensaio (Figura
3). Dez a vinte dias apos o inicio da murcha, surgiu o apodre-
cimento na regiao do coleto, que evoluiu por todo o caule. Co-
mo o isolamento 21 possuia mistura de fatores de compatibili-
dade apds a formagao de esporodoqulos desenvolveram-se perite-
cios na regiao do coleto ou proximo desta, depois do apodreci-
mento dos tecidos, tanto nas mudas em que a inoculagao foi
feita diretamente no caule como naquelas em que o patogeno pe-
netrou em razao do contacto das raizes.

No tratamento em que o caule das mudas foi cortado abaixo
da area infectada, ocorreu brotagao das gemas laterais. A mu-
da, ao lado, em cada recipiente, continuou com desenvolvimento
vigoroso.
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QUADRO 1 - Area das lesoes em estacas de pimenta-do-reino ino-
culadas com trés isolamentos de Nectria haematococca
f. sp. piperis. Vigosa, MG, 1975

. Area da lesdo, em cm?*

B Isolamentos**

Dias apos Teste-
inoculacgao munha
ES,C ES,D AP9
6 0,31 0,28 1,09 0i,.1
15 0,35 0,33 15,89 0,1

* Area do retangulo circunscrito.
A ESZC e ESZD, provenientes do Estado do Espirito Santo.

APy, proveniente do Estado do Para, municipio de Apeu.

FIGURA 3 - A muda a direita foi inoculada no caule. A outra co-
megou a apresentar sintoma de murcha cinqllenta digs
apos, provavelmente em razao do contacto com as rai-
zes infectadas.
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Inoculagao em Outras Espécies de Planta

0 fungo Nectria haematococca f. sp. piperts nao ocasionou
infeccao em nenhuma das mudas de feijao, abobora, ervilha, ba-
tatinha e soja, inoculadas com estruturas do patdgeno. A ino-
culacao nas mudas de pimenta-do-reino ocasionou o desenvolvi-
mento dos sintomas da enfermidade, comprovando a especificida-
de do isolamento empregado a pimenta-do-reino.

Avaliagao do Poder Infectivo de Ascosporos

Nas mudas em que foram feitas atomizagaes de suspensao de
ascosporos ocorreram infecgdes que surgiram nas folhas e,
principalmente, no caule (Figura 4), semelhantes aquelas pro-
vocadas por micélios originarios de macroconidios (Figura 4
B). Em algumas plantas, verificou-se a queda do entreno infec-
tado. Na regiao exposta do n6, observaram-se pontos enegreci-
dos, em razao do processo de infecgao resultante da invasao
dos vasos por hifas de fungo patogénico (Figura 4 B).

FIGURA 4 - Lesoes resultantes da inoculagao por atomizagao de
suspensao de ascoporos. (A) Lesoes nocaule e na fo-
lha. (B) Area exposta do no apresenta vasos enegre-
cidos, apos a queda da extremidade do caule infecta-
do.

Decorridos 10-15 dias apés a inoculagio, desenvolveram-se
esporodoqulos com macroconidios tipicos de F. solani f. pipe-
ris. A medida que algumas destas frutificacoes chegavam ao £i-
nal do desenvolvimento, surglam, ao lado, per1tec1os t1p1cos
de N. haematococca f. sp. pipesis, o0s quais, ao atlnglrem a
maturidade, 25-35 dias depois, sempre a contar da data da_ino-
culacao, exsudaram pelo ostiolo, massa gelatinosa de ascospo-
ros. Nao foram observadas em nenhuma das plantas testemunhas,
lesoes tipicas da enfermldade.
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3.3. Caracteristicas Fisiologicas
Germinagao de Macroconidios e de Ascbsporos

Mais de 50% dos macroconidios estavam emitindo tubos germi-
nativos 2 horas depois que as laminas, com gotas contendo os
esporos em suspenséo foram colocadas em camara de crescimento
a 24°C A germ1nagao atingiu 100%, 3 horas apdos, a contar do
inicio do ensaio.

A germinacao dos ascosporos verificou-se depois de 6 horas,
alcancando apenas um indice de germinacao de 10%. O processo
continuou por mais de 48 horas, quando a percentagem de germi-
nagao se elevou para 80%.

A maioria dos macroconidios emitiu dois tubos germinativos
opostos pelo apice das células das extremidades (Flgura 1C).
Ao contrario, elevada percentagem de ascOSporos germinou ape-
nas por uma das celulas (Figura 1 D). Mesmo em fase mais adi-
antada de desenvolvimento do tubo germinativo, a outra célula
permanecia sem emitir tubo germinativo. Em alguns ascosporos,
as duas células emitiram tubos germinativos quase a0 mesmo
tempo (Figura 1 D), como acontece com as duas células das ex-
tremidades da maioria dos macroconidios.

Influéncia da Luz Natural e Artificial no Desenvolvimento
de Peritécios

No Quadro 2 observa-se que nao houve desenvolvimento de pe-
ritécios nos tubos dos meios de cultura batata-sacarose- agar e
porcdo de peciolo de soja-agar que permaneceram no escuro. Nos
tratamentos em_que as culturas foram expostas tanto a luz na-
tural como a lampadas fluorescentes, os peritécios desenvolve-
ram-se em quantidade elevada, havendo superioridade do trata-
mento em que_os tubos permaneceram em camara de crescimento,
expostos a lampadas artificiais fluorescentes, durante periodo
continuo de 12 horas por dia.

Influéneia da Temperatura no Desenvolvimento de Peritécios

A analise da var1anc1a mostrou haver diferenga significati-
va entre diferentes niveis de temperatura, com relagao a pro-
ducao de peritécios. Desenvolvéndo-se o teste de Tukey, Quadro
3, encontrou-se que, ao nivel de 5% de probabilidade, a 240C
ocorreu desenvolvimento de perltec1os em maior quantidade. Em
seguida, destacou-se, pela influéncia na formagao de fgutlfl-
cacao do estadio ascogeno do fungo, a temperatura de 20°C, que
diferiu, estatisticamente, das outras temperaturas testadas
As médias de produgao das _temperaturas de 16°C e 289C nao
apresentaram diferenca estatistica entre si. o

Com o aumento de temperatura de 240C para 28°C, verificou-
se um decréscimo de 66%, aprox1madamente na produgao de peri-
técios por tubo. A elevagdo de 20°C para 24°C correspondeu a
um aumento medlo de 53% de peritécios. Portanto, nesta faixa
situa-se o otimo de temperatura para o desenvolvimento de pe-
ritécios, devendo a temperatura Otima estar proxima de 24°C
(Figura 5).
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QUADRO 2 - Influéncia de luz na formagao de peritécios de Nec-
tria haematococca f. sp. piperis. Vigcosa, MG, 1975

Nimero de peritécios por tubo*

Luz

Meio Escuridao

Natural indireta Artificial

BSA 275 296 0

APeS 262 283 0

* Média de 10 tubos BSA - batata-sacarose-agar
APeS - agar-porgao de peciolo de soja.

QUADRO 3 - Efeito de temperatura no desenvolvimento de perité-

cios de Nectria haematococca f. sp. piperis. Vigosa,
MG, 1975

Nimero médio de peritécios

Temperaturas por tubo
Logg AntilogX
24°%¢ 5,70 a 298,90
20°C 4,98 b 145,50
28°C 4,59 ¢ 98,50
16°cC 4,30 C 73,70
DMS a 5% - Tukey 0,30

Produgao de Peritécios em Diferentes Meios de Cultura

A analise de variancia apresentou diferenga significativa,
ao nivel de 1% de probabilidade. :

0 teste de Tukey, Quadro 4, ao nivel de 5% de probabilida-
de, feito com os dados transformados para logg, mostrou que o
meio GDA se destacou dos demais, porém nao apresentou diferen-
ca significativa em relagdo aos meios BSA, APeS e ACPR. As mé-
dias dos meios BSA, APeS, ACPR e AEFS nao diferiram entre si.
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FIGURA 5 - Influéncia da temperatura no desenvolvimento de pe-
ritecios de Nectria haematococca f. sp. piperis.

Os resultados da producdao de peritécios nos meios BDA e AEFPR
foram semelhantes. No tratamento AM, a medla da frutificacgao
ascogena do fungo foi inferior a obtida em agar simples.

Nos meios AD e ADP nao ocorreu produgao de peritécios, ndo
sendo por isto incluidos na analise estatistica.

4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

De acordo com a maioria dos micologistas, adotou-se a deno-
minacao especifica N. haematococca para a classificacao do es-
tadio perfeito do patogeno (2, 3, 9, 14, 15). A denom:nagao de
Hypomyces solani passou a Ser con51derada como sinonimia (2,
9, 15).
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QUADRO 4 - Produgdao de peritécios de WNectria haematocccca f.
sp. piperis em diferentes meios de cultura

Nimero médio de peritécios por

tubo
Meios
Log¥ AntilogX
GDA 4,67 a 290,00
BSA 5,63 ab 278,70
APeS 5,61 ab 273,20
ACPR 5,60 ab 270,40
AEFS 5,38 b 217,00
BDA 5,00 c 148,40
AEFPR 4,38 c 79,90
A 2502 d 7,50
AM 1,74 e 5,70
DMS a 5% - Tukey 0,25
* GDA - acido glutamico- -dextrose- -agar

BSA - batata-sacarose- agar

APeS - agar porgao de peciolo de soja

ACPR - agar-porgao de caule de pimenta-do-reino

AEFS - agar-extrato folha de soja

BDA - batata-dextrose- agar

AEFPR - agar-extrato de folha de pimenta-do-reino
A - agar 51mp1es
AM - agar-fuba de milho.

As caracterlstlcas morfologicas encontradas para W. haema=
tococca, patogénica a pimenta-do-reino, coincidem com a espé-
cie associada aos tecidos de vAarias outras plantas descritas
por BOOTH (2). Diferem ligeiramente daquelas descritas por
SNYDER e HANSEN (17, 18), quando propuserem novos conceitos de
classificagao para sistematica das espécies da secao Martiella
do género Fusarium e dos estadios perfeitos correspondentes.

Resultados de testes de patogen1c1dade permitiram propor a
denominagao de F. solant f. sp. piperis a nova "forma especia-
1is" (7). A classifica-3o das '"formae especiales' nao esta re-
gulamentada por nenhuma das regras internacionais da nomencla-
tura botanica (10).

De acordo com o que € Pproposto por MATUO e SNYDER (13),
estadio imperfeito F. solani f. sp. piperis possui caracterls-
ticas morfoldgicas do grupo A, o que nio e suficiente para
distingui-la de outras '"formae especiales' da espec1e A pato-
genicidade, de relativa espec1f1c1dade a uma especie de _planta
ou a grupo de espécies da mesma familia, constitui critério de
dlsrlngao mais seguro (19).

Ascosporos acarretaram infecgoes na planta hospedeira. Dos
tecidos infectados originaram-se esporos da fase imperfeita, e
em seguida frutificacoes t1p1cas do estadio ascogeno De ma-
neira semelhante, macroconidios deram origem a peritécios que
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produziram ascosporos em tecidos infectados de mudas em que
foram feitas aspersoes de esporos. Nao foram observadas dife-
rencas de_sintomas entre infecgcdo causada por macroconidios
e por ascosporos. Ao contrario _do que ocorre em N. haematococ-
ca isolada da ervilha, os ascosporos da forma patogenlca da
pimenta-do-reino necessitam de per1odo de tempo maior do que
os macroconidios para iniciarem a germinacio (9).

Os resultados dos ensaios comprovaram que frutlflcagoes de
um dos estadios do ciclo de vida do patogeno podem ser origi-
nadas por esporos formados no outro estadio, em meio de cultu-
ra ou no tecido infectado da planta.

Os ensaios de inoculagido em outras espécies de planta deram
resultados negativos, o que parece demonstrar que ao contrario
de V. haematococca (F. solani) f. sp. pisi, a forma patogénica
a _pimenta-do-reino parece ter especificidade estreita em rela-
¢ao a plantas hospedeiras.

Com base nestes resultados, & proposta a denominacao de
Nectria haematococca f. sp. piperis ao estadio sexual da "for-
ma especialis' patogénica a pimenta-do-reino. Nao foi proposta
nova variedade, como se adotou na classificacao de N. haemato-
cocea var. cucurbitae, atualmente a mais aceita (4, 12, 15),
em razao do fato de nao terem sido distinguidas caracteristi-
cas morfolégicas que permitissem diferenciar ~N. kaematococca
f. sp. piperis de outras "formae especiales” ja descritas em
outras espécies de plantas (13). Testes de inoculacdo com di-
ferentes isolamentos comprovaram que alguns podem infectar in-
distintamente o caule e as raizes. Porem, outros, obtidos do
sistema radicular, nao ocasionaram lesodes avangadas em tecidos
do caule tendendo para maturldade, parecendo ter poder infec-
tivo mais resti:to sobre as raizes mais tenras, em determina-
das condigoes ¢z ambiente. Entretanto, é provavel que, median-
te mutagoes e cruzamentos, originem os tipos capazes de infec-
tar os tecidos mais maduros e que atingiriam o caule, onde o-

correria formagao de esporc: garantindo a dlssemlnagao por
meio do vento.
Como acontece com outras '"formae especiales' da espécie, a

luz estimulou o desenvolvimento de peritécios em N. haemato-
cocca f. sp. piperis (4, 5). Porém, nos tubos com meios de
cultura batata-sacarose- agar e porcao de peciolo de soja-agar,

que permaneceram na auséncia de luz, nao houve desenvolvimento
de nenhum peritécio, o que difere dos resultados encontrados
para as formas isoladas da ervilha _por QURESHI e PAGE (15),
que verificaram a formacao de peritécios em meios de cultura
em tubos mantidos no escuro.

A temperatura de 249C foi a mais favoravel ao desenvolvi-
mento de peritécios de N. haematococca f. piperis. Para a
"forma especialis" patogenlca da abobora, esta temperatura foi
adequada (13, 15). O meio porcao de pec1olo de soja agar foi
escolhido para o teste de temperatura em razdo da facilidade
de contagem dos peritécios, facilmente distinguidos mneste
substrato.

HIX e BAKER (11), MATUO e SNYDER (15), QURESHI e PAGE (15)
citam os meios acido glutamico-dextrose-agar e batata-sacaro-
se-agar como adequados ao desenvolvimento de peritécios de W.
haematococeca var. cucurbitae. Em relagao a N. haematococca f.
sp. piperis, estes substratos tambeém foram altamente favora-
veis a formacao do estadio perfeito.
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Nao se verificou desenvolvimento de peritécios aos meios
agar-dextrose-peptona e agar-dextrose. Em agar-fuba de milho,
a quantidade de frutificacoes da fase sexual foi menor do que
em agar simples. Provavelmente o desequilibrio da relagao C/N
foi o principal fator que impediu ou reduziu o desenvolvimento
de peritécios, considerando os resultados obtidos por HIX e
BAKER (11), que comprovaram a 1mportanc1a das dosagens de car-
bono e nitrogénio na formagdo do estddio ascogeno de N. haema-
tococca var. cucurbitae.

Porcao de peciolo de soja-agar constituiu meio adequado.
Apresenta a vantagem de formar ascosporos facilmente distin-
guidos no substrato. A producdo de peritécios nao diferiu, es-
tatisticamente, da quantidade formada em acido-glutamico-dex-
trose-agar, que se destacou dos demais meios testados.

5. RESUMO

Foi comprovado que Nectria haematococca f. sp. piperis )
estadio perfeito de Fusarium solani f. sp. piperis, agente
causador da podridao das raizes e do secamento dos ramos da
pimenta-do-reino. O fungo possui per1tec1os irregularmente
globosos, vermelhos, isolados ou gregarios, que se desenvolvem
no tecido morto da planta hospedeira e em alguns meios de cul-
tura. Ascos cilindricos, ascosporos hialinos, monosseptados.
Macroconidios formados em conidioforos livres ou desenvolvidos
em esporodoquios, a maioria com 5 ou mais septos. Microconi-
dios unicelulares, hialinos. Clamidosporos intercalares ou
terminais, isolados ou em cadeias, com 1 ou 2 células, de pa-
rede espessa.

Em agua, depois de 3 horas, a germinagao dos macroconidios
atingiu 100%, ao passo que a dos ascosporos, apos 6 horas, al-
cangou apenas um indice de 10%.

Foram realizados testes de patogenicidade com isolamentos
monoascosporlcos monomacroconidiais e com um proveniente de
mistura de ascosporos. Os resultados de inoculagbes em .esta-
cas e folhas mantidas em laboratorio com os isolamentos APg,
ESyC e ESpD, avaliados pela medigao da area infectada, demons-
traram que o isolamento APg possuia maior poder patogenlco de
que os dois outros. O isolamento 21, obtido de peritécio de-
senvolvido em ramo infectado, foi capaz de infectar tanto os
ramos como o sistema radicular. O isolamento TB-1, proveniente
do sistema radicular, teve também capacidade de causar infec-
cao em partes do caule. Entretanto, ES;C e isolados do
sistema radicular, praticamente nao foram i %ectivos quando
inoculados em ramos. Em mudas plantadas aos pares quando uma
das plantas foi inoculada no caule e a infecgao evoluiu até
atingir o sistema radicular, a muda, ao lado, apresentou sin-
tomas da enfermidade. provavelmente em razao do contacto com
raizes infectadas. Nao se observou diferenca entre sintomas.
quando as infecgoes eram produzidas por ascosgoros ou por ma-
croconidios. InoculagGes com isolamento patogenlco a pimenta-
do-reino, em feijdo, batatinha ervilha, abobora e soja, deram
resultados negativos.

Os meios de cultura mais favoraveis a produgao de perite-
cios foram GDA (acido glutamlco dextrose- agar), BSA (batata-
sacarose-agar) e APeS (agar- -porcao de peciolo de soja). As
frutificagoes do estadio ascogeno desenvolveram-se somente em
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presenca de luz. A temperatura de 24°C foi a mais favoravel,
destacando-se das demais que foram testadas.

6. SUMMARY

Nectria haematococca f. sp. piperis was confirmed to be the
perfect stage of Fusarium solani f. sp. piperis, the causal
agent of root rot and blight in black pepper. This study
presents a description of the sexual reproductive structures
of the fungus, data on the effects of culture conditions on
development of perithecia, and results of tests of
pathogenicity of the fungus to plant species already known to
be attacked by F. solant.

The fungus has the following characteristics: perithecia
irregularly globose, red, isolated or gregarious, formed on
dead tissue in the host plant or on ‘some media; asci
cylindric; ascospores hyaline, monoseptated; macroconidia six-
celled or more, borne on conidiophores, free or on
sporodochia; microconidia 1 - celled, hyaline; clamidospores
intercalated or terminal, isolated or catenulated, 1 or 2-
celled, wall thick.

In water, the macroconidia gave 100% germination in three
hours. Only 10% of the ascospores germinated in six hours.

The best media for perithecium production were GDA
(glutamic acid-dextrose-agar), BSA (potato-sucrose-agar) and
APeS (pieces of soybean petioles in agar). Perithecia were
formed only under light, and the best temperature was 24°C.

Pathogenicity tests were made with isolates from the States

of Para and Espirito Santo. Cuttings and detached leaves were
inoculated under lab conditions. These 1isolates showed
differences in pathogenicity. One isolate obtained from an
infected branch and another from roots were able to attack
both branches and roots, which other isolates did not do. When
pairs of plants were potted, and one plant in each was
inoculated in the stem, the disease reached the roots and,
probably due to root contact, the other plant became infected.
No differences in symptoms were observed in plants inoculated
either with ascospores or macroconidia. Snap bean, potato,
pea, squash and soybean plants were inoculated with an isolate
pathogenic to black pepper and gave negative results.
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