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RESUMO

O género Fusarium ¢ um dos fungos fitopatogénicos mais importantes por causa murchas
vasculares e podriddo de raizes e colo e consequentemente ocasionar danos econdmicos
para varias culturas agricolas. O estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de
diferentes meios de cultura e regimes de luminosidade sobre o crescimento micelial e a
producdo de conidios de Fusarium oxysporum f. sp. niveum. Para isso, o patogeno foi
cultivado em diferentes meios de cultura sob distintos regimes de luz, visando identificar
as condigdes mais adequadas para o desenvolvimento do fungo em laboratorio. Foram
avaliados os meios batata-dextrose-agar (BDA), extrato de malte 4gar (MEA), aveia dgar
(AA) e cenoura agar (CA), com regime de luz de 12 claro /12 h escuro e 24 h no escuro.
Os resultados demonstraram que o meio cenoura agar apresentou maior eficiéncia tanto
no crescimento micelial quanto na produgdo de conidios in vitro, destacando-se em
relacdo aos demais meios avaliados. Além disso, os regimes de luminosidade
influenciaram o desenvolvimento do patdégeno, evidenciando a importancia das condi¢des
ambientais no crescimento e na esporulacdo do fungo. Dessa forma, o estudo contribui
para a padronizag¢ao de metodologias laboratoriais e para futuras pesquisas envolvendo o

manejo e a biologia de Fusarium oxysporum f. sp. niveum.
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Palavras-chaves: conidios, fotofase, murcha de Fusarium.

ABSTRACT

The genus Fusarium comprises some of the most important phytopathogenic fungi,
causing vascular wilts as well as root and crown rots, thereby resulting in economic losses
for various agricultural crops. This study aimed to evaluate the influence of different
culture media and light regimes on the mycelial growth and conidial production of
Fusarium oxysporum f. sp. niveum. To this end, the pathogen was cultured on various
media under different light regimes to identify the most suitable conditions for fungal
development in the laboratory. The media evaluated were potato dextrose agar (PDA),
malt extract agar (MEA), oatmeal agar (AA), and carrot agar (CA), tested under light
regimes of 12 h light/12 h dark and continuous darkness (24 h). The results demonstrated
that carrot agar was the most efficient medium for both mycelial growth and conidial
production in vitro, outperforming the other media tested. Furthermore, light regimes
influenced pathogen development, highlighting the importance of environmental
conditions for fungal growth and sporulation. Thus, this study contributes to the
standardization of laboratory methodologies and to future research regarding the

management and biology of Fusarium oxysporum f. sp. niveum.
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INTRODUCAO

Espécies de Fusarium sdo bem conhecidas por sua abundancia, diversidade e
estilo de vida cosmopolita. Sua distribui¢do global, capacidade de adaptacédo a diferentes
condi¢cdes climéticas e colonizacdo de um grande numero de hospedeiros da uma
demonstracdo da grande diversidade de espécies pertencentes a esse género fungico
(Maryani et al., 2019).

A murcha de Fusarium da melancia causada por Fusarium oxysporum f. sp.
niveum é uma doenca potencialmente importante para a cultura da melancia por provocar
a morte das plantas e pela longa sobrevivéncia do fungo no solo, mesmo na auséncia de
hospedeiro (Pavan; Rezende; Krause-Sakate, 2016).

A composigdo do meio de cultura influencia diretamente tanto a quantidade
quanto a qualidade do crescimento micelial e da esporulagéo dos fitopatdgenos (Dhingra
& Sinclair, 1995), sendo comumente utilizados meios como batata-dextrose-agar (BDA),
agar extrato de malte (MEA), agar V8 (V8), agar aveia (OA) e agar cenoura (CA) para o
cultivo e avaliacdo desses microrganismos (Benchimol et al., 2017; Oliveira & Bonaldo,
2022; Souza & Boava, 2018). Segundo Nozaki et al. (2004) afirmam que alguns meios
de cultura favorecem mais a esporulacdo dos fungos do que outros, pois apresentam
carboidratos complexos que ndo sdo ideais para o crescimento de hifas vegetativas, mas
estimulam a formac&o de conidios.

Além da composicdo do meio de cultura, fatores ambientais também exercem
influéncia sobre o desenvolvimento fangico. Assim, nem sempre as condigdes que
favorecem o crescimento micelial sdo as mesmas que promovem a esporulacao, visto que
a luz pode exercer efeito direto sobre o fungo, induzindo ou inibindo a formacdo de
estruturas reprodutivas (Nozaki et al., 2004). Nesse contexto, o crescimento micelial e a
esporulacdo séo influenciados pelo fotoperiodo, pois a luz atua na ativacdo de enzimas-
chave relacionadas a inducdo da producdo de esporos, sendo que a intensidade e a
qualidade luminosa necessarias para a formacdo dessas estruturas variam conforme a
espécie fungica (Mello et al., 2018).

O meio BDA destaca-se como um dos principais substratos utilizados no cultivo
de fungos fitopatogénicos, proporcionando elevado crescimento micelial e producéo de

conidios. Entretanto, a interacdo entre meio de cultura e luminosidade influencia
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significativamente o desenvolvimento flangico, sendo observadas variagdes no
crescimento e na esporulacdo conforme as condigdes de cultivo e a espécie avaliada (Silva
& Teixeira, 2012).

Adicionalmente, estudos recentes demonstram que diferentes meios de cultura
influenciam significativamente o crescimento micelial de fungos, sendo essas respostas
dependentes da espécie e das condi¢gdes de cultivo. Nesse contexto, fungos do género
Fusarium apresentam variagdes no desenvolvimento em meio sélido, reforcando a
necessidade de ajuste das condicGes de cultivo para a obtencdo de resultados mais
consistentes (Moura et al., 2020; Pimentel; Feitosa; Chiba, 1985).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia de
diferentes meios de cultura e fotoperiodo sobre o crescimento micelial e a producdo de

conidios de Fusarium oxysporum f. sp. niveum.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Fitopatologia (LAFIP) do
Instituto Federal campus Morrinhos (IF Goiano) no municipio de Morrinhos-GO. Foi
avaliado o crescimento de Fusarium oxysporum f. sp. niveum em cinco meios de cultura
com dois fotoperiodos como listado na tabela 1.

Foi utilizado o isolado LAFIP 015 de Fusarium oxysporum f. sp. niveum
(sinonimia: Fusarium foetens) obtido de plantas de melancia, apresentando sintomas de
murcha vascular, proveniente de areas de produg¢do na cidade de Uruana-GO. A
identificacao do isolado foi realizado a partir de identificagdo morfoldgico e cultural
baseado na chave de Ventura (2000) e identificacdo molecular baseado na regido TEF la
e RPB2. Pelo método indireto, transferiram-se disco com crescimento micelial do

patogeno para placas de Petri contendo meio de BDA e cloranfenicol.

Tabela 1 - Meios de cultura e seus componentes utilizados no presente estudo.

Meio de cultura Componente Quantidade

Extrato de batata(200g/500mL) 500 mL

Dextrose (= D-glicose) 20 g
BDA Agar 17-20 g
Agua destilada (q.s.p) 1000 mL

Extrato de malte 20 g

MEA Agar 20 g
Agua destilada (q.s.p) 100 mL
Suco V8 200 mL

V8 C§C03 39

Agar 20¢
Agua destilada (q.s.p) 1000 mL
Extrato de cenoura (20 g/ 400 mL) 400 mL

CA Agar 209
Agua destilada (q.s.p) 1000 mL

Aveia 60 g

AO Agar 129

Agua destilada (q.s.p) 1000 mL
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ZAUZA E. A. V.; ALFENAS, A. C.; MAFIA, R. G. Esterilizacdo, preparo de meios de cultura e fatores
associados ao cultivo de fitopatégenos. ALFENAS, A. C.; MAFIA, R. G. Métodos em Fitopatologia.
Editora UFV, Vicosa, 2007, 33-41 p.

Foram avaliados dois regimes de luz (fotoperiodos): 12 horas de luz/12 horas de
escuro e 24 horas de escuro, sendo que, neste Ultimo, as placas foram completamente
envolvidas com papel-aluminio.

Da cultura pura do isolado, foram retirados discos de 5 mm de diametro, os quais
foram depositados no centro de placas de Petri contendo os respectivos meios de cultura
testados. Em seguida, todas as placas foram incubadas em B.O.D. (Biochemical Oxygen
Demand) a 28 + 2 °C, sob os respectivos regimes de luminosidade.

A avaliacdo do crescimento micelial foi realizada por meio da medi¢do do
didmetro das colbnias apos sete dias da repicagem do isolado puro, em dois sentidos
diametralmente opostos, utilizando paquimetro digital e considerando a média de cinco
repeticdes.

Apos a avaliagdo do crescimento fungico, determinou-se o niUmero de conidios
mediante a adicdo de 10 mL de agua destilada em cada placa, seguida da remocao dos
esporos com auxilio de uma alga de Drigalski. A partir da suspenséo obtida, a esporulacao
foi quantificada por meio de trés leituras com auxilio da camara de Neubauer, com os
conidios sendo contados no quadrante A.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5 x 2 (5 meios de cultura x 2 regimes de luz) com cinco repeti¢oes, sendo
cada parcela representada por uma placa de Petri de 90 mm de diametro. Para a
comparacdo das médias, utilizou-se o teste de Scott Knott ao nivel de 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
SISVAR v. 4.0 (Ferreira, 2014).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento micelial de F. oxysporum f. sp. niveum foi observado em todos
0s meios de cultura sob os dois regimes de luminosidade avaliados (Figura 1). Entretanto,
de acordo com a analise de variancia (Tabela 2), verificou-se diferenca significativa tanto

entre 0os meios de cultura quanto entre os regimes de luminosidade.

Figura 1 — Caracterizagdo cultural de isolado de Fusarium oxysporum f.sp. niveum sob diferentes meios
de cultura e dois regimes de luz.

BDA 12h MEA 12h V8 12h AVEIA 12h CENOURA 12h

BDA 24h MEA 24h V8 24h AVEIA 24h CENOURA 24h

&
e

Além disso, constatou-se diferenca estatistica entre os meios em funcéo do

crescimento micelial nos diferentes regimes de luz, destacando-se o meio Cenoura-Agar

(CA), que apresentou desempenho superior em ambas as condic¢des de luminosidade.
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Tabela 2 — Crescimento micelial, em mm, de F. oyxsporum f.sp. niveum em diferentes meios de cultura sob
dois regimes de luminosidade: escuro continuo; fotoperiodo 12 h.

Crescimento Micelial
Tratamento

(mm)
T10 (CA 24h escuro) 68,32 A
T9 (CA 12/12h) 64,18 A
T5 (V8 12/12h) 59,99 B
T6 (V8 24h escuro) 59,04 B
T8 (AO 24h escuro) 50,97 C
T2 (BDA 24h escuro) 50,49 C
T7 (AO 12/12h) 49,76 C
T3 (MEA 12/12h) 41,35 D
T4 (MEA 24h escuro) 40,45 D
T1 (BDA 12/12h) 39,57 D

CV (%) 7,57

1 Médias de cinco repeticGes por tratamento. Médias seguidas das mesmas letras maitsculas (colunas), ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com Cruz; Prestes & Maciel (2009) a composicao e concentracao de
nutrientes no substrato, o requerimento nutricional e a variabilidade fisioldégica do
isolado, além das condi¢cdes ambientais, podem influenciar o crescimento micelial e a
producéo de conidios de fungos fitopatogénicos. De acordo com o presente estudo 0 meio
CA obteve a maior crescimento micelial e esporulacdo em fotofase de 12/12 h e escuro
continuo para o isolado de F. oxysporum f. sp. niveum.

Em contraste com os resultados obtidos do presente estudo, Choudhary et al.,
(2022) avaliando o crescimento micelial e a esporulacdo de Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici em diferentes meios de cultura, os autores concluiram que o meio batata-
dextrose agar (BDA) apresentou o melhor desempenho, promovendo o maior crescimento
micelial (88,04 mm).

Em relacdo a variavel producdo de conidios, observou-se diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos, evidenciando variabilidade na esporulacdo de F.
oxysporum f. sp. niveum em funcdo dos meios de cultura e dos regimes de luminosidade
avaliados (Tabela 3).

Verificou-se que o tratamento T9 apresentou a maior média de producdo de
conidios (142,45 x10* conidios / mL), diferindo estatisticamente dos demais tratamentos.

Em seguida, os tratamentos T10, T6 e T5 apresentaram valores intermediarios, enquanto
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0s menores valores foram observados nos tratamentos T7, T8 e T10, os quais ndo
diferiram entre si.

Algumas informagdes séo relatadas na literatura sobre o uso de meio de cultura
CA no crescimento e esporulacdo de fungos. Segundo resultados obtidos por Hernandez
etal., (2023) avaliando o crescimento micelial de Cladobotryum virescens em nove meios
de cultura, o meio CA obteve o didmetro da coldnia de aproximadamente 9 cm apos 10
dias e uma producéo de 27, 8x108 conidios/mL.

De modo geral, os resultados demonstram variacdo na producdo de conidios
entre os diferentes tratamentos avaliados, conforme evidenciado pelas diferengas
estatisticas indicadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 3 — Produgéo de conidios de F. oxysporum f. sp niveum em diferentes meios de cultura sobre dois
regimes de luminosidade: escuro continuo; fotoperiodo 12 h.

Esporulacéo

Tratamento Conidios x*/ml
T9 (CA 12/12h) 142,45 A
T10 (CA 24h escuro) 64,32 B
T6 (V8 24h escuro) 57,49 B
T5 (V8 12/12h) 49,12 C
T4 (MEA 24h escuro) 46,99 C
T3 (MEA 12/12h) 30,57 D
T2 (BDA 24h escuro) 23,89 D
T8 (AO 24h escuro) 8,48 E
T1 (BDA 12/12h) 544 E
T7 (AO 12/12h) 3,31E
CV (%) 16,36

1 Médias de trés repeti¢des por tratamento. Médias seguidas das mesmas letras mailsculas (colunas), ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Em um estudo realizado por Choi et al., (2017) com o objetivo de desenvolver
um meio de cultura a base de cenoura adequado para a producao de conidios de Venturia
nashicola obteve um meio com uma elevada producdo de conidios (4,5x10°
conidios/placas) apds 60 dias.

De acordo com Le (2021) o meio CA conseguiu realizar de forma seletiva o
isolamento de Berkelyomyces basicola em mudas de algodao.

Vale ressaltar que ndo foram encontrados na literatura cientifica estudos sobre
diferentes meios de cultura e regimes de luz no crescimento micelial e producdo de

conidios de F. oxysporum f. sp. niveum.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que o meio de cultura
cenoura-agar (CA) é o mais adequado para o cultivo de Fusarium oxysporum f. sp.
niveum, promovendo maior crescimento micelial independentemente do fotoperiodo.
Para a producdo de conidios, 0 meio CA associado ao fotoperiodo de 12 h luz/12 h escuro
proporcionou os melhores resultados, demonstrando a influéncia da luz sobre a

esporulacdo do patdgeno.
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