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CONTROLE BIOLOGICO DA FUSARIOSE DA PIMENTA-DO-REINO’

Tadamitsu Endo?, Ruth Linda Benchimol Stein?, Elizabeth Ying Chu® e Fernando Carnegiro de Albuquerque’

RESUMO: Sdo apresentados resultados parciais obtidos em pesquisas sobre o controle
biolSgico da fusariose da pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) realizadas através de projeto do
Convénio Embrapa/JICA. A podridio do pé e o secamento dos ramos sdo doencas também
conhecidas como fusariose, mal-de-mariquita e, mais recentemente, como murcha de
Fusarium, devido aos sintomas finais mostrados na planta de pimenta-do-reina infectada por
Nectrla haemmatococca f.sp. plperis (anamorfo Fusarium solanl f.sp. piperis), a qual é
amplamente disseminada no Estado do Pard e em outras regifes da Amazdnia. Cerca de
1.000 isofados de diferentes espécies de microorganismos associados aos ramos e ralzes de
pimenteiras doentes foram isolados e testados através dg inoculagéo artificial em “seedlings”
cultivados em solos infestados. Até o momento ndo foi encontrado antagonista eficiente. No
entanto, observou-se que a pré-inoculagio com fungos micorrizicos arbusculares provocou a
redugdo na incidéncia de fusariose em “seedlings”. A busca por fontes de resisténcia &
fusariose em populagBes de plantas nativas do género Piper revelou que algumas espécies
de pimenta foram resistentes ao patégeno. £ enfatizado que o estabelecimento de medidas
de controle para o secamento dos ramos, visando desvendar o mecanismo de infeccdo
secunddria por ascosporos trazidos pelo ar é 80 importante quanto o controle bioldgico da
podridio-do-pé da pimenta-do-reino.

BIOLOGICAL CONTROL OF Fusarium disease ON BLACK PEPPER

ABSTRACT: An outline of the results obtained in Embrapa/JICA project conceming with the
biolagical control of Fusarium disease on black pepper (Piper nigrum L.) is presented, The
root rot and stem blight disease also known as Fusariose, Mal de Mariquita and more
recently Fusarium wilt due to the final symptoms showed by infected pepper plants is
caused by Nectria hamatococca f. sp. plperis (anamorph Fusarlum solani f. sp. plperis]

_which is wida-spread in the State of Paré and other states in the Amazon region, Brazil. Over
than 1,040 isolates of different microorganisms associated to branches and roots of infected
plants have been isolated and tested through artificial inoculation on black pepper seedfings
grown in infested soil. No effective antagonist has been identified, so far. However, it was
noticed that pre-inoculation with some mycorrhizal fungi brought about decreases in disease
incidence. The search for resistance source in the native population of Piper spp. revealed
that some species of wild pepper proved to be highly resistant to the pathogen. The authors
also emphasise that the establishment of control measures for stem blight aiming to clarify
the mechanism of secondary infection by air-borne ascospore is as important as the
bivlogical control of root rot of black pepper.

! Trabalho realizado com o apoio do Convénio Embrapa Amazénia Oriental/JICA.
2 perita da JICA. Escritério da JICA, Caixa Postal 48, CEP 66017-970, Belém, PA.
* Eng.-Agr., M.Sc., Embrapa Amazénia Oriental/JICA, Caixa Postal 48, CEP 66017-970, Belémn, FA.
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INTRODUCAO

A cultura da pimenta-do-reino se constitui em um dos principais produtos
agricolas do Estado do Fard. Porém, desde 1961, vem sendo atacada pelo fungo
Fusarium solani fsp. pipsris (Albuquerque, 1961), que vem causando o
apodrecimento das raizes e, a partir de 1965, o ressecamento do caule, proporcionando
perdas fatais. Devido ainda ndo se ter conhecimento de uma variedade resistente a esta
doenga e 0s métodos tradicionais fagrotéxicos) serem pouco eficientes, a pesquisa para
o controle biolégico tem se mostrado uma alternativa atraente. Este documento relata
as possibilidades do controle biolégico desta doenga.

Estdo sendo pesquisadas duas alternativas de controle bioldgico da fusariose
da pimenta-do-reino: uso de microorganismos benéficos, envolvendo antagbnicos,
indutores de resisténcia e fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), € a avaliacdo da
resisténcia & fusariose em espécies nativas do género Piper.

RESULTADOS
Controle biolégico usando microorganismos benéficos

Em viagens de coleta de material em pimentais afetados pela doenga no
Estado do Fara verificou-se que haviam plantas sobreviventes (Fig. 1). Esta ocorréncia
ndo significa, necessariamente, que essas plantas apresentassem resisténcia ou fossem
resuftado de uma mutagdo genética. Analisando 0s possiveis microorganismos
existentes no solo, bem como na prépria planta, foi realizado um levantamento em
busca daqueles uteis para o controle biolégico da fusariose. Para tal, foram realizados os
Seguintes experimentos:

Selecdo de microorganismos antagénicos

£sta pesquisa teve inicio em 1891. Do solo das plantagbes de Tomé-Acu e
Santa lzabel do Paré foram isolados 186 tipos de microorganismos em trés meios de
cuftura (BDA, Nutrient Broth e King 8 Medium). Os microorganismos isolados foram
submetidos a avaliagbes para verificar o efeito antagbnico ao Fusarium solani f.sp.
piperis. Como resultado, 16 isolados de bactérias (E-15, E-14, 1-7,D0-12...) se
mostraram eficazes no controle do patégenc em laboratdrio. O mais eficiente foi o E-15,
que, além de inibir o crescimento micehal do patégeno, mOSrrou também caracteristicas
que impediram a sua reprodugdo. Em expenmenros com mudas de plmenta -do-reino em
vasos observou-se, em pequena escala, a inibicdo da doenga Os dados da pesquisa
estdo nas Tabelas 1 e 2 e na Fig. 2. Porém, verificou-se que o E-15 6, na realidade,
isolado da bactéria Pseudomonas aeruginosa, patogénica aos seres humanos.
Portanto, ndo houve outra alternativa senfo encerrar 0s experimentos.
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FIG. 1. Planta sobrevivente de pimenta-do-reino, cv. Guajarina, em campo altamente
infestado por fusariose, Castanhal, PA.

TABELA 1. Testes de efeitos antagénicos dos isolados de microorganismos coletados
nas plantacdes de pimenta-do-reino, sobre Fusarium solanif.sp. piperis.

. Ndmero de
Local de coleta Tipo de amostra Ngmero o ttal i microorganismos
microorganismos e
isolados el

encontrados
Tomé-Acu Solo da rizosfera de Paffia glomerata 5 1
Tomé-Agu Solo da rizosfera de Betiba (Gramineae) 15 o}
Tomé-Agu Solo da rizosfera de pimenteira sobrevivente (20 anos/ 29 4
Tomé-Agu Solo da rizosfera de pimenteira sadia no campo 65 7
Tomé-Agu Solo da rizosfera de pimenteira sadia no campo 19 3
Tomé-Acu Solo da rizosfera altamente infestado 8 o
Santa lzabel do Pard Solo da rizosfera de pimenteira sadia no campo 0
Santa lzabel do Pard Solo da rizosfera desinfestado (livre de doenca) 21 0
Santa lzabel do Pard Solo da rizosfera de pimenteira sadia no campo 9 1#
Santa /zabel do Pard Solo da rizosfera altamente infestado 7 0
Total 186 16

# Actinomiceto.
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TABELA 2. Acgédo inibitdria de microorganismos antagénicos sobre o crescimento micelial
de Fusarium solanif. sp. piperis em diferentes meios de cultura.

BDA Nutrient Broth King B medium

- Zgza Crescimento  Taxa de i Crescimento  Taxa de Zr;na Crescimento  Taxa de

i T micelial  crescimento . . . micelial  crescimento . ., . micelial  crescimento

'",';’;‘j" (mm) (%) ”’,’f;’;‘i" (mm) (%) '",’:,’f;ﬁ" (mm) (%)
C-20 15.3 13,2 43 15,5 17,3 58 15,4 18,8 57
D-10 17,0 12,6 41 15,0 163 55 14,1 18,7 49
12 7.0 22,5 74 Z3 24,1 81 11,7 16,2 58
13 19,2 11,5 38 16,3 157 55 13,7 15,8 57
63 16,5 133 43 14,8 i7.0 57 14,4 16,4 59
E-14 17,4 9,6 31 16,0 15,4 52 15,6 14,4 52
15 21,2 98,8 32 22.8 8.7 33 7.4 6,0 22
1-7 9.2 22.5 74 6,6 23,9 80 8,0 23,1 83
S1-b6 17.3 13,4 i 12,7 19,1 64 14,2 14,7 53
Bac-1 as 8,0 26 10,3 17.3 58 10,3 12.2 44
Check - 30,6 100 - 29,8 100 - 27,8 100

Controle: média de trés repetigdes.

Esporulagao (%)

C-20 D13 SI-b6 D10 D63 D12 |7 E14 Bac1 E15 Test

Microrganismos antagodnicos

FIG. 2. Esporulagdo “in vitro” de Fusarium solani f.sp. piperis na presenca de
microorganismos antagonicos.
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Apds 1994 foram reiniciados 0s estudos na busca por microorganismos
antagénicos ao patdgeno. Foram coletadas amostras de solo de sete regides de
plantacles de pimenta-do-reino e isoladas 294 culturas de microorganismos. Da mesma
forma que na primeira etapa, os microorganismos foram avalfiados para verificacdo do
seu potencial antagénico. Foram selecionadas quatro culturas de bactérias (INT-8, UND-
12, MED-19 e ITO-8), as quais estdo sendo testadas em vasos, em casa de vegetacso.

No geral, microorganismos isolados “in vitro™ ndo surtem o0s efeitos
esperados quando Jlevados para experimentos em vasos ou no campo. Isso
provavelmente ocorre devido & dificuldade de fixagdo dos mesmos nas proximidades das
raizes da planta.

Em relagcdo a este problems, Arie (1987) e Kijima (18984) apresentaram
resuftados de pesquisas muito interessantes. A fusariose da cabaceira (lLagenaria
siceraria), causada por Fusarium solani f.sp. lagenaria foi contida pela bactéria
Pseudomonas gladioli, a qual foi fixada no solo pelo plantio, entre os pés de cabaceira,
da espécie de cebolinha Allium fistulosum. Este é um método revoluciondrio. No caso
da pimenta-do-reino, hé necessidade de se pesquisar métodos de fixagdo adequados
para cada microorganismo antagénico que for descoberto.

Selecdo de espécies ndo-patogénicas de Fusarium para a inducéo de resistén-
cia 8 fusariose

Ogawa & Komada (1984, 1986) e Ogawa (1988} conseguiram o controle
bioldégico de Fusarium oxysporun f.sp. batatas em batata-doce, através da indugso
de resisténcia. Tezuka & Makino (1988) conseguiram uma cepa de Fusarium
oxysporum f.sp. fragariare nio-patogénica, que quando inoculada em morangueiro
mostrou-se eficaz no controle da doenca. Resultados semelhantes estdo sendo
esperados em pimenta-do-reino, Para tal, inicialmente, foram visitadas plantacdes de
pimenteiras no Estado do Fard, para coleta de amostras e isolamento de cepas de
Fusarium ngo-patogénico. As amostras foram coletadas em 4dreas com foco de
fusariose e com plantas sobreviventes sadias (Fig. 1). Das raizes e do caule foram
coletadas amostras para isolamento de possiveis cepas ndo-patogénicas. Foram
efetuados experimentos com as cepas isoladas, em mudas, para comprovar sua
patogenicidade a pimenta-do-reino. As culturas isoladas foram colocadas em caldo de
batata +dextrose (200g, 20g - a 25 °C, por cinco a sete dias). Foram inoculadas no solo
junto ao caule de pimenta (variedade Guafarina) 30 ml da suspens&o de esporos.
Utilizaram-se mudas com trés a quatro folhas, em vaso de pldstico, em casa de
vegetagdo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 3 e na Fig.3. Das 25 dreas
onde foram coletadas as amostras, isolaram-se 568 cepas de Fusarium spp.. Destas,
93% ou 532 cepas foram classificadas como ndo-patogénicas a pimenta-do-reino e
merecem maior atencdo dos pesquisadores. Todas as cepas obtidas deste experimento
estdo sendo mantidas no Laboratdrio de Fitopatologia da Embrapa-CPATU. O potencial
de inducdo de resisténcia a fusariose atravéds do uso dessas cepas estd sendo avaliado.
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TABELA 3. Colecdo de culturas de Fusarium ndo-patogénico obtidas de pimentais no
Estado do Para, Brasil.

N° de isolados de

Municipio Local de amostragem Cultivar N de isolados de Fusarium ndo
Fusarium Gz
patogénico
Tomé-Agu Campo Experimental da Embrapa/INATAM Guajarina 18 # z
Plantagdo do Sr.T. Hayashi Guajarina 21 2
Plantagdo do Sr. T.lto Cingapura 20 19
Plantagdo do Sr. M. Konagano Cingapura 7 1z
Capitdo Pogco  Campo Experimental da Embrapa/CECP lagard 25 24
Plantagdo dao Sr. T. Ito Cingapura 22 22
Castanhal Plantagdo do Sr.K.Kamata Cingapura 25 24
Plantagdo do Sr. N. Yamase Cingapura 37 28
Belém Campo Experimental Embrapa/CPATU Guajarina 32 a1
Monte Alegre  Plantacdo do Sr. Y. Kishi Cingapura eF 25
Plantagdo do Sr. K. Kato Cingapura 1a 19
Plantagdo do Sr. Y. Otsuki Cingapura 21 18
Santarém Plantagad do Sr. T. Iwama Cingapura 19 19
Plantagdo do Sr.M. Okubo Cingapura 16 16
Capanema Plantagdo do Sr. K. Mineshita Cingapura 26 26
Ipixuna Plantagcdo do Sr. Okajima Cingapura 24 22
Paragominas Plantagad do Sr. Okajima Cingapura 39 39
Plantagdo do Sr. Mazin Cingapura 39 39
Plantacdo do Sr. Sérgio F. Oliveira Cingapura 36 35
Mocajuba Plantagdo do Sr. José Pimenta Cingapura 8 8
Plantacdao do Sr. Antonio Américo Cingapura L} 9
Plantagdo do Sr. Luiz O.S. Farias Cingapura 18 10
Altarmira Plantagdo do Sr. Ozawa Guajarina 23 23
Plantacdo do Sr. Francisco X. Costa Cingapura 20 20
Plantagdo do Sr. Alfredo Silva Cingapura 14 11
Total 569 532

# 100 pedacos de planta por amostra foram usados para teste de isolamento.

FIG. 3. Sintomas de fusariose em “seedings” de pimenta-do-reino apds teste
de patogenicidade de cepas de Fusarium. (A esquerda, plantas
inoculadas com cepa patogénica e a direita, plantas inoculadas com
cepa ndo-patogenica).
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Efeito da pré-infeccdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) no controle
da fusariose

Chu (1984) constatou que os FMAs causam aceleragdo acentuada no
desenvolvimento da pimenteira. Pesquisando os efeitos no aparecimento da fusariose
em plantas de pimenta-do-reino, foram constatados resultados interessantes. O
procedimento para a instalagdo do experimento encontra-se na Fig 4. Mudas de
pimenta, cultivar Guajarina, no estédio de uma folha, foram transferidas para vasos de
pléstico e colocadas em contato com o indculo de FMA. Foram testados quatro tipos de
FMA: Scutellospora sp., S. heterogama, S. gilmorei e €ntraphospora colombiana.
Apés 105 dias, quando as mudas jé estavam com quatro a cinco folhas, foram
transferidas para solos infectados com F. solanif.sp. piperis e mais uma vez colocadas
em contato com indculo das mesmas espécies de FMA. Observou-se a evolugdo da
doenca até aos 120 dias. Os resultados estdo na Fig. 5. Oitenta e cinco por cento das
mudas que ndo foram colocadas em contato com os FMAs desenvolveram a doenga. Ja
as plantas inoculadas com S. gilmore€i € colombiana, 5. heterogama e Scutellospora
sp. apresentaram indices de 5%, 10%, 15% e 30%, respectivamente, no
desenvolvimento da doenca. Logicamente, 0os FMAs se associaram muito bem com as
raizes das plantas de pimenta-do-reino.

/A ) .,'
N85 $0AS '.“‘ a2 \~r' A
caiie ';“Qyﬂ;_r.‘,,.gg‘gf,&gw‘
AR N L i

Solo fumigado

{noculado com FMA

Solo fumigado + indculo
de F. solanif. sp. piperis
(0,25% v/v)

Inoculacdo com FMA

Vaso de pldstico com capacidade para 4 kg

FIG. 4. Procedimento de inoculagdo com FMA e com F. solani f.sp. piperis
em mudas de pimenta-do-reino.
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100 o

INCIDENCIA DE FUSARIOSE(%)

Controle S sp. SH EC SG
TRATAMENTOS

FIG. 5. Efeito da inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares:
Scutellospora sp.(Ssp.), Scutellospora heterogama (SH),
Entraphospora colombiana (EC) e Scutellospora gilmorei
(SG), sobre a incidéncia da fusariose em pimenta-do-reino, cv.
Guajarina, quatro meses apds a inoculagdo com Fusarium
solanif. sp. piperis.

Dehne (1982) relatou que tanto a reducdo quanto o aumento de indices de
fusariose foram observados na presenca de FMAs. Caron et al. (1986), usando FMA
(Glomus intraradicus) obteve sucesso no controle da fusariose do tomateiro
(F. oxysporum f.sp. radicis-lycopersici). Kobayashi (1988, 1991) relatou que o uso de
FMA em conjunto com o carvdo produziu melhores efeitos. Jd Matsumura et al. (1995)
relataram que, com o contato prévio do FMA é possivel combater, em nivel de campo
experimental, a murcha de Verticillium da berinjela.

As chances de controlar biologicamente a fusariose com o uso de FMAs séo
murro boas. A viabilizacdo dessa técnica, em nivel de produtor, é o proximo passo das
pesquisas.

Avaliacdo da resisténcia a fusariose em espécies do género Piper

Albuquerque (1972) relatou experimentos com a espécie nativa de pimenta
longa (Piper colubrinum), em relacdo & ocorréncia das doengas causadas por
Phytophthora palmivora e Fusarium solani f.sp. piperis. Segundo Albuquerque &
Ferraz (1976) esta espécie de pimenta é muito resistente a ambos os patégenos e que
seria 0 porta-enxerto ideal para as cultivares de pimenta-do-reino comerciais, caso 0s
resultados fossem positivos.
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De 1994 a 1995, na busca de espécies nativas de pimenta longa, nos
arredores de Belém, foram encontradas 11 espécies, das quais trés ndo estao
identificadas. Realizaram-se testes para avaliar o grau de resisténcia dessas espécies
em solo infestado com 0,5% de solo-indculo de F. solani f.sp. piperis, cultivado em
farelo de trigo e solo (1:4 v/v). Nesses testes, as espécies nativas foram comparadas
com uma cultivar comercial, na qual 100% das mudas apresentaram sintomas de
fusariose. As espécies Piper aduncum Link, P. tuberculatum Jacq, P. arboreum Auble
e P. hispidum Sw. ndo desenvolveram a doenca (Fig.6). As outras espécies ainda estdo
em fase de teste.

Na Flora Brasiliensis de Martius, (Miquel 1840-1906) héa registros de 89
espécies do género Piper e Yuncker (1966) acrescentou mais 186 novas espécies do
mesmo género. Ndo foi feita uma pesquisa minuciosa na literatura, mas no Brasil
estima-se que haja mais de 225 espécies do género Piper. No herbdrio da Embrapa-
CPATU estdo catalogadas 114 espécies do género Piper, coletadas na regido
amazdnica.

FIG. 6. Teste de inoculacdo com Fusarium solani f.sp. piperis (104 dias apds a
inoculacdo) em plantas de pimenta nativa.

Metas para o futuro

Como foi dito anteriormente, a fusariose &€ dificil de ser controlada por
agrotoxicos e ainda ndo se tem uma espécie comercial de pimenta-do-reino resistente a
essa doenca. Por estes motivos, pesquisas como o melhor uso dos FMAs e das espécies
nativas para a enxertia, etc., serdo as metas de maior importancia e terdo continuidade.
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A fusariose, além de atacar as rafzes, provoca o secamento do caule gque se
inicia por via aérea. Portanto, pesquisas que visem a impedir a ocorréncia do secamento
do caule também sdo importantes. '

Albuquerque & Ferraz (1976} comprovaram a existéncia e a patogenicidade &
pimenta-do-reino de ascosporos, fase perfeita de F. solani f.sp. piperis. Hamada (1988}
verificou a importdncia da infec¢do secunddria por ascosporos. Duarte (1980, 71988)
relatou que o Benomyl e outros fungicidas sdo eficientes no controle da infeccéo
secund4aria.

CONCLUSOES

As coletas feitas nas plantacdes de pimenta-do-reino, em todo o Estado do
Parad, na busca de microorganismos Uteis para o controle biolégico da fusariose levaram
as seguintes conclusBes: além do apodrecimento das raizes, é acentuado a secamento
do caule; as plantas afetadas apresentam sinais frequentes do estadio perfeito do fungo
fascosporos). Foram estes os dois fatos observados. A compreensdo do mecanismo de
infeccdo secunddria por ascosporos, do conseqiente secamento e das formas de
combater tais efeitos serdo também alvos de pesquisa.

CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas que estdo sendo realizadas pela Embrapa-CPATU/JICA sobre o
controle bioldgico da fusariose da pimenta-do-reino constam deste trabalho. Os FMAs
tém se mostrado agentes de controle bioldgico promissores. O uso de espécies nativas
tle pimenta resistentes & fusariose também € uma nova forma de encarar o problema.

Com relagcdo ao solo ser§o necessdrias mais pesquisas para o melhor
controle biolégico da podriddo das ralzes. Na parte adrea da planta, o mecanismo de
infeccdo secundiria deve ser melhor entendido para que se encontre uma sSolugéo
adequada. :
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