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RESUMO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) e o
Espirito Santo € o primeiro colocado entre os estados brasileiros, com uma producio de 37
mil toneladas do grdo. A fusariose, causada por Fusarium solani f. sp. piperis, é
considerada a principal doengca da pimenteira, caracterizada pela podriddo das raizes e
secamento dos ramos. O objetivo deste estudo foi avaliar a resisténcia de cultivares de
pimenta-do-reino (Kottanadan e Bragantina) ao estresse abidtico (déficit hidrico) e bidtico
(Fusarium solani f. sp. piperis), visando caracterizar o comportamento fisiologico das
plantas, a interacdo planta-patdégeno e avaliar a eficiéncia de produtos alternativos no
controle da fusariose. Trés experimentos foram realizados. Primeiro - avaliac¢do in vitro do
crescimento micelial de quatro isolados de F. solani f. sp. piperis, cultivados em diferentes
produtos, revelando que o silicio e quitosana induziram o crescimento flingico, enquanto
fosfito inibiu em 100%. Foi observado um efeito fungistitico e fungitoxico do
Carbendazim e os produtos ndo foram dose-dependentes para as condi¢des do estudo
(Capitulo 1). Segundo - realizado em casa de vegetagdo, este experimento comparou o
desempenho fisiologico das cultivares Kottanadan e Bragantina submetidas ao déficit
hidrico. Aos 12 dias de déficit hidrico, menores alteracdes fotoquimicas associadas a 90%
de sobrevivéncia conferem a cv. Kottanadan maior tolerancia ao déficit hidrico. A
fotoinibi¢cdo cronica observada para a cv. Bragantina sustenta esse resultado (Capitulo 2).
Terceiro - foi realizado em viveiro e objetivou avaliar os parametros epidemiolégicos
(Capitulo 3), biométricos (Capitulo 4) e fotossintéticos (Capitulo 5) das cultivares de
pimenta-do-reino inoculadas com F. solani f. sp. piperis bem como o efeito de produtos
alternativos de controle da doenca como silicio, fosfito e quitosana, aplicados
preventivamente e curativamente. Maior nivel de resisténcia a doenca foi observado para a
cv. Kottanadan, considerando maior periodo de incubacdo e as menores taxas de progresso,
indices de infeccdo, incidéncia e severidade da doenca. De modo geral, maiores valores
dos parametros biométricos observados para a cv. Kottanadan revelam que esta cultivar foi
menos afetada pela doenca quando comparada a cv. Bragantina. A correlacdo negativa
observada entre os parametros biométricos e a incidéncia e severidade da doenca
confirmam esses resultados. Independentemente da severidade da doenca, plantas
inoculadas com F. solani f. sp. piperis permaneceram fotossinteticamente ativas ap6s 180

dias. Entretanto, a cv. Kottanadan foi mais resistente ao Fusarium, considerando os



maiores valores do teor relativo de clorofila, dos parametros de fluorescéncia da clorofila a
e de trocas gasosas analisados. Em ambas as cultivares, apesar da similaridade observada
entre as épocas de aplica¢do dos produtos alternativos, plantas suplementadas com silicio,
fosfito e quitosana, apresentaram melhor comportamento comparativamente as plantas
infectadas e ndo suplementadas. Fosfito e Silicio sdo mais eficientes para a supressividade
da fusariose e indugdo de resisténcia, considerando a menor incidéncia e severidade da
doenca, invariabilidade da producdo de biomassa e da maioria dos parametros

fotossintéticos para a cv. Kottanadan.

Palavras-chave: Biometria * crescimento micelial  déficit hidrico * epidemiologia ¢

fluorescéncia da clorofila a ® pimenta-do-reino



ABSTRACT

Brazil is the third largest black pepper (Piper nigrum L.) producer of the world and the
Espirito Santo State is the first producer among the Brazilian states, with a production of
37 thousand tons of grain. Fusariosis, caused by Fusarium solani f. sp. piperis, is
considered the major diseases affecting black pepper, characterized by root rot and branch
drying. The objective of this study was to evaluate the resistance of black pepper cultivars
(Kottanadan and Bragantina) to abiotic (water deficit) and biotic (Fusarium solani f.
piperis) stress, in order to characterize the physiological behavior of the plants, the plant-
pathogen interaction and to evaluate the alternative products efficiency in controlling the
fusariosis. Three experiments were performed: first - In vitro evaluation of mycelial
growth of four isolates of F. solani f. sp. piperis, cultivated in different products, revealing
that silicon and chitosan induced fungal growth, while phosphite inhibited 100%. It was
observed a fungistatic and fungitoxic effect of the Carbendazim and the products were not
dose dependent for the study conditions (Chapter 1). Second - carried out in greenhouse
conditions, this experiment compared the physiological performance of two black pepper
cultivars (Kottanadan and Bragantina) submitted to water deficit. At 12 days of water
deficit, lower photochemical changes associated with 90% survival confer to Kottanadan
black pepper cultivar increased tolerance to water deficit. Chronic photoinhibition
observed in Bragantina cultivar sustains this result (Chapter 2). Third - carried out in plant
nursery conditions, this experiment aimed to evaluate the epidemiological (Chapter 3),
biometric (Chapter 4) and photosynthetic parameters (Chapter 5) of the pepper cultivars
inoculated with F. solani f. sp. piperis as well as the effect of alternative products for
controlling (silicon, phosphite and chitosan), applied preventively and curatively. Higher
level of disease resistance was observed for Kottanadan pepper cultivar, considering a
higher incubation period and lower rates of progression, infection index, and both
incidence and severity of disease. In general, higher values of biometric parameters
observed for Kottanadan show that this cultivar was less affected by the disease when
compared to Bragantina cultivar. The negative correlation between biometric parameters
and incidence and disease severity confirm these results. Independently of disease severity,
plants inoculated with F. solani f. sp. piperis remained photosynthetically active after 180
days. However, the Kottanadan black pepper cultivar was more resistant to Fusarium,

considering the higher values of the relative chlorophyll content, chlorophyll a



fluorescence and gas exchange parameters analyzed. In both pepper cultivars, in spite of
the similarity observed between application times of the alternative products, plants
supplemented with silicon, phosphite and chitosan showed better behavior compared to
infected and non-supplemented plants. Phosphite and Silicon are more efficient for both
suppressivity of fusariosis and resistance induction, considering the lower incidence and
disease severity, the invariability of the plant biomass production as well as the majority of

photosynthetic parameters for the Kottanadan black pepper cultivar.

Keywords: Biometry ¢ mycelial growth ¢ water deficit * epidemiology ¢ chlorophyll a

florescence * black pepper
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1. INTRODUCAO GERAL

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), originaria da India, é uma das especiarias
mais importantes e utilizadas no mundo. Desde o ano de 2000, é cultivada em escala
comercial em 26 paises, principalmente a Indonésia, Malasia, Brasil, Vietnda, China e
Tailandia (RAVINDRAN, 2000).

A pimenta-do-reino foi introduida no Brasil por colonos portugueses no século
XVII, ficando restrita aos estados do litoral brasileiro. Entretanto, o cultivo comercial
apenas se estabeleceu apds a introducdo da cultivar Cingapura por imigrantes japoneses,
em 1933 no municipio de Tomé-Acu - PA, onde teve inicio a produgdo comercial,
principalmente de pimenta preta e pimenta branca. Por volta de 1950, os japoneses € 0s
brasileiros introduziram o sistema de cultivo intensivo praticado na Malasia, tornando o
Brasil autossuficiente na producdo da cultura (DUARTE e ALBUQUERQUE, 2005).
Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtor mundial de pimenta-do-reino e o Espirito
Santo é o primeiro colocado entre os estados brasileiros, com uma produ¢do anual em
torno de 37 mil toneladas do grao (IBGE, 2017).

Apesar da importancia da pipericultura no cenario regional, nacional e
internacional, conhecimentos que garantam a producdo sustentivel e economica da cultura
ainda sdo escassos (SILVA et al. 2011). A fusariose, também conhecida como podridao do
pé e podridao das raizes, de ocorréncia restrita ao Brasil, é causada pelo fungo
hemibiotréfico Fusarium solani f. sp. piperis (TRINDADE e POLTRONIERI, 1997;
DUARTE et al., 2005). Como conseqiiéncia da infeccao fungica, em areas de ocorréncia
da doenca, o ciclo produtivo da cultura foi alterado de 12 para 5 a 6 anos (LEMOS et al.,
2011). Porém, a fusariose, doenca que inviabiliza o cultivo da pimenta nas lavouras
infestadas, ainda carece de estudo sobre cultivares resistentes, métodos alternativos de
controle e manejo integrado.

Por conseguinte, a fisiologia da pimenta-do-reino tem sido pouco estudada e,
portanto, pesquisas que investiguem as vias metabdlicas que conduzem ao cultivo e a
producdo de qualidade da cultura assumem grande importancia no cenario mundial. A
fisiologia do estresse também é outra 4rea de escasso conhecimento (RAVINDRAN,
2000). A identificacdo de parametros bioquimicos e/ou fisioldgicos ou indicadores de

resisténcia/tolerancia a diversos tipos de estresses bidticos e abidticos auxiliam na
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obtencdo de cultivares resistentes/tolerantes, visando alta produtividade (THANKARNANI
et al., 2003).

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a resisténcia de cultivares de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) ao
estresse abidtico (déficit hidrico) e bidtico (Fusarium solani f. sp. piperis), visando
caracterizacdo do comportamento fisioldgico das plantas, acompanhamento da interacao

planta-patégeno e eficiéncia de produtos alternativos no controle da fusariose.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Quantificar a eficiéncia dos produtos alternativos (silicio-Si, fosfito-Fos e quitosana-Qui)

no crescimento micelial do F. solani, em condig¢des in vitro;

- Comparar o desempenho fisiologico das cultivares de pimenta-do-reino Kottanadan-KOT

e Bragantina-BRA ao déficit hidrico;

- Quantificar a eficiéncia dos produtos alternativos (silicio-Si, fosfito-Fos e quitosana-Qui)
no controle da fusariose em plantas de pimenta-do-reino cultivadas em condi¢do de
Viveiro;

- Avaliar as alteracdes no desempenho fisiolégico (pigmentos fotossintéticos, fluorescéncia

da clorofila a, assimila¢do de carbono, trocas gasosas e biometria) em duas cultivares de

pimenta-do-reino, inoculados com F. solani;

- Comparar o efeito preventivo e curativo dos produtos alternativos utilizados para o

controle da fusariose.
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5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1. Espécie Botdnica

O género Piper pertence a classe das Eudicotiledoneas, ordem Piperales e familia
Piperacea (EMBRAPA, 2004). A posicao filogenética da familia Piperaceae esta entre um
conjunto diversificado de eudicotiledoneas denominado “paleoervas”. Sao plantas que se
assemelham a monocotiledoneas em certas caracteristicas vegetativas, como, por exemplo,
estipula adaxial e feixes vasculares dispersos (DONOGHUE e DOYLE, 1989; LOCONTE
e STEVENSON, 1991). Em Piperaceae, encontram-se células secretoras com O6leo
translicido, que ocorrem tanto nas folhas como nas demais partes aéreas de todos os
membros desta familia. Os elementos secretores sao também representados por canais ou
células de mucilagem nos tecidos das espécies de Piper (DASGUPTA e DATTA, 1980).

Esse género é mais diversificado nos tropicos americanos do que nos tropicos
asidticos (cerca de 700 vs. 300 espécies, respectivamente). Poucas espécies sao
encontradas nas ilhas do Pacifico Sul (cerca de 40 spp.) e na Africa (apenas duas espécies
nativas). Sdo abundantes em florestas de baixa e média altitude, raramente chegando a
2.500 m de altitude nos Andes tropicais. Os centros de diversificacdo de espécies de Piper
incluem o Sudeste Asiatico, o sul do México, os Andes, o Chocd, a Amazodnia e a Mata
Atlantica do Brasil (DYER e PALMER, 2004)

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), nativa das florestas imidas da Costa do
Malabar no sudoeste da India (NELSON e CANNON-EGER, 2011), é uma planta perene,
semi-lenhosa e trepadeira. O caule é formado por duas partes distintas: a haste central que
possui raizes adventicias, grampiformes, que se originam nos nds e aderem livremente no
suporte (ramo ortotrépico) e as hastes laterais sdo desprovidas de raizes aderentes com
gemas originando as flores e frutos (chamados ramos de frutificacio ou plagiotropicos). As
folhas sdo pecioladas e localizadas a altura dos nos existentes nos ramos. O sistema
radicular das plantas oriundas de propagacdo seminifera possui 3 a 6 raizes laterais
fasciculadas, localizadas, na maior parte, numa profundidade de até 30 cm, num raio de
aproximadamente 60 cm em torno da planta e uma raiz central, que ajuda a fixar a planta
no solo. A inflorescéncia € uma espiga que pode atingir 10 a 12 cm, composta de floretas
aperiantadas. A fecundagdo normalmente se da entre flores diferentes de uma mesma

espiga (geitonogamia). O fruto é uma drupa séssil, indeiscente, proveniente de um tnico
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ovulo. Quando maduro, o fruto possui de 4 a 6 mm de didmetro e a casca adquire
coloracdo avermelhada. A semente apresenta o endosperma esbranquicado (Figura 1). No
Para, a maturacdo ocorre no periodo de junho a setembro e no sul da Bahia e Espirito Santo
ha dois periodos de maturagc@o: de marco a abril e outubro a novembro. O intervalo entre
floragdo e maturacio € de seis meses (EMBRAPA, 2004).

A Piper nigrum é considerada como a unica especiaria cujos frutos podem ser
comercializados em 4 diferentes versdes de grdos: preta - grdos em sua maioria maduros,
debulhados das espigas e secos ao sol ou em secadoras; branca - graos debulhados, secos e
descascados; verde - graos debulhados ainda imaturos; e vermelha — graos amadurecidos e
debulhados), embora a sua forma mais comum de comercializacdo seja a preta
(EMBRAPA, 2004; PISSINATE, 2006).

Investigacdes fitoquimicas realizadas ao longo das dltimas décadas em pimenta-do-
reino revelaram uma ampla variedade de metabdlitos especiais presentes nesta espécie, 0s
quais se distribuem em diferentes classes de compostos: amidas/alcaldides, propenilfendis,
lignanas, neoliganana, terpenos, flavonas e miscelaneas de compostos, dos quais alguns

sdo encontrados apenas nesta espécie (PARMAR et al., 1997).

Figura 1: Pimenta-do-reino: ramo de floracdo; 1- parte total do cacho; 2- ovério, com estame; 3- estame; 4-
fruto jovem, ainda verde, secdo longitudinal; 5, 6- fruto maduro; 7 fruto sem casca; 8- fruto sem casca,
seccdo longitudinal. Criag@o: 31 de Dezembro de 1896. Fonte: dominio publico.
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3.2. Cultivares

A familia Piperaceae possui larga distribui¢cdo no mundo, apresentando cerca de 10
a 20 géneros com aproximadamente 2.515 espécies, que estdo disseminadas em todas as
regides tropicais (MACHADO, 2007). No Brasil, essa familia est4 representada por cinco
géneros: Piper, Peperomia, Potomorphe, Ottonia e Sarcorhachis (BARROSO et al., 2002;
SOUZA e LORENZI, 2005). O género Piper apresenta um numero préximo a 700
espécies, das quais mais de 170 ocorrem nos estados do Para, Espirito Santo, Bahia,
Maranhao, Ceara e Paraiba (YUNCKER, 1972; PARMAR, 1997; IBGE, 2013). A espécie
mais importante desse género € Piper nigrum L. (Pimenta-do-Reino), que vem sendo
estudada desde 1819 (SENGUPTA e RAY, 1987). E uma das mais valorizadas
condimentares do mundo, com grande valor econdmico, permitindo que a atividade
desenvolvida pelos pipericultores seja altamente rentavel (LIMA et al., 2010).

A espécie apresenta centenas de cultivares catalogadas na India (MATHEW et al.
2001). No Brasil, as sete cultivares recomendadas para o plantio sao (POLTRONIERI e
LEMOS, 2014):

1- Apra: folhas largas com 8,88 cm de largura e comprimento médio de 13,8 cm,
espigas longas com comprimento médio de 12 cm, contendo vérias fileiras de frutos
graidos (0,53 cm de diametro). Quando cultivada a pleno sol, a planta, no terceiro ano,
apresenta forma cilindrica, com ramos de crescimento contendo raizes adventicias bem
desenvolvidas que saem da regido dos nés. Os brotos jovens apresentam coloracdo violeta.
As inflorescéncias apresentam floretas 100% hermafroditas.

2- Bragantina: uma sele¢@o clonal do hibrido “Panniyur-1” (PRADEEP KUMAR
et al., 2003), denominacdo da cultivar original na India, apresenta plantas com folhas
largas, em forma de coracdo, espigas muito longas, com comprimento médio de 14 cm,
flores 100% hermafroditas que favorecem o enchimento das espigas, frutos gratidos e
coloracao verde-claro dos brotos novos dos ramos de crescimento.

3- Cingapura: conhecida como “Kutching” na India. Apés trés anos do plantio,
apresenta plantas com formato cilindrico, folhas pequenas e estreitas, espigas curtas,
comprimento médio de 7 cm, frutos de tamanho médio. Nos dois primeiros anos apresenta
bom desenvolvimento de ramos de crescimento que se caracterizam por apresentar
brotacdes de cor roxa.

4- Guajarina: selegao clonal da cultivar indiana “Arakulam Munda”. Juntamente

com as cultivares Bragantina e Cingapura, chegou ao Brasil em 1982. As plantas adultas
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apresentam formato cilindrico, folhas alongadas e de tamanho médio, espigas longas,
comprimento médio de 12 cm, com 90% de flores hermafroditas, bom enchimento de
frutos nas espigas, frutos esféricos e graiudos. Nos ramos ortotrdpicos apresenta broto de
coloracdo violeta.

5- lagard: Aos trés anos apos o plantio, as plantas bem formadas apresentam
formato cilindrico. As brotacdes dos ramos ortotropicos sdao de tonalidade violeta. As
folhas sdo estreitas, de tamanho médio. As flores sdo hermafroditas em sua maioria. As
espigas apresentam comprimento médio de 9 cm, repletos de frutos quando cultivada em
condi¢des ambientais favoraveis. Apresenta casca dos frutos espessa.

6- Kottanadan: plantas jovens, cultivadas a pleno sol, apresentam formato
cilindrico, ramos ortotrépicos vigorosos emitindo raizes de sustentacdo bem desenvolvidas.
Plantas adultas, apds sofrerem podas nos ramos ortotrépicos, demoram a lancar novas
brotagdes. As brotacdes apresentam tonalidade violeta. As folhas sdo largas, de tamanho
médio. As espigas apresentam comprimento médio de 13 cm, com boa formacdo de frutos
e enchimento de espiga. Os frutos apresentam-se em forma esférica de tamanho médio.

7- Kuthiiravally: folhas largas e compridas, espigas longas com comprimento
médio de 12 cm, com extremidade recurvada repleta de frutos graidos (0,49 mm de
didmetro). Em cultivo a pleno sol, a partir do terceiro ano, a planta apresenta arquitetura
em formato cilindrico, com ramos de crescimento contendo raizes adventicias bem
desenvolvidas saindo da regido dos nés. Os brotos dos ramos de crescimento sdo de
coloracgao violeta.

Duarte (2001) relata que a cultivar Guajarina € superior a Bragantina em relacio ao
estresse hidrico e a qualidade dos graos e que todas as cultivares brasileiras sao bissexuais
e exibem variabilidade quanto ao comprimento, tamanho, fixacdo, nimero de espigas ou

bagas, além dos caracteres morfologicos.

5.3. Importdncia econdémica, rendimento e produgdo

A pimenta-do-reino era um dos bens mais procurados pelos nobres europeus,
chegando a ser utilizada como moeda até mesmo no pagamento de impostos. Depois de
dominarem o seu cultivo, a pimenta-do-reino foi se tornando mais acessivel e se
difundindo, o que motivava muitos estudiosos da época a tentar descobrir o caminho das
Indias, culminando em grandes viagens que ultrapassavam fronteiras ocednicas

(ALUMIAR, 2013).
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A pimenta-do-reino chegou ao Brasil através dos colonos portugueses no século
XVII, ficando restrita aos estados do litoral brasileiro. Entretanto, o cultivo racional apenas
se estabeleceu apoés a introdugdo da cultivar Cingapura por imigrantes japoneses, em 1933
no municipio de Tomé-Acu - PA, onde teve inicio a produ¢do comercial, principalmente
de pimenta preta e pimenta branca. Por volta de 1950, os japoneses e os brasileiros
introduziram o sistema de cultivo intensivo praticado na Malasia, tornando o Brasil auto-
suficiente na producgdo desta cultura (DUARTE e ALBUQUERQUE, 2005).

Comparativamente ao Vietnd, Indonésia, India e Malasia, o Brasil oscila entre o
terceiro e quarto maior produtor mundial da especiaria. Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2017), a area cultivada no Brasil com pimenta-do-reino foi
de aproximadamente 21,5 mil hectares e a producao atingiu cerca de 48 mil toneladas em
2015. A estimativa da producao para 2017 € alcangar 71 mil toneladas. A area plantada, a
area colhida e o rendimento médio apresentam crescimento de 56,8%, 9,8% e 10,4%,
respectivamente (IBGE 2017).

O crescimento da producao de pimenta-do-reino no Pais alcanga 29,8% em relagao
ao ano anterior, havendo destaque também para a producdo no Espirito Santo, com avango
de 146,6%. O rendimento médio no estado deve crescer 80,9% e a area a ser colhida
36,3%. Os aumentos refletiram os dados do Espirito Santo, segundo maior produtor do
Pais, com participacao de 44,8% no total a ser produzido, tendo o Grupo de Coordenagao
de Estatisticas Agropecuarias (GCEA/ES) aumentado a area plantada da cultura no Estado
em 82,0%. Atualmente, o Estado do Espirito Santo possui, aproximadamente, 14 mil
hectares de area plantada de pimenta-do-reino, sendo 9.481 hectares em produgdo e o
restante em formagao. O rendimento médio das lavouras estd em torno de 4 mil kg/hectare.
A produgdo até o més de abril de 2017 foi de, aproximadamente, 36 mil toneladas de
pimenta-do-reino (IBGE, 2017). E o terceiro produto que mais gera divisas no agronegécio
capixaba (SEAG, 2013). Os plantios se concentram no Norte do Estado, tendo como
destaque o municipio de Sdo Mateus, com mais de 65% da area cultivada e da producdo.
De acordo com a Secretaria de Estado da Agricultura, Abastecimento, Aquicultura e Pesca
(SEAG, 2013), Sao Mateus produz, sozinho, quase 8% de toda producao brasileira. Todos
os outros municipios, a partir do segundo, estdo localizados no Pard, destacando-se
Igarapé-Acu, Tomé-Acu e Baido, entre outros.

O Brasil consome apenas 10% do total de pimenta-do-reino que produz, enquanto a

India consome cerca de 50% de sua produciao (BARBOSA, 1998). Assim, a maior parte da
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producdo brasileira é exportada principalmente para os Estados Unidos, México, Argentina

e Europa (IBGE, 2013).

5.4. Fusariose e sua importincia na pimenta-do-reino

Apesar da importancia da pipericultura no cendrio regional, nacional e
internacional, a atividade, frequentemente € relegada ao esquecimento. A falta de pesquisas
para melhoramento, manejo € combate as doencas revelam a falta de conhecimento
cientifico sobre a cultura. Assim, mesmo doencas tdo devastadoras como a Fusariose nao
sao totalmente estudadas, e as técnicas de prevencdo e combate a esta e outras doengas nao
sao eficientes (SILVA et al. 2011). Como consequéncia, o ciclo produtivo da cultura, que
durava, em média, 12 anos foi alterado, tornando-se mais curto, com uma média de cinco a
seis anos de sobrevivéncia em area de ocorréncia da doenca (LEMOS et al., 2011). A
severidade das doencas causadas por Fusarium spp. esta condicionada a fatores favoraveis
tais como temperatura, umidade, plantio em solos arenosos, presenca de nematoides,
ocorréncia de pH baixo e adubac¢do com baixo teor de potassio, além da falta de resisténcia
do hospedeiro (SANTOS, 2008).

O centro de origem da pimenta-do-reino é a India, onde ocorre maior dispersio e
variacdo genética dessa espécie. No entanto, o patdgeno causador da fusariose ndo ocorre
no Hemisfério Oriental (WAARD, 1980; WAARD e ZAUBIN, 1984), o que ndo propicia
pesquisas visando ao controle dessa doenca. Por sua vez, no Brasil, sua reproducdo
(propagacao clonal de base genética comum) originou cultivos homogéneos geneticamente
e, consequentemente, vulneraveis a acdo desse microrganismo (POLTRONIERI et al.,
1999).

A introducdo da planta no Brasil, ocorrida em 1933 no estado do Par4, bem como
sua exploracdo comercial, levou ao monocultivo da cultura, o que permitiu o surgimento
de varias doencas (ALBUQUERQUE e DUARTE, 1991). A podriddao-das-raizes,
conhecida como fusariose, € a principal doenca da pimenta-do-reino de ocorréncia restrita
ao Brasil (KIMATI et al., 1997; TRINDADE e POLTRONIERI, 1997; TREMACOLDI,
2010). A doencga é responsavel por dizimar lavouras inteiras. Detectada primeiramente no
Estado do Pard em 1957, somente em 1976, o agente etioldgico foi identificado como
Fusarium solani f.sp. piperis (ALBUQUERQUE e FERRAZ, 1976; ALBUQUERQUE e

DUARTE, 1991). A fusariose esti, atualmente, disseminada em todos os estados
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brasileiros produtores de pimenta-do-reino. Desde a constatacdo do patégeno no Par, mais

de 10 milhdes de pimenteiras morrem por ano (DUARTE et al., 2005).

5.5. Fusarium solani

O agente causal da fusariose é o Fusarium solani (Mart.) Appel & Wr. emend.
Snyd. & Hans. f. sp. piperis, Albuquerque (Telemorfo Nectria haematococca Berk. & Br.
f. sp. piperis Albuq.). Na forma teleomorfica (fase sexuada), o fungo produz peritécios
redondos ou piriformes, avermelhados, com superficie rugosa de consisténcia gelatinosa e
ascos contendo oito ascdsporos. Na fase anamorfica (fase assexuada), o fungo produz trés
tipos de esporos: macroconidios, microconidios e conidios intermediarios. A partir do
espessamento da parede celular das hifas e células de macroconidios, realiza-se a producio
de clamiddésporos (DUARTE et al., 2005). Os macroconidios sdo conidios hialinos e
septados, produzidos em esporoddquios, que sao as estruturas de frutificagcdo do fungo na
fase assexuada. Algumas espécies produzem, também, conidios em micélio aéreo,
denominados de microconidios. A producdo de macro e microconidios € varidvel, em
funcdo das condi¢des do ambiente. Fusarium spp. produz ainda os clamidésporos, que sdo
as estruturas de resisténcia deste fungo (HAWKSWORTH et al., 1995; WINDELS, 1992).
A fase teleomorfica do fungo é conhecida e pode ocorrer nos géneros Gibberella e Nectria
(WINDELS, 1992). Em meio de cultura BDA, o fungo forma col6nias de cor branca-
acinzentada, com éareas de cor verde-limao, que sdo os locais de maior concentracdo de
conidios. Os microconidios sdo cilindricos, asseptados ou unisseptados e produzidos em
fidlides laterais longas ou em conididforos em forma de cacho. Os macroconidios
apresentam de cinco a nove septos e formato fusiforme. Os clamiddsporos sdo globosos e
podem sobreviver no solo por varios anos (FISCHER et al., 2005) (ANEXO 1)

O complexo de espécies de Fusarium solani - FSSC é um importante componente
da microbiologia mundial. O grande nuimero de espécies pertencentes a este género
evidencia a diversidade de habitats nos quais elas podem sobreviver. Dentro de cada
espécie de Fusarium pode haver ainda uma subdivisdo ou formae speciales (EDEL et al.,
1997). O conceito formae speciales (SNYDER e HANSEN, 1953) é usado para reconhecer
isolados patogénicos que foram morfologicamente semelhantes a isolados saprofiticos da
mesma espécie, mas que diferenciam em sua habilidade para parasitar hospedeiros
especificos. ALBUQUERQUE e FERRAZ (1976) testaram a especificidade de isolados

patogénicos de F. solani a pimenta-do-reino (Piper nigrum), utilizando feijao (Phaseolus
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vulgaris), ervilha (Pisum sativum), abdbora (Cucurbita sp.) e batata (Solanum tuberosum)
e ndo obtiveram sintomas de podridao induzidos pela presenca do fungo. Os autores, assim
comprovaram a especificidade dos isolados patogénicos testados a P. nigrum, atribuindo-
lhes a denominagao formae specialis piperis.

Existem ainda espécies do FSSC que possuem uma variedade de enzimas, as quais
podem contribuir para a viruléncia ou patogenicidade junto a planta hospedeira. Elas
incluem as cutinases, as proteases e pectinases para atacar as barreiras da planta, a pisatina

demetilase, para detoxificar as fitoalexinas e enzimas biossintéticas como algumas toxinas

(GERHOLD et al. 1993; ZHANG et al., 2006).

5.6- Sintomatologia e Epidemiologia

A doenca pode iniciar a partir das raizes ou da parte aérea. Quando iniciada pelas
raizes, as folhas assumem coloracdo amarelada e tornam-se flacidas, ocorrendo a queda
prematura. Os internodios também amarelecem e caem e, a medida que a doencga evolui,
ocorre 0 secamento total da planta. O sistema radicular é reduzido e se torna necrotico.
Esta necrose pode evoluir até 30 cm acima do solo, a partir da base da planta (VENTURA
e COSTA, 2004; TREMACOLDI, 2010). Na fase de producao, a doenca promove a queda
dos frutos. No entanto, quando a doenga se inicia na parte aérea, esta € caracterizada pela
presenca de ramos amarelados em uma planta bem vigorosa. Examinando-se o ramo
plagiotrépico até o ponto de inser¢ao no ramo ortotrdpico, observa-se uma lesao escura na
regido do nd. Com a evolu¢do da doenca, é observado o secamento na parte superior e
inferior da planta (VENTURA e COSTA, 2004; SILVA et al., 2011) (ANEXO 2).

O efeito patogénico de F. solani é devido a secrecdo de uma ampla gama de
enzimas hidroliticas envolvidas na penetracdo e colonizacdo dos tecidos da planta
hospedeira durante a infeccio (WALTON, 1994). Segundo Annis e Goodwin (1997),
enzimas de degradacdo da parede celular podem provocar diferentes reacdes patogénicas
em cada interacdo planta-patégeno. Também foi proposto que a presenca de depolimerases
na parede celular microbiana pode ser tdo importante para a planta, atuando como sinais
ativadores de varios processos fisioldgicos, como a indugao de respostas de defesa vegetal,
como também para o préprio agente patogénico, quando agem como fatores de viruléncia
(WALTON, 1994).

Os fungos patogénicos incluem um grande e heterogéneo grupo de organismos que

ocupam importante posi¢do tanto na agricultura como nas populagdes naturais (BURDON
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& SILK, 1997). Além disso, exercem influéncia na evolucdo de seus hospedeiros,
adaptando-se, por sua vez, as mudangas do gen6tipo hospedeiro para aumentar as situagoes
de intima coevolugdo (PYROZINSKI & HAWKSWORTH, 1988).

Uma vez dentro do sistema radicular, os fungos sao inicialmente limitados a raiz ou
a base da planta e, em determinado momento, iniciam a disseminacdo para o sistema
vascular. A combinagdo do fungo crescendo no sistema vascular e os efeitos de toxinas nas
plantas variam consideravelmente. Tais efeitos fisiol6gicos podem incluir mudangas na
fixacdo de CO, e respiracdo, alteracdes na permeabilidade da membrana e até mesmo
degradacdo das membranas celulares e pigmentos, sintese de proteinas, alteracdo do
potencial hidrico e absor¢do de nutrientes e 4gua, causando a murcha e morte da planta
(SNOELJERS et al. 2000; WHEELER e RUSH, 2001).

Os patdégenos de incidéncia radicular, como os causadores da fusariose,
coevoluiram com as plantas por milhdes de anos e estdo altamente adaptados ao ambiente
subterraneo em associagdo com o hospedeiro (BRUEHL, 1987). Este fato, aliado a sua
sobrevivéncia por periodos muito longos no solo e a falta de cultivares comerciais com
resisténcia satisfatdria, torna o seu controle dificil. Além disso, devido a infeccdo inicial e
ao desenvolvimento subsequente das doencas ocorrerem, na maioria das vezes, abaixo do
nivel do solo, patdgenos radiculares sdo comparativamente inacessiveis a manipulacio
direta do homem e as doencas frequentemente nao sdo notadas até que atinjam estadios
bem avangados, quando as opcdes de controle tornam-se limitadas (WHEELER & RUSH,
2001).

Entretanto, o modo de penetracio de F. solani f. sp piperis ainda ndo estd
completamente definido. De acordo com Xing e Westphal (2006), provavelmente a
penetragdo ocorre de modo direto, ou seja, durante a germinagao de clamid6sporos ou de
macroconidios, que entram em contato com o sistema radicular das plantas como ocorre no
patossistema Fusarium X Glycine max (soja).

Essa interacdo entre planta e patégeno € de extremo interesse para a humanidade, ja
que grande parte da economia mundial baseia-se na utilizagdo de espécies vegetais, as
quais podem sofrer sérios danos em virtude do ataque de patégenos (BARBIERI e

CARVALHO, 2001).
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5.7. Controle da doenca

No caso da pimenta-do-reino, algumas medidas que previnem a entrada do
patégeno na area de plantio tém dado alguma contribui¢do reduzindo a disseminacdo da
doenca (SILVA et al., 2011). Dentre estas, o ndo reaproveitamento de tutores provenientes
de 4reas onde a doenga tenha ocorrido € uma prética indicada. Recomenda-se, também, que
areas com historico de ocorréncia da doenca ndo sejam utilizadas para um plantio antes de
5 a 8 anos apds o tultimo plantio (VENTURA e COSTA, 2004). O uso de cobertura morta
no periodo de menor precipitacio e o uso de adubagao organica também tem sido sugerido.
Recomenda-se, também, evitar o transito de maquinas agricolas provenientes de &reas
infectadas. Segundo Ventura e Costa (2004), a poda, seguida da eliminacao do material da
lavoura e da aplicacdo de fungicida constituem agdes de controle do patégeno em fase
inicial de infeccdo. Entretanto, estas medidas, de cardter preventivo, ndo eliminam em
definitivo a disseminacao do Fusarium.

Até o momento, ndo hi tratamento quimico eficaz contra o Fusarium, nem
tampouco cultivares de pimenta-do-reino comerciais resistentes a fusariose
(TREMACOLDI, 2010). Entretanto, métodos ou produtos alternativos tém sido
parcialmente testados visando o aproveitamento de suas atividades antibidticas (fungicidas
e fungistiticas) no controle de doencas de plantas. A busca por métodos/produtos
alternativos de manejo das doencas, em substituicdo aos métodos convencionais, vem
aumentando nos udltimos anos, em decorréncia dos efeitos nocivos que os defensivos
agricolas provocam ao meio ambiente e a saide humana. Assim, os estudos para controle
da fusariose com uso de métodos alternativos, sdo concernentes com as estratégias da

agricultura moderna e vao em dire¢do aos interesses econdomicos e ecoldgicos.

5.8. Estresse Abiotico e Biotico

De um modo geral, as plantas sofrem exposi¢ao continua a varios tipos de estresses,
bidticos e abidticos, em seu ambiente natural. Para sobreviver sob tais condigcdes, as
plantas apresentam mecanismos de percep¢ao aos sinais externos, permitindo uma resposta
as condi¢des ambientais (FUJITA et al., 2006).

Lambers et al. (2008), definem trés escalas temporais na resposta das plantas ao
estresse:

Resposta ao estresse: é o efeito imediato, em geral de carater prejudicial. Ela ocorre

em uma escala de segundos a dias.
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Aclimatagdo: é o ajustamento morfologico e fisiolégico realizado pela planta (como
individuo) para compensar um desempenho ruim, apds a exposicao ao estresse. Ela ocorre
em uma escala de dias a semanas.

Adaptacdo: € a resposta evolutiva que resulta de alteracdes genéticas nas
populacdes, levando a uma compensacido morfoldgica e fisiologica. Ocorre em uma escala
de tempo muito maior do que a da aclimatacdo (geralmente muitas geracoes).

O estresse hidrico é considerado um dos mais importantes fatores abidticos que
compromete a fotossintese, o crescimento e produtividade das plantas (BOYER, 1982;
LICHTENTHALER, 1998). Estudos recentes sobre a variagdo climitica indicam que as
temperaturas médias aumentardo entre 3-5°C nos proximos 50-100 anos, afetando
drasticamente os sistemas agricolas globais (IPCC, 2007). Simultaneamente, podem
ocorrer aumento da seca, inundacdo e ondas de calor (IPCC, 2008; MITTLER e
BLUMWALD, 2010). Uma mudanca na variabilidade das chuvas e da temperatura pode
afetar os rendimentos e a qualidade nutricional das culturas (PORTER e SEMENOV,
2005).

A planta responde ao estresse hidrico por meio de mecanismos adaptativos, que
permite ao sistema fotoquimico e bioquimico suportar tal estresse (YORDANOV et al.,
2000). A fotossintese € particularmente sensivel, seja por efeitos fotoquimicos, como a
deficiéncia do funcionamento do FSII ou degradagdo dos tilacdides, seja por problemas
bioquimicos como a desativacdo da rubisco ou de outras enzimas do ciclo de Calvin
(LIMA, 2002; DaMATTA, 2006). Com efeito, os danos desencadeados pelo déficit hidrico
podem ser superiores aos danos oriundos de todos os outros fatores bidticos e abidticos em
conjunto (LAMBERS et al., 2008). Tais danos estao relacionados a uma complexa rede de
mudancas morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares (PASSIOURA, 1997).

As alteragdes morfologicas incluem a redug¢do do tamanho da planta e da folha,
abscisdo foliar e reducdo da produtividade. Pode ser também mais complexa, como o
aumento do volume do sistema radicular e redu¢do da massa fresca e seca de diferentes
partes da planta (parte aérea, caule e raiz) (TORRECILLAS et al., 1996). As raizes atuam
como sensor do déficit de 4gua no solo, enviando sinais (dcido abscisico) a parte aérea,
detectado pelas células-guardas dos estdbmatos, mesmo antes de qualquer déficit hidrico ser
observado nas folhas (ZHANG e DAVIES, 1990; SALAH e TADIEU, 1997). Essas
alteracdes ocorrem, indiretamente, devido a uma série de mudangas fisioldgicas, como
reducdo do conteido de 4gua na folha (HETHERINGTON e WOODWARD, 2003;
HOSSEINI SALEKDEH et al. 2009), fechamento dos estdmatos (ROYER, 2001),
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deposicdo de cera na cuticula (KERSTIENS, 2006), redu¢do da fotossintese
(OUKARROUM et al., 2007) e producdo de solutos organicos que protegem as plantas de
estresses por meio de diferentes rotas metabdlicas (BOHNERT e JENSEN, 1996). No
entanto, a sensibilidade dos estdmatos ao déficit hidrico e a reducdo da area foliar sdo
mecanismos que limitam a produtividade, uma vez que reduzem a absor¢do de CO; e a
interceptacdo de luz, respectivamente. (LAWLOR e CORNIC, 2002; HENZELL et al.,
1975). O fechamento estomatico parcial ou total esta associado ao potencial hidrico foliar e
ao teor de dgua no solo e resulta em uma diminuicdo da taxa de transpiragao. A reducdo da
concentracdo intracelular de CO,, a qual reduz a taxa de assimilacdo de CO,, sdo
normalmente observadas no déficit hidrico causando um desequilibrio entre a atividade
fotoquimica do FSII e o requerimento de elétrons para a fotossintese (MEDRANO et al.,
2002; DeELL e TOIVONEN, 2003; HONG-BO, 2008).

No estresse bidtico, o ataque constante de fungos, bactérias e virus sobre as plantas
pode causar enormes perdas econdmicas na agricultura e também ter um impacto ecoldgico
na natureza. Em um nivel molecular, a resisténcia a doencas exige uma firme comunicacao
cruzada entre as diferentes vias de sinalizagdo das plantas. O reconhecimento, por
receptores do sistema imunoldgico da planta, de moléculas derivadas dos patdgenos,
provoca uma cascata de sinais onde algumas organelas exercem func¢des vitais para
determinar reacdes imunoldgicas adequadas contra uma variedade de agentes de estresse
bidtico (KANGASJARVI et al., 2012).

Patdgenos vasculares afetam os processos fisiologicos das plantas hospedeiras
(DALY, 1976). As relacdes hidricas de plantas doentes podem ser afetadas em funcdo de
disturbios no funcionamento de estdmatos, do aumento da resisténcia ao fluxo e/ou a
absor¢ao de agua pelas raizes, tornando as plantas hospedeiras mais sensiveis a deficiéncia
hidrica (SYVERTSEN et al., 1980). Além disso, a infec¢do por patégenos geralmente leva
ao desenvolvimento de areas cloréticas e necrdticas e a uma diminuicao na producdo de
fotoassimilados (SCHREIBER et al., 1986; SCHREIBER, 2004), nas trocas gasosas € na
fluorescéncia da clorofila @ (BERGER et al., 2007). Por outo lado, a planta em contato
com microrganismos patogénicos, ativa o fluxo de ions, fosforilacdo/desfosforilacdo de
proteinas e a producdo de moléculas sinalizadoras como acido salicilico, acido jasménico,
etileno e espécies reativas de oxigénio (EROS). Isso leva a regulagcdo da expressdo génica e
a inducao de respostas de defesa, como por exemplo, o fortalecimento da parede celular e o
acumulo de fitoalexinas e proteinas relacionadas a patogénese (DANGL e JONES, 2001;

GARCIA-BRUGGER et al., 2006).
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The black pepper (Piper nigrum L.) is one of the most popular peppers in the world. Nonetheless, there
are several limitations on cultivation, resulting in reduced production or a complete loss of the crop.
The major disease affecting this crop is fusarium root rot caused by Fusarium solani f. sp. piperis,
which is responsible for decimating whole crops in Brazil, with losses reaching millions of dollars per
year. So far, there is no effective control measure against this fungus and no cultivars resistant to it. In
this study, in vitro effects of different products on colony growth was evaluated. Carbendazim,
chitosan, silicon, and phosphate were tested against F.solani f. sp. piperis isolates CML-2466, CML-
2353, E-637, and E-596. Chitosan and silicon did not inhibit mycelial growth of any of the isolates, while
phosphite inhibited mycelial growth by 100%. Carbendazim was found to be fungitoxic for isolates
CML-2353 and E-596 and fungistatic for CML-2466 and E-637, inhibiting the mycelial growth of these
isolates by 60 and 80%, respectively. There were no dose effects of the products tested.

Key words: Fusarium solani, Black pepper, chitosan, silicon, phosphite, carbendazim

INTRODUCTION

Among the major factors limiting agricultural production
are infections with fungi, bacteria, \iruses, and
nematodes, insects, mites, and weeds (Kreyci and
Menten, 2013). It is estimated that, agricultural losses
due to pest attacks reach US $1.4 trillion, or almost 5% of
global gross domestic product (GDP) worldwide.

According to Nojosa et al. (2015), the losses for the
Brazilian agribusiness can be as high as $55 billion
annually due to diseases of crops, which is equivalent to
the awverage annual loss of 7.7% or 25 million tons of
agricultural  produce. According to the Food and
Agriculture Organization(FAO) of the United Nations (UN)
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pathogens are responsible for 13.3% of such damages.

The black pepper (Piper nigrum L.), which accounts for
~57,800 tons of national agricultural produce (IBGE,
2016), has been affected by root rot, also known as
fusariosis (Kimati et al., 1997). This severe disease can
cause a lot of damage to the crop, with an annual
reduction of 3% in the cultivated area and production. A
healthy pepper crop has a productive cycle potential of
12 years on average. This disease reduces the cycle by 5
to 6 years (Tremacoldi, 2014). The causal agent is
Fusarium solani (Mart.) Appel & Wr. emend. Snyd. &
Hans.f. sp. piperis, Albuquerque (Teleomorphs Nectria
haematococca Berk. & Br. f. sp. piperis Albug.). The
Fusarium species are widely distributed in the soil, and in
an adwerse environment, form a resistant structure called
chlamydospore, which can remain viable for more than
20 years (Pfenning and Lima, 2007). After infection, the
fungi settlesdown in the vascular system of the plant,
hindering the absorption of water and nutrients (Bedendo,
1995). Once inside the root system, the fungi are initially
limited to the root or the plant base and, at some point,
begin to spread to the vascular system. The damage is
due to colonization of xylem vessels by hyphae and
microconidia;  hypertrophy and hyperplasia of the
cambium, xylem, and phloem; destruction of xylem fibers
and amyloplasts in parenchymatous cells; and production
of gels by the plant (Ortiz et al., 2014). Eventually, the
combination of the fungal growth in the vascular system,
fungal toxins such as naphthoquinones and fusaric acid
(Rocha et al., 2016), and defense structures produced by
the plant hamper the absorption and transport of water,
causing wilt and death of the plant (Wheeler and Rush,
2001).

Strategies for F. solani sp. piperis control are limited
because there is still no information on resistant cultivars
and an effective fungicide does not exist (or is not
officially approved in Brazil). In vitro, studies are needed
to identify the products with the possible ability to control
the fungus. To this end, various compounds are being
tested. Benzimidazole fungicides are used extensively in
agriculture due to strong systemic activity against a great
number of fungal species (Reis et al., 2001).
Carbendazim, a systemic fungicide with a benzimidazole
chemical group, exerts both preventive and curative
action (Kus and Altanlar, 2003). Among the products with
great potential antifungal stand out chitosan, silicon and
phosphite. Such products hawe not been tested
effectively in black pepper as an alternative method of
controlling fusarium or were used on a small scale
without scientific evidence. Thus, various control methods
are used to minimize the sewerity of the disease.
Chitosan, a high-molecular-weight polysaccharide, has
many physicochemical and biological properties (El-
Ghaouth et al., 1994), e.g., antimicrobial activity against
some fungi (yeasts) and bacteria (Allan and Hadwiger,
1979; Roller and Couvill, 1999). Among mineral nutrients
used in pest management, silicon (Si) stands out as an
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element that reduces severity of major diseases in
seweral crops (Epstein, 1999). Silicon can act on the
constitution of the physical barrier to prevent penetration
of fungi and affects the signals between the host and the
pathogen, resulting in more rapid and extensive
activation of pre-and post-formed defense mechanisms in
the plant (Chérif et al., 1994; Epstein, 1999), e.g., by
increasing the synthesis of phenolic compounds and
peroxidase, polyphenoloxidase, chitinase, and -
glucosidase (Fauteux et al., 2005). Phosphites are
characterized by their effectiveness in controlling downy
mildew and various diseases caused by genus
Phytophthora (Ouimette and Coffey, 1989), exert
acropetal and basipetal systemic action and suppress
foliar and root diseases (Guest and Grant, 1991).
Furthermore, they hawe high stability in plants and may
remain active for substantial periods (Smillie et al., 1989).
Regarding the mechanism of action of phosphites, some
authors discuss direct action on the pathogen (Fenn and
Coffey, 1984; Fenn and Coffey, 1985; McGrath, 2004).
Others suggest that the mechanism is indirect, via
activation of plant defense mechanisms (Nemestothy and
Guest, 1990; Saindrenan et al., 1990) or a combination of
direct and indirect effects (Smillie et al., 1989; Jackson et
al., 2000).

The objective of the present study was to evaluate the
effects of alternative antifungal agents such as chitosan,
silicon, and phosphite as well as the known fungicide
carbendazim on mycelial growth of F. solani f. sp. piperis
in vitro.

MATERIALS AND METHODS
F. solani f. sp. piperisisolates

The isolates that we tested were CML-2466 and CML-2353
(Colecao Micologica de Lavras, Universidade Federal de Lavras -
Minas Gerais State) and E-637 and E-596 (Incaper— Instituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensao Rural -
Espirito Santo State). The isolates were maintained in Petri dishes
containing potato dextrose agar (PDA) in refrigerator at 4°C. Every
month, an agar disk (5mm) from a pure culture of F. solan iwas
placed in the center of a PDA plate containing the same medium.
The plates were incubated at 25°C in biochemical oxygen demand
(B.0.D.), with the photoperiod of 12 h.

Preparation of chitosan, silicon, phosphite, and carbendazim
concentrations

Chitosan was added to the PDA medium at concentrations of 0.5,
1.0, 1.5, 2.0%, 2.5, and 3.0%. Chitosan (Fagron®) w as extracted in
acetic acid and diluted in water to a concentration of 2% at pH 4.4.
This substance has high viscosity and was diluted with sterilized
distiled water to obtain the desired concentrations. The other
products added to the culture medium at the following
concentrations w ere: silicon (SiO) at 0.25, 0.50, 1.0, 1.5, 2.0, or 3.0
g L"; phosphite (Phosethyl Al) at 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, or 6.0 g L™;
and carbendazim (Carbomax 500®) at 0.83, 1.67, 2.50, 3.34, 4.16,
or 50 m L' As controls, we used Petri dishes containing PDA
medium supplemented with 2% of acetic acid for the treatment w ith
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Figure 1. Effect of chitosan (A), silicon (B), phosphite
(C) and carbendazim (D) on the mycelial growth of F.
solani isolates. Control 1: PDA medium supplemented
w ith 2% of acetic acid; Control 2: only PDA medium.
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chitosan (Control 1) and/or only the PDA medium (Control 2). After
solidification, a fungal mycelial disc 5mm in diameter, 15 days old,
was transferred to the center of each Petri dish (68-mm diameter).
This procedure was performed for each F.solani isolate. The plates
were sealed with parafim and maintained in B.O.D at 25°C, with a
photoperiod of 12 h.

Effect of different products on mycelial growth of F. solani
isolates

The mycelial growth of F. solani isolates was assessed daily by
measuring the diameter of the colonies in orthogonal directions by
means of a pachymeter, until the colonies in control treatments
reached the edge of the board. The percent grow th inhibition w as
calculated according to Guo et al. (2006), using the following
formula: antifungal index (%) = (1 — Da/Db) x 100, where Da was
the diameter of the zone of growth in the test plates, and Db was
the diameter of growth zone in the control plate.

Statistical analysis

The experiment was performed using randomized block design
(RBD) with 28 treatments and five repetitions for each isolate of F.
solani. Each repetition consisted of a Petri dish. Each experiment
was repeated three times. The significance of treatment effects on
radial growth among isolates was tested with analysis of variance
(ANOVA). Where significant F values were obtained, Tukey’s all
pairwise comparison test, which includes a correction for multiple
comparisons, was used to assess the significance of differences
betw een meansin the statistical software ASSISTAT 7.1 beta (Silva
and Azevedo, 2009).

RESULTS

The mycelial growth of F. solani was not inhibited by any
chitosan concentrations tested except for the test plate
PDA with added acetic acid. The presence of chitosan
favored the growth of the four fungal isolates: CML-2466
and E-637 reaching the edge of the plate after 9 days of
incubation, and CML-2353 and E-596 showed maximal
growth after 11 days (Figure 1A). The fungi were also
seeded on agar-agar with added chitosan (same
concentrations) or agar-agar only and all reached the
edge of the plate after 9 days of growth (data not shown).
Silicon, at the concentrations tested, did not inhibit fungal
growth (Figure 1B). For CML-2353, at concentrations of
0.25 and 0.5 gL’1, the inhibition rate was 25.28 and
22.07%, respectively. At other concentrations, the
inhibition rate was below 11%. The other strains grew
normally at all concentrations of silicon tested (Table 1B).
Phosphite proved to be effective in inhibiting the mycelial
growth of fungi under all our experimental conditions
(Figure 1C). None of the plates showed mycelial growth
at the tested doses of phosphite.

Carbendazim was 100% effective against two of the
four isolates tested. The mycelial growth of CML-2353
and E-596 were completely inhibited at the various
concentrations of carbendazim. Carbendazim exerted a
fungistatic effect on the isolates CML-2466 and E-637,
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Table 1. Colony diameter (C.D.) and percent growth inhibiton (P.L) of F. solani isolates in chitosan (A), silicon (B), phosphite (C) and

carbendazim (D).

A
thitsan CML 2466 CML 2353** E-637"" E-596**
% c.D. 1 c.D. P c.D. P.L c.D. P.L
(mm) s (mm) % (mm) ) (mm) %
Control 1 0° 100 0° 100 o° 100 o° 100
Control 2 60.95" 0 51.58" 0 63.16° 0 62.03° 0
0.5 68.00° -11.57 65.56° -27.10 68.00° -7.66 65.04° -4.86
1.0 68.00° -11.57 65.53° -27.05 68.00° -7.66 63.76° -2.79
1.5 68.00° -11.57 62.16° -20.51 68.00° -7.66 64.64° -4.21
20 68.00° -11.57 62.49° -21.15 68.00° -7.66 52.95° 14.63
2.5 68.00° -11.57 62.21° -20.61 67.85° -7.43 61.96° 0.12
3.0 68.00° -11.57 64.17° -24.41 68.00° -7.66 64.49° 430
V.C. (%) = 472 7.96 412 12.71
B
CML 2466 " CML 2353* E-637** E-596 "
silicon (gL™) C.D. P.lL C.D. Pl C.D. P CD. Pl
(mm) (% (mm) (% (mm) (» (mm) (%
Control 2 60.95° 0 51.58° 0 63.16% 0 62.03° 0
0.25 62.48° -2.51 38.54° 25.28 58.00° 8.17 64.63° -24.22
05 62.50° -2.54 40.20® 22.07 6457 224 63.43° -21.92
1.0 64.33° -5.54 46.15% 10.53 68.00° -7.66 64.90° -24.73
15 64.43° -5.72 47.82%® 7.29 68.00° -7.66 63.38° -21.81
2.0 67.78% -11.20 50.78% 1.56 68.00° -7.66 65.13% -25.18
3.0 68.007 -11.57 50.66" 1.78 68.007 -7.66 59.33% -14.03
V.C. (%) = 9.82 12.47 5.98 12.05
c
Phosphite CML 2466** CML 2353* E-637** E-596**
- c.D. P.L c.D. P.L c.D. cD. P.L
L P.L (%
L) (mm) ©a (mm) (%) (mm) 9 (mm) 9
Control 60.95° 0 51.58° 0 63.16° 0 62.03° 0
1.0 o° 100 o° 100 o° 100 o° 100
2.0 o° 100 o° 100 o° 100 o° 100
3.0 o° 100 o° 100 o° 100 o° 100
4.0 o° 100 o° 100 o° 100 o° 100
5.0 o° 100 o° 100 o° 100 o° 100
6.0 o° 100 o° 100 o° 100 o° 100
V.C. (%) = 34.0 13.35 28.70 10.34
D
—— CML 2466** CML 2353** E-637** E-596**
a c.D. P.L c.D. P.L c.D. P.L c.D. P.L
(mIL")
(mm) (% (mm) (% (mm) (% (mm) (%
Control 2 60.95° 0 51.58° 0 63.16° 0 62.03° 0
0.83 23.45° 61.52 o° 100 14.18° 77.55 o° 100
1.67 19.77° 67.57 o° 100 11.81° 81.30 o° 100
2.50 20.61° 66.19 o° 100 11.65° 81.55 o° 100
3.34 23.67° 61.16 o° 100 13.50° 78.63 o° 100
4.16 21.89° 64.09 o° 100 12.09° 80.86 o° 100
5.0 23.49° 61.46 o° 100 11.40° 81.96 o° 100
V.C. (%) = 16.56 13.35 14.73 10.34

Averages follow ed by the same letter are not statistically different among themselves, by Tukey test. V.C. = Variation coeficient;
significant at 1% probability (p < 0.01); * significant at 5% probability (0.01 = < p < 0.05); ™ not significant (p > = 0.05).



1996 Afr. J. Microbiol. Res.

and the effect was not dosedependent. The inhibition of
growth of these isolates was 60 and 80%, respectively
(Figure 1D, Table 1D).

DISCUSSION

The absence of inhibition of mycelial growth by chitosan
suggested that the F .solani f. sp. piperis isolates can use
this substance as anadditional carbon source. This is
possibly because chitosan is a polysaccharide, and
probably, the fungus uses it as a source of nutrients for
its growth. Nascimento et al. (2007), studying fungi
causing grapevine trunk diseases, found that chitosan
inhibited the growth of all fungi tested except Neonectria
liriodendri, which grew at all the concentrations analyzed.
According to Banos et al. (2004) and Bhaskara-Reddy et
al. (1998), mycelial growth and sporulation of Penicillium
digitatum and Alternaria alternata, respectively, were
stimulated by the presence of chitosan. These authors
believed that such behavior may be a response to stress
caused by the chitosan. Seweral studies have shown that
the biological activity of chitosan is significantly
dependent upon its molecular weight, acetylation degree
(Alfredsen et al., 2004; Wu et al., 2004; Torr et al., 2005),
pH of the medium (Devieghere et al.,, 2004), and the
microorganism membrane characteristics (Qi et al.,
2004). In general, the lower the molecular weight and
degree of acetylation of chitosan, the greater the efficacy
atreducing the  growth and  multiplication  of
microorganisms (Goy et al., 2009). The other possibility is
the unusual pH of the culture medium, which remained
acidic (about 4.0). The ability of fungi to grow in wider pH
ranges is associated with the presence of pH-regulatory
systems. These regulatory systems are mediated by
differential production of extracellular enzymes and
metabolites as a function of pH of the medium (Denison,
2000). It is likely that this pH adjustment mechanism also
exists in F. solani. This phenomenon may be associated
with fungal survivability for long periods in the soil, even
under adverse conditions. In control plates where we
added acetic acid, there was no growth for any of the
isolates tested. Sholberg et al. (2000) reported that the
inhibitory effect of acetic acid on microorganisms is due
to the reduction in pH as well as the ability of the coupled
molecules of acetic acid to pass easily through the
membrane of conidia, exerting its toxic effect by reducing
the cellular protoplasm.This mechanism may explain the
inhibition of mycelial growth of F. solani in control plates
containing only PDA with added acetic acid. Chitosan’s
effects on growth of microorganisms are well known, but
the mechanisms underlying its antifungal action have not
been fully elucidated. The response to this possible
antifungal agent may vary depending on the pathogen
(El-Ghaouth et al. 1992).

Our results suggest that silicon does not have direct
action on the F. solani isolates tested because it induced
mycelial growth at all concentrations. Silicon probably
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acts as a resistance inducer in the plant. Similar results
were reported by Carré-Missio et al. (2010), who studied
the effect of silicon on Pestalotia leaf spotin cultivated
strawberry. In vitro results showed that silicon at the dose
of 8 g Ldoes not inhibit mycelial growth ofPestalotia
longisetula. In another study, the growth of Fusarium spp.
and Verticillium spp. were enhanced at silicon
concentrations of 5 and 10 ml L, respectively (Kaiser et

al. 2005). Generally, silicates do not act directly on
microorganisms that cause diseases in plants, but have
alternative mechanisms of action, which in some cases—
because of their beneficial effect on the plant—may
reduce abiotic and biotic types of stress (Zambolim et al.
2012). In the literature, there are reports of reduced and
increased intensity of diseases in plants after treatment
with silicon (Zambolim and Ventura, 1996). Silicon can
act locally by inducing defensive reactions in cells and
can also contribute to systemic resistance by increasing
the production of stress hormones. Nonetheless, the
exact mechanism by which silicon modulates signaling in
plants remains unclear. Evidence suggests that silicon
can act as an enhancer of plant defense responses or as
a strategic signaling proteins. Silicon can therefore
interact with several key components of the plant stress
response-related signaling pathways, leading to effective
resistance to pathogenic fungi.

In agreement with the results of our study, Araujo et al.
(2008), while studying Colletotrichum gloeosporioides,
showed that potassium phosphite (Fitofés K®) has a
direct effect on this fungus, almost completely inhibiting
the mycelial growth in vitro. Potassium phosphite was
tested against Penicillium expansum, which causes
postharvest blue mold infections on apple fruits; this
compound completely inhibited the mycelial growth (Amiri
and Bompeix, 2011). In a study made by Lobato et al.
(2010), phosphate exerted a fungicidal effect on
pathogens of potatoes: F. solani, Rhizoctonia solani, and
Streptomyces scabies. According to Guest and Grant
(1991), phosphites inhibit the growth of pathogens in
plants via a complex mechanism of action. The first stage
is a direct fungistatic effect, which is dependent on the
concentration of phosphite that accumulates in the
fungus. This, in turn, is influenced by the concentration of
phosphate, and the effectiveness of the phosphite
oxidation system. The second step is a change in the
metabolism of the pathogen, such that a faster and more
effective defensive response by the plant can develop.
These alterations imply a reduction in the amount of
suppressor molecules on the pathogen’s surface or an
increase in the number of receptors exposed to agonists
in host cells, or both, suggesting that phosphites may
have multiple modes of action. As for the direct action on
the pathogen, it is known that phosphorous acid and its
derivatives act by inhibiting the process of oxidative
phosphorylation in Oomycetes (McGrath, 2004). In
general, the effects of phosphites on the phytopathogens
are mediated by the formation of membrane pores due to



damage to the plasma membrane and cell wall of the
hyphae, probably because of transcription changes in
genes that encode proteins inwlved in the biosynthesis
of their components and other parts of the overall cellular
metabolism. These changes  compromise  the
morphology, physiology, and sporulation of the fungus,
interfering with the parasitism (Smillie et al., 1989; King et
al., 2010). The indirect action of phosphate inwolves
activation of plant defense mechanisms such as
stimulation of the production of phytoalexins (Guest and
Grant, 1991; Daniel and Guest, 2006) or lignification and
production of phenols (Nojosa et al., 2005).

The biological activity of benzimidazoles (such as
carbendazim) is mediated by interference with the
formation and functioning of microtubules in eukaryotic
cells. The affinity of benzimidazole for tubulin is the main
factor determining its fungicidal activity. The stronger the
binding affinity of the compound for tubulin, the more
sensitive is the organism to the fungicide. Also,
resistance to carbendazim is described as a change in
theOO-tubulin protein, which reduces the binding of the
fungicide to this protein (Osmani and Oakley, 1991). In
our study, carbendazim showed different effects when
administered to the fungus. In two F. solani isolates,
CML-2466 and E-637, this compound had a fungistatic
effect at all the doses analyzed, whereas for CML-2353
and E-596 isolates, this compound showed a fungitoxic
effect. According to Sultana and Ghaffar (2013),
carbendazim completely inhibits colony growth of F.
oxysporum. When tested on mycelial growth of
Rhizoctonia solani, carbendazim reduced it by 86% in
vitro (Schurt et al., 2013). In addition to in vitro results,
chitosan (El-Ghaouth et al., 1994), silicon (Epstein, 1999)
and phosphites (Ouimette and Coffey, 1989) due to
resistance induction characteristics are being field tested
by us in Black pepper plants, to evaluate the behavior of
such plants inoculated with F. solani.

In summary, chitosan and silicon did not inhibit the
growth of F. solani and instead promoted the growth of
most isolates. Carbendazim exerted growth control in
50% of the isolates and in the other 50%, had a
fungistatic  effect, and these effects were not
dosedependent. Among the products tested for possible
inhibition of the mycelial growth of F. solanif. sp. piperis
in vitro, the action of phosphite stands out: 100%
inhibition in isolates CML-2466, CML-2353, E-637, and
E-596.
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RESUMO

Estresses ambientais provocam constantemente prejuizos na producdo vegetal. Estudos
atuais sobre a variac¢do climética indicam aumento da temperatura média entre 3-5 °C nos
proximos 50-100 anos, com aumento da seca, o que afetard drasticamente os sistemas
agricolas globais. O déficit hidrico € considerado um dos mais importantes fatores
abidticos que limita a fotossintese, o crescimento e produtividade das plantas. O objetivo
desse estudo foi avaliar a resposta de parametros fisiolégicos e biométricos de duas
cultivares de pimenta-do-reino (Kottanadan e Bragantina) submetidas ao déficit hidrico. O
experimento foi realizado em condicdes de casa de vegetacao, seguindo um delineamento
em blocos casualizados (DBC), em esquema fatorial 2x6 [cultivar (cv.): Kottanadan e
Bragantina e dias de déficit hidrico (DDH): 2, 4, 6, 8, 10 e 12], com 3 repeti¢des. Os
parametros avaliados foram: conteido relativo de agua (CRA), pigmentos fotossintéticos,
parametros biométricos e fluorescéncia da clorofila a. Para a cv. Bragantina foram
observadas reducdes nos valores de CRA, na concentracdo de pigmentos fotossintéticos e
alteracdes nos parametros do teste-JIP. Além disso, aumentos na producido quantica basal
dos processos nao fotoquimicos no FSII (Fy/Fm) e diminui¢cdes na eficiéncia maxima do
processo fotoquimico no FSII (FVv/Fp), no indice de desempenho para a conservacdo de
energia para reducdo dos aceptores finais do FSI (Plre,), no rendimento quantico
fotoquimico maximo ou eficiéncia fotoquimica mixima do FSII (¢Py), na probabilidade
com que um elétron é captado do intersistema e transferido par a reducao dos aceptores
finais no lado aceptor do FSI (6Ry), no rendimento quantico do transporte de elétrons da
Qa para o FSI (pRy), no rendimento quantico para o transporte de elétrons no FSII (¢Ey) e
na eficiéncia com que um elétron pode mover-se para a cadeia transportadora de elétrons
(yEp) também foram observados para essa mesma cultivar quando comparada a
Kottanadan. Decréscimos nos valores de massa de matéria seca da parte aérea e raiz,
nimero de folhas e volume de raiz foram observados para as cultivares Bragantina e
Kottanadan, aos 10 e 12 DDH, respectivamente. Entretanto, a porcentagem de
sobrevivéncia das plantas, ao final do experimento foi aproximadamente 90% e 10% para
Kottanadan e Bragantina, respectivamente. As cvs. de pimenta-do-reino avaliadas sdo
diferentes em resposta ao déficit hidrico. A cv. Kottanadan € tolerante ao déficit hidrico,

mantendo a atividade fotoquimica até 12 DDH.
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ABSTRACT

Environmental stresses constantly cause losses in plant production. Current studies on
climate change indicate increases of average temperatures between 3-5 °C in the next 50-
100 years, with increases of drought, which will drastically affect global agricultural
systems. The water deficit is one of the most important abiotic factors limiting
photosynthesis, growth and plant production. The objective of this study was to evaluate
the response of physiological and biometric parameters of two black pepper cultivars
(Kottanadan and Bragantina) submitted to water deficit. The experiment was performed
under greenhouse conditions following a randomized block design, in a factorial scheme
2x6 [black pepper cultivars (cv.): Kottanadan and Bragantina and six days after water
deprivation-DAWD: 2, 4, 6, 8, 10 and 12 days] with 3 replicates. The parameters evaluate
were: relative water content (RWC), photosynthetic pigments, biometric parameters and
chlorophyll a fluorescence. To Bragantina, reductions of the RWC, photosynthetic
pigments and alterations of JIP-test parameters were observed with the water deficit.
Furtermore, increases in basal quantum yield of the process non-photochemical in PSII
(Fo/Fm) and reductions of maximum efficiency of the photochemical process in PSII
(Fv/Fp), overall performance index (Plrom), maximum quantum yield of primary
photochemistry or maximal efficiency of photosystem II (¢Py), Efficiency/probability with
which an electron from the intersystem electron carriers moves to reduce end electron
acceptors at the PSI acceptor side (0Rp), quantum yield of reduction of end electron
acceptors at the PSI acceptor side (pRy), quantum yield of electron transport (¢pEy) and
Efficiency/probability for electron transport (ET), i.e. efficiency/probability that an
electron moves further than Qs (YEo) were observed for this black pepper cultivar when
compared to Kottanadan. Decreases of dry matter mass of aerial part and root values, leaf
number and root volume were observed to the Bragantina and Kottanadan at 10 and 12
DAWD, respectively. However, the plant survival percentage at the end of experiment was
about 90 and 10% in Bragantina and Kottanadan, respectively. The black pepper cultivars
evaluated are different in response to water deficit. The cv. Kottanadan is tolerant to the

water deficit, maintaining the photochemical activity until 12 DAWS.

Keywords: Bragantina ¢ chlorophyll a fluorescence ¢ JIP-test ¢ Kottanadan e

resistance/tolerance ® water stress ®
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1. INTRODUCAO

Dentre os fatores que afetam o crescimento, o desenvolvimento e a produtividade
dos vegetais, pode-se destacar o déficit hidrico (DH) como um dos mais impactantes
(LIMA et al., 2012). As respostas ao déficit hidrico dependem da espécie, da duragdo do
estresse, do gendtipo da planta, da fase de desenvolvimento e dos fatores ambientais
(BRAY, 1993). Nesse contexto, as plantas podem exibir tolerancia, resisténcia ou
suscetibilidade (quando reduz o crescimento, podendo chegar a morte, dependendo da
magnitude do estresse) (CAMBRAIA, 2005). Cerca de 97% da 4gua absorvida pelas
plantas € perdida para a atmosfera pela transpira¢do. Aproximadamente 2% ¢é usado para
aumento de volume ou expansdo celular e 1% para processos metabdlicos como a
fotossintese (TAIZ e ZEIGER, 2013).

O déficit hidrico € caracterizado pela redu¢do do contetido de dgua, diminui¢do do
potencial hidrico e perda de turgor, fechamento de estdbmatos e diminui¢ao do crescimento
celular. O déficit hidrico severo pode resultar em uma limitacdo na fotossintese, em
distirbios de metabolismo e, finalmente, na morte da planta (JALEEL et al., 2008;
FAROOQ et al., 2008). Além disso, gera modificagdes na concentracdo de clorofilas,
sendo estas estudadas em determinadas plantas como indicadores fisiologicos de estresse
(MOHAWESH e AL-ABSI, 2009). As clorofilas sdo pigmentos responsaveis pela captura
de luz usada na fotossintese, essenciais para a conversao da energia luminosa em energia
quimica (na forma de ATP) e poder redutor (NADPH) (JESUS e MARENCO, 2008). A
tolerdncia das plantas ao estresse abidtico é muito complexa devido a intrincadas
interacOes entre fatores de estresse e varios fenOmenos moleculares, bioquimicos e
fisioldgicos que afetam o crescimento e desenvolvimento da planta.

Andlises das respostas fotossintéticas induzidas pelo DH proporcionam
informacdes sobre os mecanismos que permitem as plantas exercer controle sobre o
balanco energético das folhas durante a limitacdo da agua (YORDANOV et al., 2000). Os
dados disponiveis sobre ajustes fotossintéticos em plantas vasculares sob DH sugerem dois
tipos de respostas, incluindo mudangas rapidas de curto prazo (segundos a minutos) e de
longo prazo (horas a dias). Os processos de aclimatagdo em curto prazo envolvem
principalmente a regulacdo da capacidade de absorver luz e as taxas de fluxo de elétrons
sob condicdes de DH. Por outro lado, em um DH em escala de tempo maior, as alteragdes

nas expressoes genéticas e os processos de sintese de proteinas sdo induzidos em favor da
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estabilidade do fotossistema e de minimizar os danos foto-oxidativos (EBERHARD et al.,
2008; GUHA et al, 2013). Além disso, quando o DH apresenta evolucdo lenta, o seu
primeiro efeito biofisico significante consiste na redu¢do da turgescéncia celular,
caracterizada pela diminui¢do do volume celular, contragao das células, afrouxamento das
suas paredes e, consequentemente, o murchamento foliar. Esse primeiro efeito compromete
o crescimento da planta, uma vez que a diminui¢do do turgor afeta diretamente a expansao
foliar e alongamento das raizes e controla a abertura estomatica necessaria para o influxo
de CO,, requerido no processo fotossintético e no crescimento (LARCHER, 2006; TAIZ e
ZEIGER, 2013).

Em outro aspecto, diversos fatores podem ocasionar mudancas no aparato
fotossintético e seus efeitos podem ser estudados a partir da fluorescéncia da clorofila a. A
técnica torna possivel avaliar a eficiéncia fotoquimica do fotossistema II (FSII) por meio
de um método simples, rapido, sensivel e ndo destrutivo utilizado em investigacdes de
danos ou reparos causados no sistema fotossintético das plantas em funcdo de diversos
tipos de estresse (SUASSUNA et al., 2011; MARTINAZZO et al., 2012). A avalia¢do da
fluorescéncia da clorofila a revela o nivel de excitagdao da energia que dirige a fotossintese
e fornece subsidios para estimar a inibicdo ou o dano no processo de transferéncia de
elétrons do FSII (STRASSER et al.; 2000).

Nesse estudo, avaliou-se a fluorescéncia transiente da clorofila a, através dos
parametros do teste JIP bem como os parametros biométricos envolvidos na resposta
fisiol6gica de duas cultivares de pimenta-do-reino, Kottanadan e Bragantina, em condi¢des

de déficit hidrico.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e cultivo

Mudas de pimenta-do-reino, cultivares (cvs.) Kottanadan (KOT) e Bragantina
(BRA), com 3 meses de idade e aproximadamente 30 cm de altura, foram obtidas do
Viveiro Pingo de Ouro (Cérrego do Giral, Jaguaré-ES), credenciado pelo Registro
Nacional de Sementes e Mudas - Ministério da Agricultura, Pecuiria e Abastecimento
(RENASEM). As mudas foram transplantadas para vasos plédsticos com capacidade para
SL, preenchidos com solo e provaso na propor¢do de 3:1 (v/v) e mantidos em casa de
vegetacdo (Centro Universitirio Norte do Espirito Santo, Universidade Federal do Espirito
Santo, CEUNES/UFES), a temperatura média de 30°C, 70% de umidade relativa e
radiacdo fotossinteticamente ativa média de 900 pmol m> s_l). Previamente, foi feita a
calagem do solo de acordo com a recomendacdo da anélise de solo. Para a adubacao do m’
de solo foi utilizado 3,12kg CaNOs;, 2,3kg NH4H,PO,4, 750g KCI, 400g MgSO,4, 39¢g
CuSO0q4, 92g H3BO3, 91g MnSO4 e 340mg ZnSO,4 (Adaptado de PREZOTTI et al, 2007).

Durante o periodo de 4 meses de aclimatacao, as plantas foram irrigadas a cada dois
dias com 500 mL de 4gua. Semanalmente, as plantas foram irrigadas com solu¢do nutritiva
com 100% de forca idnica (adaptado de FERNANDES et al., 2002), em substituicdo a
agua. Cada irrigacdo foi feita com 500 mL por planta de dgua pura ou solucdo nutritiva.
Esse procedimento foi realizado até as plantas completarem 7 meses de idade, quando

iniciou-se o déficit hidrico.

2.2. Tratamento de Déficit Hidrico (DH)

O déficit hidrico foi imposto por meio da supressao da irrigagdo por 12, 10, 8, 6,4 e
2 dias. Os dias foram escolhidos com base em um experimento prévio, para o qual 100%
de mortalidade foi observada para ambas as cultivares ap6s 14 DDH. Apo6s cada ciclo de
déficit hidrico, cada vaso foi irrigado com 500ml de dgua, e, em seguida, o tratamento foi
reiniciado. Plantas submetidas a 2 DDH foram consideradas controle (testemunha). Cada

ciclo foi considerado completo ao final de 12, 10, 8, 6, 4 e 2 dias (Figura 1) (ANEXO 4).
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Dias de Déficit Hidrico (DDH) Término
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
12 12 12
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
10 10 10
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
8 8 8
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
6 6 6
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
4 4 4
Ciclo 1 | Ciclo2 | Ciclo 3
2 2 2

Figura 1: Esquema de implementa¢do do déficit hidrico (DH): 12, 10, 8, 6, 4 e 2 corresposdem ao niimero de
dias de submissdo das cultivares ao DH.
DH = dias de déficit hidrico

2.3. Contetido Relativo de Agua (CRA)

A avaliacdo do conteudo relativo de agua (CRA) foliar foi realizada no periodo da
manha (6:30 — 7:30), em trés plantas de cada tratamento. De cada planta retirou-se a
terceira ou quarta folha completamente expandida, do 4pice para a base, da qual foram
extraidos cinco discos foliares com 0,78 cm? de area por disco. O CRA foi determinado
seguindo a metodologia proposta por Barrs e Weatherley (1962). Os discos foram pesados
imediatamente apds serem extraidos das folhas, obtendo-se, assim, a massa fresca do
tecido (MF). Em seguida, a massa tirgida do tecido (MT) foi obtida hidratando-se os
discos foliares com dgua destilada por 24 horas em placa de Petri. A massa seca do tecido
(MS) foi aferida apds a secagem dos discos foliares em estufa durante 72h a 60°C. As
respectivas massas foram determinadas em balanga digital de precisao (0,0001 g). O
calculo do CRA foi realizado de acordo com a seguinte féormula e expresso em

porcentagem (%).

CRA = [(MF-MS) / (MT-MS)] x 100
2.4. Pigmentos fotossintéticos

As mesmas folhas utilizadas para a avaliagdo do conteddo relativo de d4gua (CRA)
foram utilizadas para a extracdo e quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos: clorofilas
(Chl) a, b e total e pigmentos carotendides. A concentracao de clorofila a e b foi utilizada
para o céalculo da razdo clorofila a/clorofila b (Chl a/b). Para a determinacdo da

concentracdo dos pigmentos fotossintéticos foram retirados 3 discos foliares com 1 cm de
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diametro, os quais, em seguida, foram imersos em 5 mL de Dimetilsulf6xido (DMSO) em
tubos de ensaios envolvidos com papel aluminio. Os tubos foram mantidos em banho-
maria, onde permaneceram por 24 horas a 65°C. Posteriormente, foram determinadas as
leituras da densidade 6tica em espectrofotdmetro (Genesys 10S UV-Vis, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EUA) a 470nm, 645nm e 663nm (Arnon, 1949). Para a obtencdo da
massa seca, os discos foliares foram lavados com 4gua destilada e secos em estufa por 72
horas a 65°C.

As determinacdes das concentracdes dos pigmentos fotossintéticos foram realizadas

de acordo com as equacdes propostas por Lichtenthaler (1987) e expressas em mg.g " MS:

Clorofila a = (12,7 x A663 — 2,69 x A645/ 1000 x MS) x V

Clorofila b = (22,9 x A645 — 4,68 x A663 / 1000 x MS) x V

Clorofila total = (20,2 x A663 — 2,69 x A645 /1000 x MS) x V
Carotenoides = (1000 x A470) — (1,82 x Clor a) — (85,02 Clor b) / (198) x V

Onde: A470 = absorbancia em 470 nm; A645 = absorbincia em 645 nm; A663 =
absorbancia em 663 nm; V = volume da amostra (ml); MS = massa seca da amostra (g).

2.5. Parametros Biométricos

Para avaliar os efeitos do déficit hidrico sobre os parametros biométricos das
plantas de pimenta-do-reino, cada planta foi separada em parte aérea e raiz. Cada parte da
planta foi lavada e pesada e, posteriormente, acondicionada em sacos de papel
devidamente identificados. A secagem do material ocorreu em estufa com circulagio
forcada de ar, durante 72 horas a 60°C. A massa fresca da parte aérea — MFPA, a massa
fresca da raiz — MFR, a massa seca da parte aérea — MSPA e a massa seca da raiz — MSR
foram determinadas em balanca digital de precisdo (0,0001 g) e expressas em g.planta’
(WILSON et al., 1999). O volume da raiz (VR) foi calculado por meio do método da
proveta, pela diferenca entre o volume inicial e o final, apds a inser¢ao das raizes. O

nimero de folhas (NF) também foi obtido por meio de contagem direta.

2.6. Fluorescencia da clorofila a

A cinética de indugdo da fluorescéncia da clorofila a foi medida utilizando-se um
fluordmetro Handy-PEA (Hansatech, UK), em folhas jovens completamente expandidas
(terceira ou quarta folha a partir do 4pice), seguindo a metodologia descrita por

STRASSER e STRASSER (1995). As folhas foram previamente adaptadas ao escuro por
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30 minutos utilizando-se clipes foliares (Hansatech, UK). A emissdo da fluorescéncia da
clorofila a foi induzida por um unico e forte pulso de luz [3000 pumol (f6tons) ms'le
registrada entre 10us e 1s em uma area de 4mm de didmetro. Em 1s de medicdo foram
registrados 120 sinais de fluorescéncia. A fluorescéncia aos 50us foi considerada como Fj
(fluorescéncia inicial) e aos 300ms considerada como Fm (fluorescéncia maxima). Para
andlise do comportamento dos fostossistemas I (FSI) e II (FSII), véarios parametros
bioenergéticos foram derivados a partir do transiente OJIP, de acordo com as equacdes do
teste-JIP, utilizando-se o software Biolyzer (Laboratério de Bioenergética, Universidade de
Genebra, Suica). O teste-JIP foi analisado com base na Teoria de Fluxo de Energia em
Biomembranas (STRASSER e STRASSER, 1995; STRASSER et al., 2004).

Os parametros utilizados neste estudo foram: Fy/Fm (producdo quantica basal dos
processos nao fotoquimicos no FSII), Fv/F, (eficiéncia maxima do processo fotoquimico
no FSII) e os fluxos especificos por centro de reacio (RC) em termos de absorcdo
[ABS/RC = My/VIJ/$Py], captura [TRo(/RC = My/Vj], transporte de elétrons [ET(/RC =
(My/Vy) YEy = My/Vy)(1 - V)] e dissipagdo [DIy/RC = (ABS/RC) - (TR¢/RC)]. Além
disso, o indice de desempenho para conservacido de energia para redugcdo dos aceptores
finais do PSI [Plroa = (RC/ABS) . (¢Po/(1-0Pp) . (WE¢/(1 — WEj) . (6Ro/(1 — 8Ryp)], o
rendimento quéntico fotoquimico maximo ou eficiéncia fotoquimica méaxima do FSII [($Py
= TRy / ABS = Fv/Fm)], a probabilidade com que um elétron é captado do intersistema e
transferido para redugao dos aceptores finais no lado aceptor do FSI [6R, = (1-V)/(1-V))],
o rendimento quantico para o transporte de elétrons no FSII [(¢Ey = ET(/ABS)] e o
rendimento quéntico para redugao dos aceptores de elétrons no lado aceptor do PSI [¢R( =

¢Po. YEg. 6Rg = $P((1-V))] foram calculados.

2.7. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em Delineamento em Blocos Casualizados (DBC), em
esquema fatorial 2x6, sendo o primeiro fator representado pelas cultivares (cv.) Kottanadan
e Bragantina e o segundo fator representado pelos niveis de déficit hidrico (DH) 2, 4, 6, 8§,
10 e 12 dias. Foram utilizadas 3 repeti¢des, totalizando 36 parcelas, com 3 plantas por
parcela. As plantas foram submetidas a 3 ciclos de DH, representados na Figura 1. Para
efeito de avaliacdo, foram considerados os dados obtidos ao final do ciclo 3. Em func¢io da
baixa taxa de sobrevivéncia da cv. Bragantina ap6s 3 ciclos de déficit hidrico (Figura 2), os

dados referentes a 12 dias de déficit hidrico (DDH) foram desconsiderados. Portanto, o
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fatorial passou a ser 2x5, onde os dados de ambas as cultivares foram analisadas até o 10°
DDH. Uma analise em DBC foi realizada separadamente para a cv. Kottanadan em todos
os dias de DH (2, 4, 6, 8, 10 e 12). Todos os dados foram submetidos a analise de varidncia
(ANOVA) e os efeitos dos tratamentos com déficit hidrico foram avaliados pelo teste de

Tukey, por meio do software ASSISTAT 7.7 beta (SILVA e AZEVEDO, 2016).
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Figura 2: Porcentagem de sobrevivéncia de plantas de pimenta-do-reino, cultivares Kottanadan (KOT) e
Bragantina (BRA), ap6s 3 ciclos de déficit hidrico. DDH = dias de déficit hidrico
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3. RESULTADOS

3.1. Conteiido Relativo de Agua (CRA)

Sob déficit hidrico (DH), observou-se reducao significativa no CRA nas plantas de
pimenta-do-reino, com interagdo significativa (p<0,01) entre os fatores cv. e DH. Maiores
valores de CRA foram obtidos para a cv. Kottanadan quando comparada a Bragantina, que
diminuiu significativamente os valores de CRA ao longo do DH. Entretanto, até o 4° DDH
nenhuma diferenca entre as cultivares foi observada nos valores de CRA. Observou-se uma
manuten¢do de 59% e 22% no CRA ap6s 10 DDH para as cvs. Kottanadan e Bragantina,
respectivamente, comparativamente aos seus respectivos controles (Figura 3A).

Diferenca significativa também ocorreu para a cv. Kottanadan submetida a 12 DDH
(p=<0,01). Apds o tultimo dia de tratamento, houve diminui¢do nos valores de CRA em

51%, em comparacdo ao controle (Figura 3B).
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Figura 3: Contetdo relativo de 4gua (CRA) em folhas das cultivares Kottanadan (¢) e Bragantina (0) (A) e
cultivar Kottanadan (B), ap6s 10 e 12 DDH, respectivamente. DDH = dias de déficit hidrico

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

Barras verticais indicam erro padrao. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo Teste de Tukey, ao nivel de 1% de probabilidade.

Na interacdo entre fatores, letras mindsculas na vertical representam ‘“cultivar”; letras maitdsculas na
horizontal representam “DH”.
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3.2. Pigmentos Fotossintetizantes

As concentracdes dos pigmentos fotossintéticos apresentaram alteracdes ao longo
do DH. Os dados analisados estatisticamente mostraram diferenca significativa para os
fatores cv. (Tabela 1), DH (Tabela 2), para a interagcdo cv. e DH (Tabela 3), apds 10 dias e
para a cv. Kottanadan (Tabela 4) ap6s 12 dias de tratamento.

Em relagdo ao fator cultivar, as médias apresentadas na Tabela 1 referentes a
concentracdo de clorofila a, razio clorofila a/b e carotenoides revelam diferenca estatistica
entre as duas cultivares. Os resultados obtidos para a concentracao de clorofila b e clorofila
total foram significativos apenas para o fator DH, mostrando que os valores desses
pigmentos diminuiram com o aumento do déficit imposto (Tabela 2). Na interagao entre os
fatores cv. e DH, nenhuma variacdo foi observada para a concentracdo dos pigmentos
clorofila a, razdo clorofila a/b e carotenoides em Kottanadan ap6s 10 DDH. Por outro lado,
a partir do 6° DDH, reducdes significativas na concentragdo desses pigmentos foram
descritas para a cv. Bragantina (Tabela 3).

Quando a cv. Kottanadan foi analisada isoladamente, menores valores de Chl a, Chl
b e Chl total foram obtidos no 12° DDH, sem alteracdes significativas para a razao
clorofila a/b e carotenoides, os quais mantiveram-se constantes em todos os dias de

tratamento (Tabela 4).

Tabela 1: Concentragdo de pigmentos fotossintéticos em plantas de duas cultivares de Pimenta-do-reino,
submetidas a 10 dias de déficit hidrico (DDH). Chl a = clorofila a; Chl a/b = razio clorofila a/clorofila b;
Carot. = carotenoides, representando as médias do fatorial com significincia apenas para cultivar.

. Chl a Carot.
Cultivares (mg.g" MS) Chl a/b (mg.g"' MS)
KOT 32,55a 1,44 a 453,05 a
BRA 26,20 b 1,18 b 303,65 b

Meédias seguidas pela mesma letra na vertical ndo diferem entre si, ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01),
pelo teste de Tukey. KOT - Kottanadan, BRA — Bragantina.
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Tabela 2: Concentracdo de pigmentos fotossintéticos em plantas de duas cultivares de Pimenta-do-reino,
submetidas ao déficit hidrico. Chl b = clorofila b e Chl total = clorofila total, representando as médias do
fatorial com significancia apenas para déficit hidrico.

DH
(Dias) 2 4 6 8 10
1 Média
Chl b (mg.g” MS) cultivares
KOT 31,97 26,61 20,84 20,34 18,81 23,72 a
BRA 24,07 21,76 19,69 19,43 10,03 19,00 a
h]/[)‘;fliia 28,02 A 24,18 AB 20,27 AB 19,89 AB 14,42 B
1 Média
Chl total (mg.g" MS) cultivares
KOT 60,89 55,19 49,59 46,68 45,27 51,53 a
BRA 49,69 58,94 45,21 45,26 27,12 45,24 a
Média
D 55,29 A 57,07 A 47,40 AB 4597 AB 36,20 B

Médias seguidas pela mesma letra maitdscula na horizontal e pela mesmas letra mindsculas na vertical ndo
diferem entre si, ao nivel de 1% e 5% de probabilidade (p <0,01; p <0,05), pelo teste de Tukey. KOT -
Kottanadan; BRA — Bragantina. DDH = dias de déficit hidrico.

Tabela 3: Concentracdo de pigmentos fotossintéticos em plantas adultas de duas cultivares de Pimenta-do-
reino, submetidas ao déficit hidrico. Chl a = clorofila a; Chl a/b = razdo clorofila a/clorofila b; Carot. =
carotenoides, representando as médias do fatorial com interagdo significativa.

Chla Carot.
DDH (mg.g! MS)* Chl a/b* (mg.g! MS)*
KOT BRA KOT BRA KOT BRA
2 20,44 aA 32,43 aA 1,40 aA 1,32 aA 399,67 aA 383,43 aAB
4 34,86 aA 35,09 aA 1,37 aA 1,44 aA 458,21 aA 380,56 aAB
6 34,70 aA 28,46 aAB 1,53 aA 1,39 aA 480,26 aA 417,94 aA
8 38,29 aA 26,85 aAB 1,51 aA 1,04 bAB 490,82 aA 195,59 bBC
10 34,46 aA 08,21 bB 1,38 aA 0,75 bB 436,31 aA 140,73 bC

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na horizontal e pela mesma letra mintiscula na vertical ndo
diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05), pelo teste de Tukey. KOT - Kottanadan; BRA —
Bragantina. DDH = dias de déficit hidrico.

Tabela 4. Concentracdo de pigmentos fotossintéticos para a cultivar Kottanadan submetida ao déficit hidrico.
Chl a = clorofila a; Chl b = clorofila b; Chl total = clorofila total; Chl a/b = razdo clorofila a/clorofila b;
Carot. = carotenoides

Chl a Chl b Chl total Carot.
DDH (mg.g'1 MS) (mg.g'1 MS) (mg.g'1 MS) Chl a/b (mg.g'1 MS)

2 20,44 a 31,97 a 60,90 a 1,40 a 399,67 a
4 34,86 a 26,61 ab 55,20 ab 1,37 a 458,21 a
6 34,70 a 20,84 ab 49,60 ab 1,53 a 480,26 a
8 38,28 a 20,34 ab 46,69 ab 1,52 a 490,82 a
10 34,46 a 18,82 ab 45,27 ab 1,38 a 436,31 a
12 08,06 b 05,99 b 14,47 b 1,38 a 449,57 a

Médias seguidas pela mesma letra na vertical, ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade
(p=0,05), pelo teste de Tukey. DDH = dias de déficit hidrico.
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3.3. Parametros Biométricos

De um modo geral, o DH influenciou os parametros biométricos das plantas de
ambas as cultivares avaliadas (Figura 4 e Tabela 5).

Todos os parametros biométricos analisados foram afetados pelo DH, com
interacdo significativa entre os fatores cv. e DDH a 1% (p<0,01) e 5% (p<0,05) para massa
de matéria fresca da parte aérea (MFPA) e volume de raiz (VR), respectivamente,
indicando que a MFPA e VR das cvs. dependem dos DDH as quais foram submetidas (2,
4,6, 8 e 10) (Figura 4 A,E).

Nao houve diferenca significativa para a interag@o entre cv. € DDH nos parametros
massa de matéria seca da parte aérea (MSPA), massa de matéria fresca e seca da raiz
(MFR e MSR, respectivamente) e nimero de folhas (NF), indicando que a resisténcia das
cultivares independe da intensidade do DH (Figura 4 B,C,D,F). Entretanto, para tais
parametros, houve diferenca significativa a 1% (p<0,01) entre as cultivares, sendo que a
cv. Kottanadan apresentou maior tolerancia ao DH. Também houve diferenca significativa
a 1% (p<0,01) entre os DDH (2, 4, 6, 8 e 10) (Figura 4 B,C,D,F).

Foram observadas reducdes nos valores da massa de matéria fresca e seca da parte
aérea (MFPA e MSPA, respectivamente), massa de matéria fresca e seca da raiz (MFR e
MSR, respectivamente) e nimero de folhas (NF) em funcdo do aumento do DH para
ambas as cultivares. Para a cv Kottanadan, o volume de raiz (VR) ndo presentou alteragcoes
até o 10° DDH (Figura 4 A-F).

A cv. Kottanadan, quando analisada isoladamente, diferiu estatisticamente (p<0,01)

para todos os parametros biométricos analisados ap6s 12 DDH (Tabela 5).
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Figura 4: Massa de matéria fresca da parte aérea — MFPA (A), massa de matéria seca da parte aérea — MSPA
(B), massa de matéria fresca da raiz — MFR (C), massa de matéria seca da raiz — MSR (D), volume de raiz —
VR (E) e nimero de folhas/planta — NF (F) das cultivares Kottanadan e Bragantina, submetidas ao DH.

DDH = dias de déficit hidrico

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05)

Barras verticais indicam erro padrdo. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Na interacdo entre fatores, letras mindsculas na vertical representam “cultivar”; letras maidsculas na
horizontal representam “DDH”.
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Tabela 5: Avaliacdo dos pardmetros biométricos da cultivar Kottanadan, ap6s 12 dias de déficit hidrico.
MFPA (massa de matéria fresca da parte aérea), MSPA (massa de matéria seca da parte aérea), MFR (massa
de matéria fresca da raiz), MSR (massa de matéria seca da raiz), VR (volume de raiz) e NF (nimero de
folhas/planta).

DDH MFPA MSPA MFR MSR VR NF/
(€9) (€9) (€] (g (mL) planta
2 64,11 a 14,07 a 64,71 a 10,89 ab 56,67 a 26,11 a
4 62,94 a 13,57 a 64,66 ab 1143 a 55,00 a 26,33 a
6 60,38 a 13,14 ab 64,08 ab 10,80 ab 5333 a 2433 a
8 56,46 a 12,54 abc 60,87 ab 10,17 ab 50,00 a 2333 a
10 48,59 ab 10,82 be 50,33 b 7,52 be 46,67 ab 16,89 b
12 33,35 b 1020 ¢ 4559 b 595 ¢ 31,67 b 14,00 b

Médias seguidas pelas mesmas letras na vertical, ndo diferem entre si, ao nivel de 1% de probabilidade
(p<0,01), pelo teste de Tukey. DDH = dias de déficit hidrico

3.4. Fluorescéncia da Clorofila a

A interacdo dos fatores cv. e DH foi significativa (p<0,01; p<0,05) para todos os
parametros avaliados.

Os valores das razdes F¢/Fm e Fv/Fy mantiveram-se constantes para a cv.
Kottanadan ao longo do DH. No entanto, para a cv. Bragantina, Fy/Fm aumentou no 10°
DDH e Fv/Fy diminuiu a partir do 6° DDH (Figura 5 A,B). De maneira geral, aumentos
significativos em ABS/RC foram observados a partir do 8° e 10° DDH, para as cvs.
Kottanadan e Bragantina, respectivamente (Figura 5C). Os valores de TRy/RC foram
maiores para a cv. Kottanadan no 10° DDH. Entretanto, a severidade do tratamento ndo
alterou o comportamento da cv. Bragantina (Figura 5D). Para o pardmetro ETy/RC,
observou-se diminui¢do dos valores no 10° e a partir do 8° DDH para Kottanadan e
Bragantina, respectivamente (Figura 5E). O fluxo de dissipa¢do de energia (DIy/RC)
aumentou a partir do 8° e 6° DDH para ambas as cultivares, Kottanadan e Bragantina,
respectivamente (Figura 5F).

Quando a cv. Kottanadan foi analisada isoladamente, todos os parametros
apresentaram diferenca significativa (p<0,01), caracterizadas pelas alteracdes ocorridas no
12° DDH, exceto para TRo/RC, o qual manteve-se invaridvel apos 12 DDH (p>0,05)
(Tabela 6).
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Figura 5: Variacao nas razdes Fy/Fm (A) e Fv/F, (B); Fluxo de absorcdo de energia por centro de reacdo (C);
Fluxo de captura de energia por centro de reacdo (D); Fluxo de transporte de energia por centro de reagdo (E)
e fluxo de energia dissipada por centro de reacdo (F) de plantas de pimenta-do-reino, cultivares kottanadan e
Bragantina, submetidas ao DH.

DDH = dias de déficit hidrico

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05)

Barras verticais indicam erro padrao. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Na interacdo entre fatores, letras mindsculas na vertical representam ‘“cultivar”; letras maitdsculas na
horizontal representam “DH”.
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Tabela 6: Efeitos do déficit hidrico (DH) sobre pardmetros do Teste JIP em folhas de pimenta-do-reino,
cultivar Kottanadan.

DDH Fy/Fm Fv/F, ABS/RC TRy/RC ETy/RC DI/RC
2 0,28 b 3,19a 2,74 b 1,94 a 1,02 a 0,69 b
4 0,25 b 3,18 a 2,88 b 2,01 a 1,01 a 0,72 b
6 0,26 b 293 a 3,03 b 2,11a 1,02 a 0,95 b
8 0,28 b 2,64 a 333 b 2,89 a 0,92 a 1,20 b
10 032 b 2,38 a 3,63 b 3,75 a 0,69 a 1,70 b
12 0,52 a 0,99 b 4,82 a 3,19a 0,25 b 2,62 a

Meédias seguidas pela mesma letra na vertical, ndo diferem entre si, ao nivel de 1% de probabilidade
(p<0,01), pelo teste de Tukey. DDH = dias de déficit hidrico

3.5. Indice de desempenho: Plr,y,

Houve diferenca significativa para a interacao entre os fatores cv. e DDH (p<0,05)
nas plantas de pimenta-do-reino submetidas ao DH. Os valores de Plyy, foram maiores
para a cv. Kottanadan e ndo mostraram variacdo ao longo dos 10 dias de tratamento.
Contrariamente, observou-se diminui¢do de Plry, a partir do 8° DDH para a cv.
Bragantina (Figura 6A).

A anélise estatistica realizada apenas para a cv. Kottanadan apresentou diferenca
significativa nos dias de DH (p<0,01). Uma diminui¢ao nos valores de Ply., ocorreu a

partir do 8° dia de tratamento (Figura 6B).
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Figura 6: Indice de desempenho para a conservacdo de energia dos fétons absorvidos pelo FSII para a
reducdo dos aceptores finais do FSI, cultivares Kottanadan e Bragantina (A) e cultivar Kottanadan (B), apds
10 e 12 DDH, respectivamente. DDH = dias de déficit hidrico

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05)

Barras verticais indicam erro padrdo. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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3.6. Eficiéncias qudnticas ou rendimentos

Para os pardmetros ¢Py (eficiéncia quintica maxima do FSII), dR, (rendimento
quantico de transporte de energia entre o FSII e FSI ), $Ey (Rendimento quantico da
reducdo para os aceptores finais do FSI), yE, (Probabilidade de um éxciton capturado
mover um elétron para além da Q4) e PR (rendimento quéntico de foétons absorvidos pelo
FSII e transportados da dgua até os aceptores de elétrons do FSII), observou-se diferenca
significativa na interacao cv. e DH (p<0,01).

Em todos os parametros, a cv. Kottanadan mostrou valores maiores que os
observados para a cv. Bragantina e sem variacdo até o 10° DDH (Figura 5 A,B,D.E),
exceto para ¢ E,, para o qual redugdes significativas foram obtidas ao longo dos 10 dias de
tratamento (Figura 5C). Para Bragantina, os menores valores nos rendimentos quanticos
foram observados com o aumento da severidade do DH (Figura 5 A-C).

A Tabela 7 apresenta os resultados da analise estatistica para a cv. Kottanadan, apds
12 DDH. Em geral, os valores de ¢Py, dRy, OEo, WEy e ¢Ry diminuiram no dltimo dia de

tratamento.
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Figura 7: Rendimento quintico maximo do FSII (A); Rendimento quantico maximo de transporte de energia
entre o FSII e FSI (B); Rendimento quantico da reducdo para os aceptores finais do FSI (C); Probabilidade de
um éxciton capturado mover um elétron para além da Q, (D); Rendimento quantico miximo de fétons
absorvidos pelo FSII e transportados da 4dgua até os aceptores de elétrons do FSII (E), em duas cultivares de
pimenta-do-reino, submetidas ao DH.

DDH = dias de déficit hidrico

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05)

Barras verticais indicam erro padrdo. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo Teste de Tukey ao nivel de 1% e 5% de probabilidade.

Na interacdo entre fatores, letras mindsculas na vertical representam “cultivar”; letras maidsculas na
horizontal representam “DH”.
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Tabela 7. Rendimentos quanticos para a cultivar Kottanadan, ap6s 12 DDH.

DDH 0] OR, ¢E, VE, R,
2 0,72a 0,31a 0,38 a 0,49 a 0,11 a
4 0,75 a 0,32a 0,38 a 0,50 a 0,12 a
6 0,74 a 0,31a 0,35a 0,47 a 0,10 a
8 0,71 a 0,37 a 0,29 a 041 a 0,07 ab
10 0,67 a 0,39 a 0,25a 0,37 a 0,09 ab
12 047 b 0,46 b 0,06 b 0,11 b 0,02 b

Médias seguidas pela mesma letra na vertical, ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade
(p=0,05), pelo teste de Tukey. DDH = dias de déficit hidrico
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4. DISCUSSAO

4.1. Conteiido Relativo de Agua (CRA)

Estudos evidenciam que plantas bem hidratadas apresentam valores de CRA entre
85 e 95%, mas, por outro lado, sob DH severo estes valores podem ser reduzidos abaixo de
40% (COCKERHAM e LEINAUER, 2011). De acordo com os resultados obtidos neste
trabalho, a cv. Kottanadan mostrou valores de CRA acima de 40% em todos dos dias de
DH. Ao contrério, a cv. Bragantina apresentou diminui¢do dos valores a partir do 6° dia de
tratamento (Figura 3A), mostrando-se abaixo do preconizado no 8° dia de tratamento (38%
de CRA). Ao final da imposi¢do ao déficit hidrico, as plantas apresentaram folhas com
59% de CRA para a Kottanadan e 22% de CRA para a Bragantina, quando comparadas as
respectivas plantas controle. Uma diminui¢do do CRA em resposta ao déficit hidrico
também foi observada em uma grande variedade de plantas por outros autores (NAYYAR
e GUPTA, 2006; YANG e MIAO, 2010).

Os resultados apresentados na Figura 3B revelam que mesmo ap6s 12 dias de DH, a
cv. Kottanadan apresentou valores de CRA (=42%) acima dos referenciados por
Cockerham e Leinauer (2011), evidenciando melhor capacidade de manuten¢do do status
hidrico foliar. Infere-se que essa capacidade possa ser devido a presenca de caracteristicas
morfolégicas diferenciadas como paredes celulares mais lignificadas ou cuticulas mais
espessas para atuar no controle da perda de dgua (TAIZ e ZEIGER, 2013). Além disso, de
acordo com Blum (2005), o CRA pode ser mantido em niveis elevados mesmo em
condic¢des severas de DH, desde que a planta apresente um eficiente mecanismo de ajuste

osmotico.

4.2. Pigmentos fotossintetizantes

Para Kottanadan, nenhuma variacdo significativa na concentragdo para Chl a, razao
Chl a/b e pigmentos carotendides foi observada durante os 10 dias de tratamento (Tabela 1,
Tabela 3). De acordo com O’Neill et al. (2006), a manutencdo da razdo Chl a/b esta
relacionada a melhor capacidade de tolerar a condi¢do de deficiéncia hidrica, devido a
estreita relacdo estabelecida entre clorofilas, potencial fotossintético e produtividade das

plantas.
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Em adicdo, de acordo com Egert e Tevini (2002), como mecanismo de prote¢do ao
déficit hidrico, as plantas podem sintetizar moléculas com atividade antioxidante, como 0s
pigmentos carotendides, ascorbato, 0-tocoferol, glutationa e flavondides ou, ainda,
aumentar a sintese de enzimas antioxidantes (peroxidases, superdxido dismutase e
catalases). Assim, o fato da cv. Kottanadan ndo apresentar alteracao significativa para Chl
a, razao Chl a/b e carotendides em todos os dias de DH, evidencia uma protecdo contra a
foto-oxidag@o. Shvaleva et al. (2006) também ndo encontraram variacdes nos pigmentos
fotossintéticos em plantas de Eucalyptus globulus (eucalipto-comum ou eucalipto da
Tasméania), submetidas a estresse hidrico com rega igual a 50% da transpiracdo. A
quantidade de agua fornecida foi calculada a partir da diferenca de peso do pote entre as
regas sucessivas. Todas as plantas foram irrigadas até o ponto de escoamento no primeiro,
dia, e depois regadas duas vezes por semana, de acordo com o regime de tratamento, até
completar 7 semanas.

Contrariamente, para a cv. Bragantina, a diminui¢do nas concentracdes de Chl a,
razdo Chl a/b e carotenoides indicam alteracdes na atividade fotoquimica da planta (Tabela
3), como observado nos resultados apresentados nas Figuras 5 a 7. Apesar disso, 0s
resultados apresentados na Tabela 2 revelam que os pigmentos Ch b e Chl total foram
afetados pelo DH na mesma propor¢do em ambas as cultivares.

A avaliagdo da cv. Kottanadan ap6s 12 DDH é mostrada na Tabela 4 e evidencia
uma maior tolerancia ao déficit hidrico, pois somente no dia 12 observa-se uma diferenca
significativa em relag@o ao dia 2 (controle) para as clorofilas a, b e total.

Uma diminui¢do na razdo Chl a/b sugere que o complexo coletor de luz da
membrana dos tilacoides € afetado pelo déficit hidrico (PARIDA et al. 2003), e
consequentemente, reduz o fluxo de energia de transferéncia de elétrons na cadeia
fotossintética (MURCHIE e HORTON, 1997). Neste estudo, reducdes significativas no
fluxo de energia para o transporte de elétrons, ETo/RC foram observadas (Figura 5 E).
Nesse sentido, as plantas da cv. Bragantina mostraram-se menos resistentes ao estresse.
Outros autores também evidenciaram menor resisténcia das plantas em decorréncia do DH,
com reducdes na concentracdo de clorofilas e pigmentos (PARIDA et al., 2007; GHOTBI-
RAVANDI et al., 2014; MAGHSOUDI et al., 2015).
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4.3. Parametros Biométricos

As plantas de pimenta-do-reino submetidas ao DH apresentaram caracteristicas
morfolédgicas tipicas do estresse, incluindo a murcha e queda de folhas nos tratamentos
mais severos (10 e 12 DDH). A taxa de sobrevivéncia das plantas, ap6s 3 ciclos de DH, foi
alta para Kottanadan (acima de 90%), porém, muito baixa para Bragantina (11%) (Figura
2).

Diante os resultados apresentados na Figura 4, é possivel inferir que as alteragcdes
biométricas das cultivares sao independentes dos tratamentos para a maioria dos
parametros avaliados, com excessiao para MFPA e VR.

A resposta das plantas ao déficit hidrico se manifesta geralmente de quatro formas:
limitacdo no crescimento, adaptacdes morfologicas, adaptacdes fisioldgicas e alteragcdes
metabolicas. As alteracdes morfolégicas podem ser de simples afericdo, como reducdo do
tamanho da planta e da folha, abscisdo foliar e reducdo da produtividade. Mas podem ser
também mais complexas, como o aumento do volume do sistema radicular e reducdo da
massa fresca e seca das diferentes partes da planta (parte aérea, frutos e caule)
(TORRECILLAS et al., 1996). Essas alteracdes ocorrem, indiretamente, devido a uma
série de mudancas fisiologicas, como a reducdo do conteido de 4gua na folha
(HETHERINGTON ¢ WOODWARD, 2003), fechamento dos estdmatos (ROYER, 2001),
deposicao de cera na cuticula (KERSTIENS, 2006), reducao da fotossintese (SRINIVASA
et al., 2001) e produgdo de solutos organicos que protegem as plantas de estresses por meio
de diferentes rotas metabdlicas (BOHNERT e JENSEN, 1996).

De acordo com Larcher (2006), um dos processos fisiolégicos mais sensiveis a
deficiéncia hidrica é o crescimento celular, o qual afeta o crescimento das plantas. Por este
motivo, a reducdo do crescimento é considerada a primeira e mais séria consequéncia da
restri¢ao hidrica nos vegetais (TAIZ e ZEIGER, 2013). Entretanto, a extensao e a natureza
dos efeitos do déficit hidrico nas plantas ocorrem em func¢do da intensidade e da duracdo
do estresse, bem como da capacidade genética das espécies em tolerar o estresse hidrico
(DaMATTA et al., 1997; LARCHER 2006; DIAS et al., 2007).

A producdo de massa de matéria seca da parte aérea e massa de matéria seca das
raizes sdo variaveis que permitem inferir sobre a translocacdo organica, facilitando a
compreensdo do desempenho vegetal em termos de produtividade e a baixa disponibilidade
hidrica pode implicar em redu¢des no acimulo de matéria seca nessas regides (SADRAS e

MILRQOY, 1996). Nesse estudo, a reducao da parte aérea, tanto fresca como seca observada



79

com o aumento do DH esta correlacionada com a reducido do nimero de folhas por planta
(Figura 4 A,B,F) em ambas as cultivares de pimenta-do-reino.

De acordo com Bernier et al. (2008), plantas mais vigorosas sob condi¢des de
privacao de 4gua, teoricamente, apresentam mecanismos fisioldgicos que permitem o seu
desenvolvimento nessas condi¢des. Contudo, a biomassa excessiva requer uma maior
quantidade de 4gua no solo devido a maior transpiragdo total da planta. Assim, a
aceleracdo da senescéncia e da abscisao foliar sob condi¢des de DH é um mecanismo que a
planta utiliza para redug¢do da éarea foliar, tendo como resultado direto a redugdo da
transpiracdo (TAIZ e ZEIGER, 2013). Smit e Singels (2006) também relataram que a
senescéncia foliar ocorre apds a reducdo no surgimento das folhas. Essa redu¢do é uma
estratégia para diminuir a superficie de transpiracdo e o gasto metabdlico para a
manutencao dos tecidos (INMAN-BAMBER e SMITH, 2005; SMIT e SINGELS, 2006;
INMAN-BAMBER et al., 2008). Entretanto, a manuten¢do de folhas verdes pode ser um
indicativo de tolerancia a seca. De fato, a senescéncia foliar e a paralisacdo do surgimento
de folhas sdo respostas ao estresse promovido por deficiéncia hidrica dependentes do
gendtipo (SMIT e SINGELS, 2006).

Singh e Singh (2003), estudando os efeitos do DH em plantas jovens de Dalbergia
sissoo Roxb. (Jacarandd), verificaram reducdo significativa na massa seca da parte aérea,
raiz e total, de acordo com a severidade do estresse aplicado. Ao estudar as variaveis
morfolégicas de quatro cultivares de cana-de-acticar expostas ao DH, Holanda et al.
(2015), verificaram que as cultivares que apresentaram menor investimento no crescimento
radicular foram as mais suscetiveis ao DH, corroborando com nossos resultados
observados para a cv. Bragantina. Entretanto, de acordo com Freitas et al. (2005), plantas
que apresentam grande producdo de biomassa radicular sdo mais aptas a condi¢des de
estresse ambiental, por possuirem maior facilidade de sustentacdo, além de maior
superficie e eficiéncia para absor¢do de dgua e nutrientes, corroborando com os resultados
encontrados nestre trabalho para a cv. Kottanadan que ndo alterou o volumede raiz (VR)
ap6s 10 DDH (Figura 4 C-E). Por outro lado, a diminui¢cdo do crescimento da parte aérea
acompanhada pela relativa alocacdo de massa seca nas raizes € indicativo de uma
estratégia adaptativa para diminuir a desidratacdo durante o periodo de DH (KOOYERS,
2015; WAGHORN et al., 2015).
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4.4. Pardmetros técnicos do Teste-Jip e fluxos especificos por centro de reacdo

Segundo Rohécek (2002), um aumento da razdo Fy/Fm, produgdo quantica basal do
processo nado-fotoquimico no FSII, € indicativo de estresse e sugere, ainda, que valores
normais em torno de 0,14 e 0,20 sdo comumente descritos na literatura para este
parametro. Os resultados apresentados nesse estudo revelam que em todos os tratamentos
de DH os valores da razio Fy/Fm foram maiores do aqueles sugeridos por ROHACEK
(2002), principalmente no 10° DDH para a cv. Bragantina, uma vez que para a cv.
Kottanadan, nenhuma alteracdo foi observada ao longo dos dias de déficit hidrico. Este
resultado evidencia a inferioridade da cv. Bragantina no que se refere a razdo Fy/Fm
(Figura 3A).

Outro fato a ser observado é que o aumento dessa relagdo se deve,
consequentemente, ao aumento ocorrido em Fy e/ou reducdo em Fm (dados ndo-
mostrados), o que resulta no aumento da razdo Fy/Fm. De acordo com Baker (2008), o
aumento de Fy revela destruicdo do centro de reacdo do FSII (P680) ou diminuicdo na
capacidade de transferéncia da energia de excita¢do da antena ao FSII. Por outro lado, a
diminui¢do da Fm caracteriza deficiéncia na fotorredu¢do da quinona A (Qa), que pode
estar associada a inativacao do FSII nas membranas dos tilacdides, afetando diretamente o
fluxo de elétrons entre os fotossistemas (STRASSER et al., 2004). Assim, a perda de
atividade do FSII nos dias mais susceptiveis ao DH, provavelmente, estd associada a
diminui¢do da capacidade de reoxidac¢do das quinonas, resultando em menor efici€éncia no
transporte de elétrons para o FSI (DE LAS RIVAS e BARBER, 1997). Em nossos
resultados, observou-se aumento de Fy/Fm somente para a cv. Bragantina, sugerindo que a
severidade do DH resultou em uma menor capacidade fotossintética. Maghsoudi et al.
(2015) obtiveram resultados semelhantes, quando avaliaram o comportamento de
cultivares de trigo na presenca e auséncia de dgua. Maiores valores de Fy/Fm foram
observados nas plantas submetidas ao DH. Outros estudos corroboram com nossos
resultados (BAKER e ROSENQVIST, 2004; OHASHI et al.,, 2006; HABIBI e
HAJIBOLAND, 2013).

Por conseguinte, uma reducdo significativa na razao Fv/F, para a cv. Bragantina
sugere uma aparente mudanga na taxa de transporte de elétrons do FSII ao aceptor primério
de elétrons em condi¢des de DH (Figura 3B). Essa mudanca pode ser devido a aumentos
na fluorescéncia inicial (Fp). Tal comportamento pode ser atribuido a um aumento no

nimero de CRs inativos, baixa transferéncia ou bloqueio de energia entre os sistemas
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antena até os CRs do FSII devido a dissociacdo entre o complexo do sistema antena e o
nicleo do FSII, ou a inativagdo do complexo de evolucido do oxigénio (CEO) (De ELL et
al. 1999; GHOTBI-RAVANDI et al., 2014). Adicionalmente, uma diminuicdo na razio
Fv/F) € indicativo de um declinio na taxa fotoquimica, a medida que o pool de aceptores
primarios de elétrons se oxida, ou uma reducdo do tamanho do pool desses aceptores de
elétrons associados a atividade do FSII (KRAUSE e WEISS, 1991). Nossos resultados
revelaram diminui¢ao de Fv/Fy a partir do 6° DDH para a cv. Bragantina. Por outro lado,
nenhuma alteracdo significativa para a cv. Kottanadan foi observada, refor¢ando as
diferencas na sensibilidade das cultivares ao déficit hidrico. Resultados semelhantes foram
observados por Meng et al. (2012) e Wu e Bao (2011) em estudos com cultivares de trigo
oriundas de regides de clima seco e de clima umido. Os autores registraram redugdes
significativas em Fv/Fy em ambas as cultivares submetidas ao DH, porém, em menor
intensidade para a cultivar de clima seco, considerada mais tolerante ao DH.

Com o aumento do DH, os valores de ABS/RC aumentaram no 8° e 10° DDH, para
as cvs. Kottanadan e Bragantina, respectivamente (Figura 3C). Aumentos da razdo
ABS/RC, definida como uma medida aparente do tamanho da antena, podem significar (1)
que uma fracdo de CR estad inativa, por exemplo, sendo transformada em centros nao-
redutores de Qa ou (2) um aumento no tamanho da antena funcional, que fornece energia
de excitacdo para os CRs ativos, (YUSUF et al., 2010; REDILLAS et al., 2011). ABS/RC
¢ calculado como o nimero total de fotons absorvidos pelas moléculas de clorofila nos
CRs dividido pelo nimero total de CRs ativos, sendo influenciado por variacdes na razao
de CRs ativos/inativos (STRASSER e STRASSER, 1995; MEHTA et al., 2010). Nossos
resultados corroboram com os de Gomes et al. (2012), Guha et al. (2013) e Falqueto et al.
(2017), os quais descreveram valores altos de ABS/RC para cultivares e clones de
maracuja (Passiflora edulis Sims), morango e seringueira (Hevea brasiliensis L.) ap6s 35,
10 e 28 dias de suspensao hidrica, respectivamente. Os autores atribuiram os aumentos em
ABS/RC a menor sensibilidade ao déficit hidrico.

A cascata de energia comeca a partir da absor¢do (ABS) por pigmentos da antena
no FSII e termina na redu¢do dos aceptores finais de elétrons no lado aceptor do FSI. Os
fluxos de energia intermediarios sdo o fluxo de captura (TR), definido como o fluxo de
energia que leva a reducdo da feofitina (Pheo) e QA, e o fluxo de transporte de elétrons
(ET) que se refere ao transporte de elétrons além da QA™ (STRASSER et al., 2010). No
presente estudo, o comportamento dos fluxos de energia para a captura (TRy¢/RC ), o

transporte (ETo/RC) e para a dissipagdao (DIp/RC) também variou ao longo dos DDH, com
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a cv. Kottanadam apresentando maior eficiéncia comparativamente a cv. Bragantina
(Figura 3D-F).

Segundo Oquist et al. (1992) e Strasser et al. (2004), a inativacio dos CRs favorece
o aumento da dissipacdo de energia por CR (DIy/RC). Isto ocorre porque a energia nao esti
sendo direcionada ao transporte de elétrons (ETo/RC), passando, entdo a ser dissipada na
forma de calor (DIy/RC), a despeito do aumento nos valores do fluxo de absorcao
(ABS/RC) e de captura de energia (TR¢/RC).

Nossos resultados mostram comportamento semelhante entre as cultivares, embora
a cv. Bragantina ndo tenha apresentado variagdo em TRy/RC ap6s 10 dias de tratamento
(Figura 3 D), indicando que uma maior quantidade de CRs ativos esta sendo responsavel
pela captura de energia de excitagdo absorvida. Por outro lado, os resultados obtidos para a
cv. Kottanadan estao de acordo com aqueles descritos por Jiang et al. (2008), trabalhando
com Citrus grandis (L.) Osbeck cv. Tuyou (laranja comum), submetidas a tratamento com
aluminio, ¢ STRASSER et al. (2010), trabalhando com Haberlea rhodopensis submetidas
ao déficit hidrico. O autores evidenciaram elevagdes em TRo/RC em plantas sob estresse,
indicando que uma menor quantidade de CRs ativos estdo sendo responsaveis pela captura
da energia de excitacdo que € absorvida.

Aumentos em DIy/RC estao diretamente relacionados a conversao de CRs redutores
em CRs dissipadores, transformando-se em um mecanismo de fotoprote¢do do FSII
(STRASSER et al., 2004). Dessa forma, aumentos na dissipa¢do de energia na forma de
calor e decréscimos significativos na eficiéncia de transporte de elétrons para as reagdes
redox além da QA (yEy = (ETy/TRp) atuam como um mecanismo de fotoinibi¢do
(STRASSER et al., 1995; JIANG et al.,, 2008). Diante o exposto, nossos resultados
sugerem que tal mecanismo de prevencao de danos ao aparato fotossintético ndo se aplica a
cv. Bragantina, uma vez que os valores de Fv/Fm (¢Py) diminuiram a medida que
aumentou o DH (Figura 5A). O comportamento desse e de outros parametros aqui
apresentados sugerem um processo fotoinibitdrio cronico para a cv. Bragantina, ocorrendo
a reducdo da eficiéncia fotoquimica do FSII devido a danos que tendem a ser irreversiveis.
Esses danos causam a fotodestrui¢do de estruturas como a proteina D1 nos CRs e
destruicio dos pigmentos fotossintéticos (KRAUSE e SOMERSALO, 1989)
principalmente os carotenoides (Tabela 3). Os resultados apresentados na Tabela 7 para a
cv. Kottanadan apés 12 DDH reiteram a maior tolerancia ao DH em relacdo a cv.

Bragantina. Embora tenha apresentando diferengas significativas (p<0,05) nos parametros
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avaliados aos 12 DDH, a porcentagem de sobrevivéncia das plantas foi alta (Figura 2) e

permaneceram fotossinteticamente ativas (dados ndo mostrados).

4.5. Indice de desempenho: Plryy,

O indice de desempenho Plr, € o parametro mais sensivel do teste JIP, pois
incorpora varios outros parametros que sdo avaliados na fluorescéncia transiente OJIP
(YUSUF et al., 2010; MEHTA et al., 2010), como por exemplo, o rendimento quantico
maximo da fotoquimica primaria, ¢Py (usando Fy e Fm), a probabilidade de mover um
elétron além do QA -, yEj (usando Vj), a probabilidade com que um elétron se move do
intersistema dos aceptores de elétrons reduzidos para o aceptor final de elétrons do FSI,
O0Ry (usando Vjye Vj), e a relacio RC/ABS (usando @Py, V; e a inclinagao inicial do OJIP).
Portanto, qualquer alteracao no transiente da OJIP é expressa em Plro,, enquanto Fv/Fm é
sensivel apenas a relacdo Fy/Fm (YUSUF et al, 2010; STRASSER et al., 2004;
STRASSER et al., 2000).

Plrow reflete, ndo necessariamente, o desempenho de toda a planta, o qual é
governado por mecanismos muito mais complexos. No entanto, em varios estudos sobre
estresse, encontrou-se uma forte correlacdo entre os parametros Plyy, € 0s parametros
fisiologicos, como o crescimento da planta ou a taxa de sobrevivéncia (STRASSER et al.,
2007; TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008). Em nossos resultados, a cv.
Kottanadan apresentou alta porcentagem de sobrevivéncia em relacio a Bragantina,
considerando 12 DDH (Figura 2), indicando alta capacidade dessa cultivar em suportar
esse tipo de estresse.

De acordo com Oukarroum et al. (2007), um pronunciado decréscimo no CRA
(Figura 3) esta relacionado com os dados do indice de desempenho (PI), corroborando com
os resultados do presente estudo (Figura 6). A cv. Kottanadan ndo apresentou alteracdo no
Plrota apds 10 dias de imposi¢ao ao DH e seus valores de CRA permaneceram acima do
limite minimo preconizado (Figura 6A e Figura 3A).

Contrariamente, a cv. Bragantina apresentou diminui¢ao nos valores de Pl j4 no
8° DDH (Figura 6A), valores reduzidos de CRA (Figura 3A) e baixa taxa de sobrevivéncia
(Figura 2). Uma diminui¢cdo ou um aumento de Plry, expressa perda ou ganho na
capacidade de conservacdao de energia, respectivamente (YUSUF et al., 2010). Dessa
maneira, podemos observar que as cultivares de pimenta-do-reino avaliadas neste estudo

N

apresentam comportamentos diferentes em relagdo a conservacdo de energia. Mesmo
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quando a cv. Kottanadan foi analisada isoladamente (Figura 6B), observou-se que a
reduc¢do nos valores de Plyq, aos 12 DDH foi menor a observada na cv. Bragantina aos 10
DDH. GUHA et al. (2013), observaram que um aumento em ABS/RC, DIy/RC, associada a
reducdo de @Ey e @Ry, causou diminui¢do dos indices de desempenho (PI’s), ao expor
plantas de amora (Morus spp.) a 10 DDH.

Outros autores também avaliaram o indice de desempenho das plantas (YUSUF et
al.,, 2010; OUKARROUM et al.,, 2007; CHEN et al., 2010; XIANG et al., 2013;
FALQUETO et al., 2017).

4.6. Eficiéncias qudnticas ou rendimentos

Os resultados desse estudo apontam para uma maior habilidade da cv. Kottanadan
em manter elevados niveis de Py sob déficit hidrico (Figura 5A), o que, segundo Tester e
Bacic (2005) pode ser um indicativo de maior eficiéncia no uso da radiacdo pela
fotoquimica e, consequentemente, de maior assimilacdo de carbono. Entretanto, a
diminui¢do do parametro @Py (razdo Fv/Fm) é um indicador de efeito fotoinibitério quando
as plantas estdo submetidas a qualquer tipo de estresse e pode representar tanto uma
regulacdo fotoprotetora reversivel ou uma inativacao irreversivel do FSII (STRASSER et
al., 1995). Neste estudo, alteracdes no FSII foram observadas para a cv. Bragantina, uma
vez que houve diminui¢do de @Py a partir do 6° DDH (Figura 5A). Resultados semelhantes
foram observados por Ghotbi-Ravandi et al. (2014), quando analisaram o comportamento
do FSII em duas cultivares de cevada (Hordeum vulgare L., cv. Morocco e Yousof),
submetidas ao DH. Os valores de @Py diminuiram drasticamente na cultivar Morocco e
ficaram proximos aos valores de plantas tratadas com lincomicina, um inibidor da sintese
de proteinas nos cloroplastos. De acordo com os autores, esses resultados indicam que o
DH acelera a inibi¢ao do FSII, uma vez que a inibicdo da sintese de proteinas inibe os
mecanismos de reparo do fotossistema.

Até o 10° DDH, nenhuma variacdo nos valores de ORy, WE; ¢ dR( e pequenas
variacoes em QE, foram observados para a cv. Kottanadan. Embora uma diminuicéo nestes
parametros tenha sido observada no 12° DDH nesta cultivar, o processo fotoquimico nao
foi totalmente alterado (Figura 7; Tabela 7).

Por outro lado, para a cv. Bragantina, valores reduzidos dos parametros foram
observados a medida que o DH aumentou. De maneira geral, alteracdes no processo

fotoquimico iniciaram-se aproximadamente ao 6° dia de tratamento. Apesar dos aumentos
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observados em ABS/RC e em TRy/RC com o DH, os valores do fluxo de energia para o
transporte de elétrons (ETo/RC) foram reduzidos, diminuindo §Ey, ou seja, o rendimento
quantico para o transporte de elétrons no FSII. A probabilidade de um éxciton capturado
mover um elétron além da QA" (yE) também foi reduzida. Diminui¢des em ¢Ey e yEg
indicam que o DH inibiu as reacdes luminosas primadrias e as reacdes independentes de luz
ap6s a QA’ devido a interrupgdo no fluxo de elétrons até os aceptores do FSI (XIANG et
al., 2013). Esses efeitos foram observados com maior intensidade para a cv. Bragantina
(Figura 7 A-E).

Silvestre et al. (2014), estudando leguminosas sensiveis e tolerantes ao déficit
hidrico, observaram que para os genoétipos tolerantes, os valores de TRy(/RC e ETy/RC
foram mantidos préximos as condi¢des controle, permitindo uma grande eficiéncia na
movimentagdo de elétrons para a cadeia de transporte de elétrons (CTE). Por outro lado, os
gendtipos considerados sensiveis apresentaram menores valores para ¢Eq e yEy quando
submetidos ao DH. Esta tendéncia também foi observada para os outros parametros
estudados, sugerindo um baixo desempenho fotossintético e uma alta suscetibilidade do
gendtipo Lathyrus aphaca em condicoes de DH, assim como observado para a cv.
Bragantina.

Chen et al. (2015), avaliando o comportamento de Ageratina adenophora (erva-
daninha), Digitaria sanguinalis (grama comum), Arabidopsis thaliana — suscetiveis - e
Gossypium barbadense (algodao) e Nicotiana tabacum (tabaco) — tolerantes, submetidas
ao herbicida acido tenuazonico, concluiram que os parametros QEy e yE, das espécies
suscetiveis diminuiram consideravelmente na presenga do herbicida. Os autores sugerem
que o tratamento resultou num acimulo rapido de QA nos centros de reacdo do FSII,
mostrando um aumento de Vj (Fluorescéncia varidvel relativa em 2 ms) devido ao bloqueio
do fluxo de elétrons do FSII além QA". Sob estresse por aluminio (Al), redugdes nos
rendimentos (0Ry, PRy) e no fluxo ETy/RC foi descrita em Citrus, danificando todas as
reacdes redox fotoquimica e ndo-fotoquimica, indicado pelos decréscimos em Plags e
Plto (JIANG et al.; 2008). Estes resultados estdo de acordo com os descritos neste
trabalho, principalmente para a cv. Bragantina, para a qual reducdes significativos desses
parametros foram observados a medida que aumentava o DH (Figura SE, Figura 6A,
Figura 7 A,E).

De acordo com Xiang et al. (2013), a diminuicdo do rendimento quantico para a

reducdo dos aceptores finais de elétrons do fotossistema I por féton absorvido (pRy) e a
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eficiéncia com que um elétron pode mover-se do intersistema dos aceptores de elétrons
reduzidos para o receptor final de elétrons do FSI (8Ry) indica alteracdo no lado aceptor do
FSI. Nossos resultados corroboram com esses autores. A cv. Bragantina apresentou
diminui¢do nos valores de R e 0R a partir do 4° e 10° DDH, respectivamente (Figura 5
B,E). Contrariamente, ndao houve variacdo desses pardmetros para a cv. Kottanadan apds
10 DDH.

Por fim, podemos inferir que o déficit hidrico ndo comprometeu o aparato
fotossintético das plantas da cv. Kottanadan, uma vez que todos os parametros analisados
mantiveram-se sem alteracdes até o 8° DDH. Entretanto, os resultados apresentados na

Tabela 7 demonstram que alteragdes nos rendimentos quanticos ocorreram ap6s 12 DDH.
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5. CONCLUSOES

As cultivares de pimenta-do-reino avaliadas diferiram entre si nas respostas ao
déficit hidrico.

A cv. Kottanadan foi tolerante a 12 DDH considerando a andlise dos parametros
biométricos, associada a maior porcentagem de sobrevivéncia e CRA, e menores alteragdes
fotoquimicas das plantas.

Reducdo nos valores de CRA, nos pigmentos fotossintéticos e alteragdes nos
parametros da fluorescéncia da clorofila a indicaram susceptibilidade da cv. Bragantina ao
déficit hidrico.

Fotoinibic¢do cronica foi evidenciada pela diminui¢ao de ¢Py, dRg, oRo, ©E( e yEy,
para a cv. Bragantina.

A cv. Bragantina foi suscetivel a 10 DDH, apresentando 10% de sobrevivéncia e

22% de CRA.
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RESUMO

A fusariose da pimenta-do-reino ou podriddo das raizes é causada pelo fungo Fusarium
solani f. sp. piperis e ocasiona consideraveis perdas na producdo. Este estudo teve como
objetivos (1) avaliar a resisténcia de duas cultivares de pimenta-do-reino inoculadas com o
patégeno, (2) avaliar o efeito de diferentes produtos no controle da fusariose e (3) avaliar a
época de aplicagdo desses produtos, analisando os componentes epidemioldgicos da
doenca. O experimento foi realizado em Delineamento em Blocos Casualizados (DBC),
com 3 fatores e 4 controles e as avaliagdes foram feitas pelo teste de agrupamento de Scott-
Knott. Todos os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) por meio do
software Genes 3.1. Plantas de pimenta-do-reino com 4 meses de idade foram
transplantadas para vasos com capacidade para SL de solo, onde foram aclimatadas até
completarem 6 meses de idade, quando iniciou-se aplicacdo dos produtos. Os produtos
Silicio, Fosfito e Quitosana foram adicionados aos vasos 30 e 15 dias antes da inoculagao
(aplicagdo preventiva) e 15 e 30 dias apds a inoculagdo (aplicacao curativa). A cada 15 dias
apo6s a inoculacdo, foram calculados a incidéncia, a severidade e o periodo de incubacgdo da
doenca. Aos 180 dias apds a inoculacdo (DAI), obteve-se a curva de progresso e a area
abaixo da curva, além do indice de infec¢do da doenca.

Os produtos Fosfito e Silicio, aplicados preventivamente e curativamente,
promoveram alteracdes no desenvolvimento da doenga, reduzindo significativamente o
indice de infeccdo, a area abaixo da curva, incidéncia e severidade, aumentando o periodo
de incubacido e controlando a fusariose para a cultivar Kottanadan. A cultivar Bragantina
foi mais suscetivel a doenca que a Kottanadan e ndo respondeu diferenciadamente aos

tratamentos aplicados.

Palavras-chave: Controle alternativo ¢ Fusarium solani f. sp. piperis * Piper nigrum

resisténcia * susceptibilidade *
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ABSTRACT

The fusariosis or root rot of black pepper is caused by the fungus Fusarium solani f. sp.
piperis and causes considerable losses in production. This study had as objectives (1) to
evaluate the resistance of two black pepper cultivars inoculated with the pathogen, (2) to
evaluate the effect of alternative products in controlling the fusariosis and (3) to evaluate
the time of application of these products, by analyzing the epidemiological components of
the disease. The experiment was performed under greenhouse conditions following a
randomized block design (RBD), with 3 factors and 4 controls. The evaluations were made
using the grouping test of Scott-Knott. All data were submitted to analysis of variance
(ANOVA) using Genes 3.1 software. Four-months-old black pepper plants were
transplanted in 5-L pots (one plant per pot), and acclimated until six-months-old, when the
products were applied. The products Silicon, Phosphite and Chitosan were added in each
pot 30 and 15 days before the inoculation (preventive application) and 15 and 30 days after
the inoculation (curative application). The incidence, severity and incubation period of the
disease were calculated every 15 days after inoculation. At 180 day after inoculation
(DAI), it was obtained the disease progress curve, the area under the disease progress curve
and the infection rate.

Phosphite and Silicon, applied preventively and curatively, promoted changes in
disease development, significantly reducing the infection rate, the area under the disease
curve, the disease incidence and severity increasing the incubation period and controlling
the fusariose in the Kottanadan pepper cultivar. The cultivar Bragantina was more
susceptible to the disease than Kottanadan and no differential response to the treatments

applied was observed.

Keyword: Alternative control ® Fusarium solani f. sp. piperis * Piper nigrum * resistance ®

susceptibility ®
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1. INTRODUCAO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), originria da India, é uma planta perene,
semi-lenhosa e trepadeira. O género Piper pertence a classe das Eudicotiledoneas, ordem
Piperales e familia Piperacea (EMBRAPA, 2004).

A cultura da pimenta-do-reino foi introduzida no Brasil pelos portugueses durante o
periodo colonial e ganhou importancia comercial a partir da década de 30, quando
comegou a ser cultivada por imigrantes japoneses na regidao de Tomé-Acu, no estado do
Pard (DUARTE et al.,, 2016). O Brasil oscila entre o terceiro e quarto maior produtor
mundial da especiaria com uma producdo anual em 48 mil toneladas em 2015 (IBGE,
2015). O crescimento da produgdo de pimenta-do-reino alcangou 29,8% em rela¢do ao ano
anterior, havendo destaque também para a producdo no Espirito Santo, segundo maior
produtor do Pais, com participagdo estimada em de 44,8% no total a ser produzido (IBGE,
2017). O consumo dessa especiaria no Brasil é pequeno (10%), sendo a maior parte da
producdo exportada principalmente para os Estados Unidos, México, Argentina e Europa
(IBGE, 2013).

Apesar da importancia da pipericultura no cenario regional, nacional e
internacional, ainda faltam conhecimentos que garantam a producdo sustentivel e
econdmica da cultura (SILVA et al. 2011). Mesmo a fusariose, doenga capaz de
inviabilizar o cultivo da pimenta nas lavouras infestadas, ainda carece de estudo sobre
variedades resistentes, métodos alternativos de controle e manejo integrado. Tal situacao
compromete o futuro da producido da pimenta-do-reino, que € o terceiro item na pauta de
exportacdo do Estado (SEAG, 2014).

O Fusarium € um importante componente da fitopatologia mundial. O grande
nimero de espécies pertencentes a este género evidencia a diversidade de habitats nos
quais elas podem sobreviver. Dentro de cada espécie de Fusarium pode haver ainda uma
subdivisdo ou formae speciales patogénicas ou nao-patogénicas, ambas abrigadas em solos
naturais ou cultivados, onde podem permanecer saprofiticamente, por longo periodo de
tempo no solo (EDEL et al., 1997). O agente causal da fusariose em pimenta-do-reino € o
Fusarium solani (Mart.) Appel & Wr. emend. Snyd. & Hans. f. sp. piperis, Albuquerque
(Telemorfo Nectria haematococca Berk. & Br. f. sp. piperis Albuq.) (DUARTE et al.,
2005).
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Dessa forma, a fusariose tornou-se o principal problema fitossanitirio da
pipericultura brasileira (HOMMA, 1998; DUARTE e ALBUQUERQUE, 2005), uma vez
que apresenta sintomas em qualquer estagio de desenvolvimento da planta, ndo havendo
retrocesso da doenca ou cura apds a infeccdo. Uma lavoura sadia possui um ciclo
produtivo de 12 anos, mas reduz drasticamente para 5 a 6 anos de produgdo devido ao
ataque da doenca, o que compromete a manutencdo da producdo (TRINDADE e
POLTRONIERI, 1997; LEMOS et al., 2011). No Estado do Espirito Santo, a doenca foi
detectada hd cerca de 30 anos e ocorre em toda regido produtora (VENTURA e
MILANEZ, 1983).

A intensidade da fusariose € influenciada por fatores como temperatura, umidade,
plantio em solos arenosos, presenca de nematdides, ocorréncia de pH baixo e adubagao
com baixo teor de potassio, além da falta de resisténcia do hospedeiro (SANTOS, 2008).

No patossistema Piper nigrum x Fusarium, a infeccdo ocorre especialmente no
periodo chuvoso, quando a umidade relativa do solo € alta. Temperaturas em torno de 22-
24°C favorecem o desenvolvimento de sintomas na raiz e na parte aérea (SCHERM e
YANG, 1996). Entretanto, os sintomas caracteristicos do patégeno aparecem durante o ano
todo. Outros fatores também contribuem para o aparecimento da doenca como o excesso
de nitrogénio e o estresse hidrico. Lavouras mais velhas sdo importantes focos de
disseminagao do patdgeno. A doenca, geralmente, inicia-se em reboleira, podendo evoluir
posteriormente para todo o pimental, tornando-o economicamente invidvel (VENTURA e
COSTA, 2004).

O modo de penetragdo do fungo nas raizes ainda ndo foi completamente elucidado.
Provavelmente, acontece de forma direta, ou seja, a penetracdo ocorre durante a
germinacdo de clamiddsporos ou macroconidios, que entram em contato com o sistema
radicular das plantas como ocorre no patossistema Fusarium x Glycine max (XING e
WESTPHAL, 2006).

De acordo com Trindade e Poltronieri (1997) e Ventura e Costa (2004), a infeccao
de F. solani em pimenta-do-reino pode ocorrer nas raizes ou nos ramos.

Os patdégenos de incidéncia radicular, como os causadores da fusariose,
coevoluiram com as plantas por milhdes de anos e estdo altamente adaptados ao ambiente
subterraneo em associagdo com o hospedeiro (BRUEHL, 1987). Este fato, aliado a sua
sobrevivéncia por periodos muito longos no solo e a falta de cultivares comerciais com
resisténcia satisfatdria, torna o seu controle dificil. Além disso, devido a infeccdo inicial e

ao desenvolvimento subsequente das doencas ocorrerem, na maioria das vezes, abaixo do
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nivel do solo, patdgenos radiculares sdo comparativamente inacessiveis a manipulacio
direta do homem e as doencas frequentemente ndo sdo notadas até que atinjam estidios
bem avancados, quando as opg¢des de controle tornam-se limitadas (WHEELER e RUSH,
2001).

Até o momento, ndo hi tratamento quimico eficaz contra o Fusarium, nem
tampouco cultivares de pimenta-do-reino resistentes a fusariose (TREMACOLDI, 2010).
Entretanto, métodos ou produtos alternativos t€ém sido parcialmente testados visando o
aproveitamento de suas atividades antibidticas (fungicidas e fungistaticas) no controle de
doencas de plantas.

A busca por métodos/produtos alternativos de manejo das doengas, em substitui¢ao
aos métodos convencionais, vem aumentando nos dltimos anos, em decorréncia dos efeitos
nocivos que os defensivos agricolas provocam ao meio ambiente e a saide humana. Assim,
os estudos para controle da fusariose com uso de métodos alternativos, sdo concernentes
com as estratégias da agricultura moderna e vao em direcdo aos interesses econdmicos €
ecologicos.

Produtos alternativos t€m sido testados para o controle das principais doengas de
plantas (SILVA e PEREIRA, 2008; FERREIRA et al., 2009; PINTO et al., 2010; SILVA,
2011; ACCIOLY et al., 2012; CAIXETA et al., 2012). Para a maioria dos produtos do
mercado, ainda ndo existem estudos cientificos que comprovem sua efetividade no controle
da fusariose da pimenta do reino.

O silicio tem sido testado como uma alternativa para o controle de vérias doencgas
em plantas e tem mostrado resultados promissores. Os sintomas da mancha-aquosa do
meloeiro, causada pela bactéria Acidovorax avenae subsp. citrulli foram significativamente
reduzidos em doses altas de SiO, (FERREIRA, 2009). Em bananeira, a aplicacdo de
diferentes doses de silicio mostrou eficicia no combate ao Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (ACCIOLY et al., 2012).

Da mesma forma, o efeito de diferentes concentragdes de fosfito sobre o
crescimento micelial e esporulacio dos fungos (Colletotrichum lindemuthianum,
Pseudocercospora griseola, Fusarium oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum) tem sido
parcialmente investigado, com resultados contraditorios. Enquanto houve agdo inibitoria
do fosfito de potéssio sobre C. lindemuthianum e F. oxysporum f.sp. phaseoli, reduzindo
significativamente o crescimento micelial e a esporulacdo dos respectivos patdgenos,
Pseucercospora griseola e Sclerotinia sclerotiorum foram insensiveis ao fosfito de

potassio em todas as dosagens testadas (CAIXETA et al., 2012). O fosfito também foi
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utilizado como uma alternativa de controle para a podridio de colo e raizes do
maracujazeiro resultante da infeccdo por causada pelo fungo Fusarium solani,
apresentando um bom nivel de inibi¢do do crescimento micelial do fungo em condig¢des in
vitro (SILVA, 2011).

Outra medida para o manejo da fusariose € o uso de fontes de matéria organica
(hidrolisado e emulsdo de peixe, carapaca de crusticeos e quitosana). A quitosana é a
forma desacetilada da quitina formando um polimero biodegradavel. Entretanto, em
estudos realizados com crisantemo (Chrysanthemum morifolium L.), o uso de quitosana
para o controle de Fusarium gerou resultados varidveis, ndo sendo possivel o
estabelecimento de uma resposta padrao (PINTO et al., 2010). Por outro lado, a infeccao
por Fusarium foi efetivamente suprimida em tomateiro (Lycopersicon esculentum L.) com
o uso de hidrolisado de peixe (MATTOS, 2007; VISCONTI, 2008). Por fim, o controle
biologico da doenga, por meio de microorganismos (bactérias endofiticas) também foi
realizado por Benchimol et al. (2000).

Este estudo teve como objetivos (1) avaliar a resisténcia de duas cultivares de
pimenta-do-reino inoculadas com o patégeno, (2) avaliar o efeito de diferentes produtos no
controle da fusariose e (3) avaliar a época de aplicacdo desses produtos, analisando os

componentes epidemioldgicos da doenca.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e cultivo

Mudas de pimenta-do-reino, cultivares (cv.) Kottanadan (KOT) e Bragantina
(BRA), com 4 meses de idade, foram obtidas do Viveiro Pingo de Ouro (Cérrego do Giral,
Jaguaré-ES), credenciado pelo Registro Nacional de Sementes e Mudas - Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (RENASEM). As mudas foram transplantadas para
vasos plasticos com capacidade para SL e tutoradas em estacas de madeira medindo 2 cm’
x Im de comprimento. Todos os vasos foram devidamente colocados sob pallets de
madeira para evitar contato direto com o solo ambiente.

O desenvolvimento das plantas ocorreu em viveiro, com sombrite a 50%, situado
no Centro Universitario Norte do Espirito Santo, Universidade Federal do Espirito Santo
(CEUNES/UFES). Neste periodo, as plantas foram irrigadas diariamente € nos meses mais
quentes, a irrigacdo foi feita duas vezes ao dia. Tré€s vezes por semana, as plantas foram
irrigadas com 100 mL de solu¢do nutritiva 2 com 100% de for¢a idnica (adaptado de
Fernandes et al., 2002). Esse procedimento foi realizado até as plantas completarem 6
meses de idade, quando iniciou-se a aplicagcdo dos produtos de controle da fusariose. Apds
a aplicacdo dos produtos, as plantas receberam 50 mL de solucdo nutritiva, duas vezes por
semana, até o fim do experimento, por 6 meses (ANEXO 5).

As plantas foram podadas em corte bisel, entre o quarto e quinto ramo

plageotrdpico, para estimular a brotacdo lateral e formacgdo da copa.

2.2. Tratamento do solo

O solo utilizado para o cultivo das plantas foi retirado da Fazenda experimental do
Centro Universitdrio Norte do Espirito Santo (CEUNES/UFES) e classificado como
Planossolo Héplico, franco argilo arenoso, fase relevo plano (NICOLE, 2014).

A solarizagdo foi baseada em GHINI (2004) e realizada por um periodo de 3 meses.
A calagem foi feita de acordo com a recomendagdo da analise de solo. Para a adubagdo do
m> de solo foi utilizado 3,12kg CaNO:s, 2,3kg NH4H,PO,4, 750g KCI, 400g MgSO,, 39¢g
CuSOy, 92g H3BO3, 91g MnSO4 e 340mg ZnSO,4 (Adaptado de PREZOTTI et al, 2007).
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2.3. Produtos alternativos de controle da fusariose

A fonte de fosfito utilizada foi Fosetyl-Al (Bayer®) e seguiu a dose recomendada
para a cultura do café, correspondendo a 2,0 kg de produto comercial/hectare (1000
plantas). De acordo com a Embrapa (2004), 1 hectare de pimenta-do-reino corresponde a
1600 plantas.

A fonte de silicio foi o Silicato de Calcio (Aldrich Chemistry®), e a dose
recomendada foi de 1g/kg de solo (ACCIOLY et al. 2012). Silicio e fosfito foram diluidos
em agua destilada para serem adicionados aos vasos em trés pontos previamente marcados
ao redor do coleto da planta. Os produtos foram aplicados utilizando-se uma seringa com
volume de 10 mL.

A dose de Quitosana (Fagron®) utilizada foi de 1g/kg de solo (baseada em PINTO
et al.,2010 e BENCHIMOL et al. 2006). Por ser insolivel em 4gua, sua adicdo aos vasos
foi na forma de pd, em trés pontos previamente marcados ao redor do coleto da planta.

Os produtos foram adicionados aos vasos em duas aplicacdes: antes da inoculagdo
do fungo (preventivo) e apds a inoculagdo (curativo). A aplicagdo dos produtos
preventivamente ocorreu 30 e 15 dias antes da inoculacdo e a aplica¢do curativa foi
realizada 15 e 30 dias ap6s a inoculacao.

Os controles positivo (sem inoculacdo) e negativo (com inocula¢do) ndo receberam

os produtos.

2.4. Material biolégico e cultivo

Foi utilizado o isolado de Fusarium solani f. sp. piperis CML 2466, da Colecao
Micologica de Lavras, Universidade Federal de Lavras — MG. O fungo foi mantido em
placas de Petri contendo o meio BDA (Batata Dextrose Agar), a 4°C. Para a inoculacao,
discos de 5 mm da cultura pura foram transferidos para placas de Petri, contendo o mesmo
meio. As placas foram incubadas a 25°C em B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), com
fotoperiodo de 12h, por 15 dias.

De acordo com Vaz (2013), o nivel de patogenicidade do isolado CML 2466 ¢ 9,

baseado na escala de notas proposta por Ventura (2010, ndo publicado) (Tabela 1).
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Tabela 1: Escala de notas para avaliacdo da fusariose em Piper nigrum, causada por F. solani f. sp. piperis.

Nota Descricao
1 Sem sintomas perceptiveis
2 Sintomas muito leves no ponto de inoculagdo (lesdo <5 mm)
3 Algumas folhas cloréticas, lesdes nos entrends (5-15 mm)
4 Folhas com clorose (Iesdo 15-20 mm)
5 Plantas com sintoma de murcha e clorose (lesao 20-25 mm)
6 Clorose e murcha das folhas e ramos; pode ocorrer queda dos entrends

(lesdo 25-30 mm)

7 Clorose, murcha e necrose limitada em cerca de 50% das folhas e queda
dos entrends (lesdo 30-35 mm)

8 Sintomas severos ocorrem a queda dos entrends (lesdo >35 mm)

9 Sintomas de desfolha severa, clorose e murcha em 75% das folhas ou

mais. Plantas mortas

Fonte: José Aires Ventura, 2010, ndo publicado.
2.5. Suspensdo de esporos

A suspensao de esporos de F. solani foi preparada pela adi¢do de 20 mL de dgua
destilada esterilizada a cada placa contendo o fungo, sendo estas raspadas com alca de
Drigalsky, para uma eficiente extracdo dos esporos. A Contagem de esporos foi realizada
em Camara de Neubauer e a suspensao foi ajustada para uma concentracio de 108 €sporos

por mL™.

2.6. Inoculagdo dos vasos

Um volume de 10 ml da suspensdo de esporos na concentracdo citada foi
adicionado a cada vaso, préximo ao coleto das plantas. Aos vasos do tratamento controle

positivo foi adicionado 10 ml de dgua destilada esterilizada (ANEXO 6).

2.7. Curva de progresso da doenca e parametros relacionados

A curva de progresso da doenca foi realizada, utilizando-se os valores de incidéncia
e severidade da doenga, avaliados a cada quinze dias, até 180 dias ap6s inoculagdo (DAI).
A incidéncia e a severidade da fusariose na pimenta-do-reino foram avaliadas em

todas as plantas. A incidéncia foi determinada pela porcentagem de plantas com sintomas
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da doenca em relacdo ao total de plantas avaliadas, enquanto a severidade foi estimada pela
porcentagem de area ou volume de tecido vegetal doente (ALFENAS e MAFIA 2016),
com o auxilio de uma escala de notas para isolados de F. solani patogénicos a Piper

nigrum (VENTURA, 2010, ndo publicado) (Tabela 1).

A area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) foi calculada por meio da

equacdo (CAMPBELL & MADDEN, 1990):

n-1
TYi+1+Yi+1

AACPD = 5 X (Ti—1-Ti)

Onde:

AACPD: Area abaixo da curva de progresso da doenca;
Yi = Propor¢ado da doenga na i-ésima repeticao;

Ti = Tempo em dias na i-ésima observacao;

n = Numero total de observacoes.

A taxa de progresso da doenca (R) foi calculada de acordo com Campbell &
Madden (1990), baseado na féormula:
R = (1/t)*In(X/X,)
Onde:
t = tempo decorrente entre a primeira e dltima avaliagdo (dias);
In = logaritmo natural;
X = severidade da doenga na ultima avaliacao (%);

X, = severidade da doenca na primeira avaliagdo (%).

O periodo de incubagdo foi calculado pelo nimero de dias entre a inoculacdo e o
surgimento dos sintomas da doenca em 50% das plantas inoculadas (Bergamin Filho et al,
1995).

O indice de infeccdo, aos 180 DAL, foi calculado de acordo com McKinney (1923)
pela formula:

IDO = X (grau da escala x frequéncia) x 100

numero total de unidades x grau maximo da escala

utilizando-se os dados de severidade da doencga, estimada com o auxilio de escala de notas
de 0 a 9 (Tabela 1), descrita por Ventura, 2010 (ndo publicado) e Abawi e Pastor-Corrales
(1990).
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Ap6s a finalizagdo do experimento, o patégeno foi reisolado com o intuito de

completar o Postulado de Koch (ANEXO 7).

2.8. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em Delineamento em Blocos Casualizados (DBC),
com 3 fatores e 4 controles. O primeiro fator representado pelas cultivares (cv.)
Kottanadan (KOT) e Bragantina (BRA), o segundo fator representado pelos produtos
silicio, fosfito e quitosana (Si, Fos e Qui) e o terceiro fator representado pela época de
aplicacdo: preventiva (P) e curativa (C). Apesar dos tratamentos serem compostos por 3
fatores e seus respectivos niveis, a andlise em esquema fatorial limitaria a compara¢do com
os controles positivo e negativo para cada cultivar. Assim, na analise de variadncia,
desconsiderou-se os efeitos dos fatores e suas interagdes e, no desdobramento da mesma,
realizou-se teste de agrupamento de Scott-Knott. Foram utilizadas 3 repeti¢des, totalizando
48 parcelas, com 10 plantas por parcela (Figura 1). Para o estudo das relacdes entre as
varidveis, foram realizadas analises de correlagdo linear de Pearson (r). A significancia das
correlagdes foi analisada pelo teste “t” de Student em nivel de 5% de probabilidade. Todos
os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) por meio do software Genes

3.1 (CRUZ, 2016).

Fos-P Qui-C Qui-P CN Si-P Qui-C CcP Si-C
E ®OT) ®or) ®BR4) (BR4) ®BR3) (BR3) ®orT) BR4)
=
g CP Si-P Fosf-C Fos-P Si-C CN Fos-C Qui-P
(BR3) ®oT) ®OT) (BR4) ®oT) ®OT) (BR4) ®0T)
Qui-P Si-C Si-P CN Fos-C Fos-P CP Qui-C
A ®OT) (KOT) @RA) (EOT) ERA) ®OT) ERA) @ER4)
]
=]
g2 CP Fos-P Qui-C QuiP Si-C CN Fos-C Si-P
®OT) BRa) ®OT) (BR4) ®BR3) (BR3) ®orT) ®0T)
Fos-C Si-P CP QuiP Si-C Fos-P CN Si-C
P ERY) (KOT) ®OT) (EOT) ERA) ERY) ERA) ®OT)
=l
=
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Figura 1: Disposi¢@o dos tratamentos em viveiro, localizado no Centro Universitario Norte do Espirito Santo
(CEUNES/UEFES).

KOT - Kottanadan; Bra — Bragantina

CP - controle positivo (sem indculo); CN — controle negativo (com indculo)

Fos-P = fosfito preventivo; Si-P = silicio preventivo; Qui-P = quitosana preventivo
Fos-C = fosfito curativo; Si-C = silicio curativo; Qui-C = quitosana curativo
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3. RESULTADOS

3.1. Curvas de progresso da doenga

As curvas de progresso da fusariose em plantas de pimenta-do-reino, cultivadas em
viveiro, estdo representadas na Figura 2. De um modo geral, houve diferenca sobre o
progresso da doenca nas plantas das cv. Kottanadan e Bragantina, tratadas previamente e
curativamente com Si, Fos e Qui. Os componentes epidemioldgicos, baseados na
incidéncia e severidade da doenca, foram analisados estatisticamente e sdo apresentados ao

longo dos resultados.
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Figura 2: Curva de progresso da fusariose, aos 180 DAI, em plantas suplementadas com Silicio (Si), Fosfito
(Fos) e Quitosana (Qui), antes e apds a inoculagdo. CP - controle positivo e CN - controle negativo. A e B -
tratamento preventivo (P); C e D - tratamento curativo (C). KOT - Kottanadan; BRA — Bragantina.
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3.2. Incidéncia e Severidade da doenca

Aos 180 DAI, incidéncia da doenca (ID) variou entre 20% e 100% e mostrou
diferenca estatistica (p<0,01) entre os tratamentos. Menor ID foi observada para a cv.
Kottanadan, nos tratamentos Qui-P (57%), Si-C (57%) Si-P (50%), Fos-P (43%), e Fos-C
(37%). No entanto, o tratamento Qui-C apresentou maior ID (67%). Embora ndo
inoculado, o controle positivo (CP) apresentou sintomas da doenca (20%). A cv.
Bragantina apresentou ID acima de 70% em todos os tratamentos e nos controles positivo

(CP) e Negativo (CN) (Figura 3).
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Figura 3: Incidéncia (%) de Fusarium solani f. sp. piperis em pimenta-do-reino, aos 180 DAI em plantas
tratadas com Silicio (Si), Fosfito (Fos) e Quitosana (Qui), preventivamente (P) e curativamente (C). CP -
controle positivo e CN - controle negativo. KOT - Kottanadan; BRA - Bragantina. Médias seguidas da
mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 1% de
probabilidade. As barras representam o erro padrao da média.

A severidade da fusariose também foi avaliada aos 180 DAI e apresentou variagdes
ao longo da escala de notas (Figura 4). Assim, como nos resultados para incidéncia da
doenca (Figura 3), observou-se a menores notas de severidade para a cv. Kottanadan em
todos os tratamentos bem como nos controle positivo e negativo. Os dados com as médias
estatisticas estdo representados na Tabela 2.

As plantas com nota 1 sdo aquelas sem sintomas visiveis de doenca. A cv.
Kottanadan apresentou melhores resultados que a Bragantina, em todos os tratamentos. As
plantas que receberam notas 2, 3, 4 e 5 ndo diferiram estatisticamente entre os tratamentos,

em ambas as cultivares.
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Observou-se auséncia de plantas da cv. Kottanadan com as notas 6, 7, 8 e 9, exceto
para o tratamento Si-P e CN. Entretanto, de modo geral, as maiores severidades da doenca
foram observadas para a cv. Bragantina, com notas acima de 6, representando 59,6% de

plantas doentes (Figura 4; Tabela 2).
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Figura 4: Efeito do Si (Silicio), Fos (Fosfito) e Qui (Quitosana), em duas épocas de aplicacdo (preventiva — P
e curativa — C) na severidade de F. solani em duas cultivares de pimenta-do-reino. KOT - Kottanadan; BRA
— Bragantina.

*Escala de notas: Ventura, 2010 (ndo publicado) (Tabela 1)
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Tabela 2: Efeito do Silicio, Fosfito e Quitosana (preventivo — P; curativo — C) na severidade de F. solani em

pimenta-do-reino.

Severidade de F. solani (%)

Notas 1** 2“.5. 3]’1.5. 4]’1.5. 5“.5. 6* 7* 8** 9**
Si-P 167 a 44 33 1.1 ; 22b 33 a ; 22 b
Fos-P 189 a 6.7 44 33 ; ; ; ;
Qui-P 144 a 10.0 8.9 ; ; ; ; ;
5 | sic 144 a 44 10.0 ; 44 ) ) ;
% | Fos-C 200 a 1.1 - ; 22 ; ; ;
Qui-C 144 a 10.0 6.7 5.6 11 ; ; ;
cp 2.7 a 44 0.0 22 ; ; ; ;
CN 56b 44 16.7 11 ; 22b  1.1b ; ;
Si-P 44 b 33 11 ; ; 33a 44a - 167 a
Fos-P 22 b - 5.6 - - 55 a - 78 a 10.0 a
Qui-P 22 b ; 33 11 ; 55a 22a  67a 78 a
s | sic 44 b 44 33 11 11 78a 22a 33b  33b
2 | Fos-C 89 b 6.7 22 ; ; s6a I11b 11b 78a
Qui-C 44 b 44 5.6 ; 22 44a 56a 22b  44b
cP 89 b 33 33 ; ; 44a 11b 11b 1lla
CN ; 8.9 1.1 ; 11 44a 22a 22b 133a

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01)
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05)

™ ndo significativo

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre

Scott-Knott.

(-) auséncia de plantas com essa nota. Notas (Tabela 1)

3.3. Area abaixo da curva da doenca (AACPD)

si pelo teste de agrupamento de

Com base nos estudos de incidéncia e severidade, calculou-se a area abaixo da

curva da doenca (AACPD). Houve diferenca significativa (p<0,01) para os dois parametros

avaliados (Figura 5). Para a cv. Kottanadan, a AACPD para incidéncia (AACPDI)

evidenciou menor incidéncia de doenca em todos os tratamentos, inclusive no controle

negativo (Figura 5A). O mesmo pode ser observado para a ACCPD para severidade

(AACPDS), mostrando que a severidade foi menor nesses tratamentos para a cv.

Kottanadan (Figura 5B). Para a cv. Bragantina, todos os tratamentos mostraram alta

porcentagem de AACPDI e AACPDS, exceto para o tratamento Fos-C, para o qual baixa

incidéncia com maior severidade da doenca foi observada (Figura 5 A,B).
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Figura 5: Area abaixo da curva de progresso da doenca para incidéncia (AACPDI) - (A) e severidade
(AACPDS) - (B), avaliadas aos 180 DAI, em duas cvs. de pimenta-do-reino (KOT — Kottanadan; BRA —
Bragantina), considerando a média dos tratamentos controle (CP — controle positivo; CN — controle negativo)
e daqueles com aplicacdo preventiva (P) e curativa (C) de Silicio (Si), Fosfito (Fos) e Quitosana (Qui).
Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 1% de
probabilidade. As barras representam o erro padrdao da média.

3.4. Taxa de progresso da doenca (R) e periodo de incubagdo (PI)

Os valores da taxa de progresso da doenca (R) e periodo de incubacgdo (PI) também
apresentaram diferenca significativa (p<0,01), pelo teste de Scott-Knott (Figura 6A). Para a
cv. Kottanadan, a taxa de progresso da doenca foi menor para todos os tratamentos, exceto
para o CN. Contrariamente, a cv. Bragantina apresentou maiores taxas de progresso

comparada a Kottanadan, e todos os tratamentos (exceto CP) foram iguais ao CN. O
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periodo de incubacdo foi maior para todos os tratamentos da cv. Kottanadan, variando

entre 90 e 100 dias. O fungo inoculado em plantas tratadas previamente com Fos

apresentou PI de 120 dias. Embora o controle positivo (CP) ndo tenha sido inoculado,

sintomas de doenga foram observados e, portanto, o PI do fungo nessas plantas foi de 130

dias (Figura 6B). Para a cv. Bragantina, de modo geral, o PI de F. solani foi de 60 dias,

exceto para o controle negativo (CN), que apresentou sintomas de doenca aos 45 DAI

(Figura 6B).
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Figura 6: Taxa de progresso da doenca (A) e periodo de incubacdo (B) de F. solani f. sp. piperis inoculado
em plantas de pimenta-do-reino tratadas com Si (Silicio), Fos (Fosfito) e Qui (Quitosana), 30 e 15 dias antes
da inoculacdo (P — preventivo) e 15 e 30 dias apds a inoculag¢do (C — curativo). Colunas seguidas da mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 1% de probabilidade. As barras
representam o erro padrao da média.
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3.5. Indice de infeccdo da doenca (Indice de McKinney)

O indice de infec¢do da doenca (IDO) também diferiu estatisticamente (p<0,01)
entre os tratamentos avaliados (Tabela 3). Para a cv. Kottanadan, menores valores de IDO
foram observados em todos os tratamentos, exceto para Qui-C, a qual apresentou 36,91%
de infec¢do. Diferentemente, a cv. Bragantina apresentou maior IDO para todos os
tratamentos, exceto para Si-C (10,41%) e Qui-C (13, 75%). Em relacdo a classe de reacdo
a doenca, as plantas da cv. Kottanadan tratadas com Fos e Qui, preventivamente e Si e Fos,
curativamente e o CP, mostraram-se resistentes a infec¢ao flingica. Os tratamentos Si-P e
CN foram classificados como tolerantes. A cv Bragantina nao apresentou classe de reacio
R (resistente). As plantas tratadas com Si-C e Qui-C foram classificadas como tolerantes;
as plantas tratadas com Si-P, Fos-P, Qui-P, Fos-C e CP receberam classificacdo S

(sensivel) e o CN foi AS (altamente sensivel) a doenga (ANEXOS 8, 9, 10, 11, 12).

Tabela 3: Indice de infeccio da fusariose (F. solani f.sp. piperis) em duas cultivares de Piper nigrum (KOT -
Kottanadan; BRA - Bragantina) e reag@o a doenca.

KOT BRA
Indice de infeccio Cliizsgﬁge Indice de infecciio Cliiisg;,e
(IDO)* (CR) (IDO)* (CR)

Si-P 6.93 c T 50.22b S
Fos-P 0.20d R 3043b S
Qui-P 0.21d R 40.23b S

Si-C 0.26d R 1041 c T
Fos-C 0.22d R 36.94b S
Qui-C 36910 S 13.75¢ T

CP 0.15d R 33.57b S

CN 6.97 c T 70.13 a AS

*[ndice de infec¢do de McKinney (1923): IDO (%)

CR - Classe de Reacdo; R - Resistente; T - Tolerante; S - Suscetivel; AS - altamente suscetivel.

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de
Scott-Knott a 1% de probabilidade.
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4. DISCUSSAO

A curva de progresso da doenca, usualmente expressa pela plotagem da propor¢ao
de doenca versus o tempo, € a melhor representacdo de uma epidemia. Através dela,
interacOes entre patdgeno, hospedeiro e ambiente podem ser caracterizadas (BERGAMIN
FILHO e AMORIM, 1996).

No patossistema Piper nigrum x Fusarium solani, o hospedeiro € perene e de
origem tropical. O patégeno ¢ um fungo que produz estruturas de resisténcia, o que gera
uma epidemia de média ou longa duracdo, dependendo de alguns fatores como
temperatura, umidade e a resisténcia do hospedeiro. A temperatura maxima média durante
a conducgio experimento foi de 29,4°C e a minima de 24,7°C. A umidade relativa média
oscilou entre 82.4% e 77,4%. Ambas as variaveis mantiveram-se dentro do intervalo
favoravel a doenca.

Na Figura 2 sdo apresentadas as curvas de progresso da fusariose em plantas
pimenta-do-reino cultivadas, ao longo do tempo e tratadas com diferentes produtos. Para os
trés tipos de produtos testados, em duas épocas de aplicacdo, observa-se pontos de maior
crescimento da doenca, seguidos de periodos com menor intensidade de crescimento. Esses
periodos de crescimento elevado da doenca coincidem com a producdo de cachos (dados
nao mostrados). De acordo com O’Connell (2012), embora a infec¢cao por F. solani possa
ocorrer em qualquer estidio de desenvolvimento, é na fase de plena produgdo que as
plantas sdo frequentemente infectadas e desenvolvem sintomas de doenga com maior
intensidade.

Outro fator que favorece a atuacdo do patdégeno € a temperatura e a umidade
elevadas, agravando ainda mais a doenca (DUARTE e ALBUQUERQUE, 1999;
BERGAMIN FILHO et al., 2011). No caso de F. solani, temperaturas entre 25-35°C
favorecem o seu desenvolvimento e a evolucao da doenca no campo (BEDENDO, 2005).
Apesar dos dados de temperatura mencionados coincidirem com os registrados no periodo
de realizacdo deste experimento, observa-se claramente que houve diferenca na evolucao
do patégeno em relacdo as cultivares de pimenta-do-reino e aos produtos avaliados,
independente da temperatura, que mostra o efeito da resisténcia e dos proprios tratamentos

na evolugdo temporal da doenca.
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Independente da situacdo, varios parametros importantes da curva de progresso da
doenca podem ser caracterizados, como: época de inicio da epidemia, quantidade de
in6culo inicial, taxa de progresso da doenca (R), 4rea abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD), indice de infec¢do entre outros (Bergamin Filho et al., 1995; Bergamin
Filho e Amorim, 1996), os quais atingiram maiores valores e maiores taxas de crescimento
na cv. Bragantina, indicando maior susceptibilidade desta cultivar ao isolado testado. A
quantificacdo de doencas também € necessaria tanto para o estudo de medidas de controle,
como para a determinacdo da eficiéncia de um fungicida ou para a caracterizacdo da

resisténcia do hospedeiro (MICHEREFF, 2001).

4.1. Incidéncia e Severidade da doenca e AACPDs

Menor incidéncia da doenca foi observada para a cv. Kottanadan em todos os
tratamentos avaliados, exceto no CN. Diante desses resultados, observou-se que os trés
produtos testados influenciaram a incidéncia da doenca para a cv. Kottanadan, tanto na
aplicacdo preventiva quanto na curativa, considerando que o CN apresentou maior
porcentagem de incidéncia. Entretanto, houve maior incidéncia da doenga nas plantas da
cv. Bragantina tratadas com Si, Fos e Qui, antes a ap6s a inoculacao, nao diferindo do CN
(Figura 3).

Em relacdo a severidade da doenca (Figura 4, Tabela 2), os resultados foram
semelhantes aos encontrados para a incidéncia da doengca em relacdo as cultivares. A
severidade foi menor nas plantas da cv. Kottanadan. Apesar do tratamento Si-P apresentar
notas de maior severidade da doenca (6, 7 € 9), a porcentagem de plantas sem sintomas
visiveis de doenga neste tratamento (nota 1) foi maior. Os outros tratamentos (Fos e Qui
preventivos e Si, Fos e Qui curativos) foram classificados até a nota 5 de severidade, o que
corresponde a 25% de severidade da doenca (ABAWI e PASTOR-CORRALES, 1990).
Contrariamente, para a cv. Bragantina, todos os tratamentos atingiram notas maiores de
severidade da doenca (6 a 9), acima de 40%. Apesar disso, mesmo apresentando maior
severidade, houve diferenca entre os produtos (Tabela 2)

Os valores da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) também
foram significativamente diferentes entre os tratamentos. Menor AACPDI foi observado
para a cv Kottanadan em todos os tratamentos. Embora sejam estatisticamente iguais, 0o
Fos-P, Fos-C e Si-P destacaram-se por apresentarem menores valores de AACPDI para a

cv Kottanadan. Para a cv Bragantina observaram-se maiores valores de AACPDI em todos
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os tratamentos. Apesar de serem estatisticamente iguais, maiores valores foram observados
para Fos-P e Qui-C, além do CN (Figura 5A). A AACPDS (Figura 5B) apresentou
comportamento semelhante, revelando que a cv. Kottanadan apresentou menor severidade
da doenga, principalmente no tratamento Fos-C.

Muitos autores relatam a eficiéncia do Silicio, do Fosfito e da Quitosana em
controlar sintomas de doencas causadas por fungos patogénicos (CHERIF et al, 1994;
EPSTEIN, 1994; BELANGER, et al., 2003; BAUSTISTA-BANOS et al. 2003;
FAUTEUX et al., 2005).

Em relacdo a eficiéncia dos produtos na supressividade da doenca, observou-se que
para a cv. Kottanadan, o Si reduziu a AACPDI e AACPDS em 57.,8% e 32,2%,
respectivamente, quando aplicado preventivamente. Valores aproximados foram
apresentados no tratamento curativo com Si (reducdo de 52,9% para intensidade e 21,1%
para severidade) (Figura 5 A,B). Nossos resultados corroboram com os de Diogo e Wydra
(2007) que avaliaram a influéncia do Si no patossistema tomateiro (Solanum lycopersicon
L.) x Ralstonia solanacearum, agente causal da murcha-bacteriana, e verificaram redugdes
de 33,8% e 81,2% para a area abaixo da curva de progresso da severidade da doenca nos
genotipos King Kong 2 e Hawaii 7998, respectivamente. De acordo com os autores,
andlises imuno- histoquimicas indicaram que o Si pode reduzir a colonizacio pela bactéria
nos vasos do xilema devido a indu¢do de mecanismos de resisténcia basal, como mudancas
na estrutura de polissacarideos pécticos da parede celular. Pozza et al. (2004) ,
incorporando 1 g de silicato de Ca em 1 kg de substrato, verificaram reducdo de 63,2% de
folhas de cafeeiro afetadas por cercosporiose e de 43% no total de lesdes por plantas, além
do aumento significativo nos teores de Si foliar em comparagdo ao controle. Schurt et al
(2012) relataram que o Si contribuiu de forma eficiente para o aumento da resisténcia fisica
das bainhas de plantas de arroz tratadas com Si quando infectadas com Rhizoctonia solani.

Entretanto, resultados semelhantes ndo foram descritos no presente trabalho para a
cv. Bragantina. O comportamento dessa cultivar quando tratada com Si-P e Si-C mostrou
que os dois modos de aplicagdo agiram similarmente na reducdo da AACPDI da doenga
(reducdo de 33,3%). Apesar disso, a AACPDS revelou que Si-P reduziu apenas 15% da
severidade e o Si-C estimulou a severidade da doenca em 3,6% (Figura 5B).

Os mecanismos de supressdo dos patdgenos pelas plantas nutridas com Si ainda ndo
foram muito bem elucidados. Para tanto, existem duas explicacdes para essa supressao: a
primeira seria que o acimulo do Si na epiderme impede a penetragdo do tubo infectivo dos

fungos nos tecidos da planta (MENZIES et al., 1991; VIDHYASEKARAN, 1997; LIMA
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FILHO et al., 1999), formando uma barreira fisica. A segunda seria que o Si afeta
consideravelmente os mecanismos de defesa em plantas e ndo atua apenas de forma
passiva na resisténcia (LIANG et al.,, 2005), estimulando a producdo de fitoalexinas,
compostos fendlicos, quitinases, peroxidases e acimulo de lignina (EPSTEIN, 1999
RODRIGUES et al., 2003).

Em experimentos realizados in vitro, a presenca de Si ndo afetou a esporulagdo de
F. solani, induzindo o crescimento micelial do fungo em todas as concentragdes testadas
(D’ADDAZIO et al., 2016). Outros autores também obtiveram resultados semelhantes com
Pestalotia longisetula (CARRE-MISSIO et al., 2010) e Fusarium spp e Verticillium spp.
(KAISER et al., 2005).

A expressdo da indugdo de resisténcia, através da elicitacdo de fitoalexinas dentre
outras vias, vem sendo desenvolvida pela inddstria agroquimica, através de produtos
alternativos como o caso dos fertilizantes foliares a base de fosfitos.

Os resultados apresentados neste trabalho revelam que o fosfito aplicado as plantas
de pimenta-do-reino da cv. Kottanadam resultou numa maior porcentagem na redugao da
AACPDI da doenga, tanto na forma preventiva (71,4%) como na forma curativa (67,4%)
quando comparado aos outros produtos testados. A AACPDS foi de 40,1% e 57% para
Fos-P e Fos-C, respectivamente. A acdo dos fosfitos sobre os fungos pode se dar de forma
direta (FENN e COFFEY, 1985; FENN e COFFEY, 1989) ou por meio da ativacdo de
mecanismos de defesa da planta (GUEST e GRANT, 1991). De acordo com (GUEST e
BOMPEIX, 1990), o tratamento com fosfitos induz a planta a apresentar resposta imediata
ao ataque de patdgenos, o que reforca os resultados observados para a cv. Kottanadan.

Os resultados deste trabalho corroboram com os de outros autores. Na cultura da
soja, houve reducdes significativas na incidéncia e severidade de sintomas da ferrugem
asiatica devido ao emprego de fosfito como fertilizante foliar (GASPARIN et al., 2012).
De acordo com Smillie et al. (1989), a aplicacdo de fosfito promoveu protecdo de plantas
de fumo contra a invasdo do patégeno Phytophthora nicotianae, resultando em lesdes
menores quando comparadas as plantas nao tratadas com fosfito. Plantulas de citros (Citrus
sinensis) tratadas com diferentes formulagdes de fosfito, quando inoculadas com
Phytophthora citrophthora e Phytophthora palmivora apresentaram reducao no nimero de
plantas afetadas (TUSET et al., 2003; ORBOVIC et al., 2008). Jackson et al. (2000), ao
avaliarem o comportamento de fosfitos no patossistema Eucaliptus marginata e

Phytophthora cinnamomi, observaram que baixas concentragdes de fosfito apresentam
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acdo indireta, com reflexo no acimulo de fitoalexinas e fendis, enquanto o uso de elevadas
concentracdes, a atuacdo € direta sobre o patdgeno.

Afek and Sztejnberg (1989), com base em tratamentos com fosetil-Al e acido
fosforoso, em plantas de Citrus macrophylla, laranja azeda e limdo rugoso, sugeriram
inducdo de resisténcia em citros pelo aumento na producdo de fitoalexinas. Os autores
também sugeriram que o efeito in vivo do fosetil-Al pode ocorrer de duas maneiras:
tratamentos em niveis baixos do fosetil-Al incrementariam os mecanismos de defesa do
hospedeiro, e em altos niveis atuariam como um agente fungistatico. De acordo com Feen
e Coffey (1989), o efeito do fosfito de potassio seria tdo potente quanto o do fosetil-Al,
pois possui modo de acao similar.

Resultados contrarios foram observados para a cv. Bragantina. A aplicacio
preventiva de fosfito reduziu em 28,3% a AACPDI da doenga, mas aumentou em 5,4% sua
severidade. Entretanto, no tratamento curativo para fosfito, a redu¢do da intensidade e da
severidade foi de 51,6% e 23,1%, respectivamente.

Apesar de varios trabalhos relatarem a eficicia de fosfitos em reduzir doengas em
plantas, principalmente doengas causadas por oomycetos (FOSTER et al., 1998), ndao ha
relatos para doencas vasculares. Uma hipdtese para a baixa eficacia do fosfito em controlar
a incidéncia e severidade da fusariose na cv. Bragantina, quando aplicado preventivamente,
pode estar relacionada a duas formas de a¢ao desse composto. De acordo com Nojosa et al.
(2005), a acdo indireta do fosfito envolve a ativagdo de mecanismos de defesa da planta
como producdo de fendis ou a lignificagdo da parede celular da planta, impedindo a
penetracdo ou desenvolvimento de fungos nos tecidos vegetais (PASCHOLATI e LEITE,
1995; AGRIOS, 2005). A acdo direta ocorre especificamente sobre o patégeno,
danificando a membrana plasmatica e a parede celular das hifas (KING et al., 2010).
Considerando os resultados obtidos para a cv. Bragantina, infere-se que a aplicacdo
preventiva do fosfito ndo exerceu ativagdo nos mecanismos de prote¢do da planta, sendo
evidenciados pela baixa redu¢do na incidéncia e pelo aumento da severidade da doenca.
Pode-se considerar, entdo, que a aplicacdo do fosfito ap6s a inoculacdo mostrou efeito
sobre o patdégeno.

Em testes in vitro, Aratdjo et al. (2008) verificaram a inibi¢cdo do crescimento das
culturas e a velocidade de crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides, agente
causal de mancha foliar em maca Gala, em relacio a testemunha, quando utilizadas

diferentes formulagdes de fosfito. Resultados semelhantes foram descritos por D’ Addazio
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et al. (2016), os quais relataram 100% de inibicdo do crescimento micelial de quatro
isolados de Fusarium solani f. sp. piperis na presenca de fosfito.

As propriedades antimicrobianas da quitosana t€ém potencializado sua utilizacao.
Piero e Garda (2008), relataram que a quitosana reduziu a severidade de Colletotrichum
lindemuthianum em torno de 70%, quando utilizou-se o produto 4 dias antes da inoculagao,
como também induziu resisténcia ao fitopatégeno em feijoeiro-comum. Lin et al. (2005) e
Bautista- Bands et al. (2006) relataram que quitosana foi eficiente em controlar algumas
doencas induzindo resisténcia na planta ou causando alteragdo morfolégica no patégeno.
Entretanto, outros autores apresentaram resultados contraditorios. Pinto et al (2010),
utilizando a quitosana para o controle da murcha de Fusarium oxysporum f. sp.
chrysanthemi em crisantemo, relataram que os resultados obtidos com a quitosana foram
muito varidveis nas repeticoes do ensaio, nao sendo possivel o estabelecimento de uma
resposta padrdo sobre a doenca.

Os resultados apresentados neste trabalho revelam que a quitosana aplicada
preventivamente a cv. Kottanadan apresentou maior reducdo da AACPDI da doenga (53%)
em relagdo a aplicacdo curativa (36%). A severidade da doenca também foi reduzida com
maior porcentagem para o tratamento preventivo (42,6%) quando comparada ao tratamento
curativo (23,8%). A supressividade da fusariose para a cv. Bragantina apresentou
comportamento semelhante aos demais produtos. A quitosana preventiva reduziu em
30,9% e 24,3% a intensidade e a severidade da doenca, respectivamente. Entretanto,
quando aplicada curativamente, ou seja, apos a inoculacdo do patdégeno, houve 25,6% na
redu¢do da intensidade, mas um aumento na severidade da doenca de 9,6%. Uma provavel
explicacdo para a baixa supressividade da fusariose em plantas de pimenta-do-reino
tratadas com quitosana pode estar relacionada a presenca de enzimas envolvidas no
processo de patogenicidade do fungo. Algumas dessas enzimas, como as cutinases, as
quitosanases (que degradam quitosana) e as celulases entre outras, estdo envolvidas na
degradacao de varias fitoalexinas produzidas pela planta como forma de defesa ao ataque
do patégeno (LESLIE e SUMMERELL, 2006).

De acordo com Samac e Leong (1989), Epstein et al (1994) e Jones e Epstein
(1990), os mecanismos de patogenicidade de F. solani, os quais envolvem a enzima
cutinase, 0 modo de fixacdo de esporos e a penetracdo na superficie do hospedeiro, siao
caracteres importantes que ajudam a determinar se uma estirpe € um patogeno efetivo e o
grau de infec¢do que é capaz de causar. Aliado a esse fato, evidéncias indicam maior

susceptibilidade da cv. Bragantina ao ataque do patogeno.
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Experimentos in vitro com quitosana mostraram que o produto ndo inibiu o
crescimento micelial de F. solani f. sp. piperis (D’ ADDAZIO et al.; 2016) e de Neonectria
liriodendri, causador da doenca do caule em videiras (NASCIMENTO et al., 2007).

4.2. Taxa de progresso da doenga (R) e periodo de incubagdo (PI)

Temperaturas em torno de 25-30°C favorecem o crescimento de Fusarium (LESLIE
e SUMMERELL, 2006), como também o desenvolvimento de sintomas da doenga na raiz
e parte aérea de plantas infectadas (SCHERM e YANG, 1996). Entretanto, os sintomas
caracteristicos da doenca aparecem durante todo o ano. Considerando que os dados de
temperatura e umidade relativa do ar no periodo de realizacdo do experimento foram
constantes e favoraveis ao crescimento flingico, a taxa de progresso da doenga foi menor
para todos os tratamentos da cv. Kottanadan, exceto para o tratamento Qui-C e CN. O
mesmo nao ocorreu para a cultivar Bragantina onde a taxa de progresso foi maior (Figura
6A). Nesse sentido, observou-se que os tratamentos Si-P, Fos-P, Qui-P, Si-C e Fos-C para
a cv. Kottanadan retardaram o progresso do fungo. O tratamento Qui-C apresentou o
mesmo comportamento do CN, indicando que a quitosana ndo € eficiente para retardar a
taxa de progresso da doenga. Em relacdo a cv. Bragantina, todos os tratamentos avaliados
ndo influenciaram a taxa de progresso da doencga.

De acordo com Spdsito et al. (2004) a resisténcia de variedades pode ser comparada
por meio da taxa de progresso da doenca, desde que as plantas sejam submetidas a
condic¢des similares de clima e sob a mesma populagdo patogénica. Os autores observaram
que as trés variedades de Citrus avaliadas apresentaram a mesma taxa de progresso da
doenca (R), concluindo-se, entdo, que as variedades possuem o mesmo nivel de
suscetibilidade a mancha preta dos citros. Tais resultados diferem dos encontrados neste
trabalho, uma vez que a cv. Kottanadan apresentou menores taxas de progresso da doenca,
ou seja, menor susceptibilidade a fusariose quando comparada a cv. Bragantina.

Os dados do PI estao de acordo com os dados da taxa de progresso da doenca
(Figura 6 A,B). A cv. Kottanadan apresentou maior periodo de incubacdo do fungo em
todos os tratamentos, com destaque para Fos-P (120 DAI). O periodo de incubacdo para os
demais tratamentos da cv. Kottanadan variou entre 90 ¢ 100 DAI incluindo o CN,
indicando que os tratamentos preventivo e curativo com Si € Qui ndo influenciaram essa
variavel. Para a cv. Bragantina, o periodo de incuba¢@o foi menor em todos os tratamentos

(entre 60 e 70 DAI). O CN apresentou os primeiros sintomas de doenga aos 45 DAI, onde



121

a temperatura média foi de 24°C, a umidade relativa do ar foi entre 80 e 85% e a
precipitacdo foi de 0, 16 mm. Embora os controles positivos (CP) de ambas as cultivares
ndo tenham sido inoculados, houve aparecimento de sintomas da fusariose, sendo o
periodo de incubac¢do de 130 dias para a cv. Kottanadan e 90 dias para a cv. Bragantina
(Figura 6B).

Parlevliet (1979) considera que diferencas no periodo de incubacdo refletem
diferencas na taxa de crescimento do patdégeno no hospedeiro e, consequentemente, na taxa
de progresso da epidemia, sendo um importante componente de resisténcia.

Se considerarmos somente as cultivares, observamos que a cv. Kottanadan
apresentou periodos de incubacdo mais longos que os da Bragantina, indicando maior
resisténcia quando avaliada por esse parametro. Nossos resultados sdo embasados na
correlagdo negativa entre Pl e AACPDS (r = -0,8747; p = 0,0013).

Alguns autores relatam a eficiéncia do Si, Fos e Qui no aumento do periodo de
incubacdo da doenca. Resende et al. (2009), obtiveram aumento no periodo de incubacgdo e
reducdo da infec¢do da antracnose nas folhas de uma linhagem suscetivel de sorgo com a
aplicacdo de silicato de calcio no solo. Shetty et al. (2012), observaram atraso no
aparecimento dos sintomas e reducdo na severidade do mildio pulverulento em roseira
suprida com Si. Em relacdo aos fosfitos, Silva et al. (2013), relataram que os fosfitos
também podem reduzir a esporulagdo dos microrganismos, possibilitando com isso a
reducdo do potencial de in6culo dos patdégenos. Em relagdo a quitosana, a sensibilidade dos
patdgenos ao polissacarideo € variada. Alguns autores obtiveram resultados satisfatorios
(GURGEL et al. 2005; CAMILLI et al., 2007; EL HADRAMI et al., 2010) enquanto
outros sugerem que os resultados obtidos ndo sdo conclusivos (XU et al., 2007; PINTO et

al., 2010).

4.3. Indice de infeccdo de McKinney (IDO) e classe de reacdo a doenca

De acordo com o indice de infe¢cdo de Mckinney (1923), calculado com base nas
notas da avaliacdo, e com o resultado do teste de Scott-Knott, foram obtidas quatro classes
de reacdo a doenca entre os tratamentos avaliados: resistentes, tolerantes, sensiveis e
altamente sensiveis (Tabela 3).

A resisténcia de plantas a doencas ocorre por mecanismos que impedem ou limitam
a atividade do patdgeno no tecido da planta hospedeira. Por outro lado a tolerancia nao

restringe a infec¢do, colonizacdo e reproducdo do patégeno, mas permite a planta manter
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sua producdo mesmo sob a colonizacao de seus tecidos pelo patégeno. Tanto a resisténcia
como a tolerancia s@o controladas por mecanismos complexos da planta e do hospedeiro e
podem ser compreendidos sob o ponto de vista fisioldgico, genético e epidemioldgico
(SCHAFER, 1971, AGRIOS, 2005).

De acordo com Camargo e Bergamin Filho (1995) e Agrios (2005), uma das
caracteristicas de resisténcia de um cultivar € a reducio da taxa de progresso da doenca
seja pelo menor tamanho das lesdes, maior periodo latente ou pela menor capacidade
esporulativa ao patégeno. Porém, caracteristicas genéticas como presenga ou auséncia de
genes de resisténcia no hospedeiro e genes de viruléncia e aviruléncia no patégeno siao
importantes no auxilio da caracterizacdo da reacdo a doencga.

Na Tabela 3 e na Figura 6A sdo apresentados os resultados do indice de infec¢ao
(IDO) e da taxa de progresso da doenga para as duas cultivares estudadas. Nesse sentido,
pode-se observar que a cv. Kottanadan apresenta maior resisténcia ao patdégeno
comparativamente a cv. Bragantina, ambas submetidas ao mesmo tipo de tratamento. No
entanto, nota-se que o CN da cv. Kottanadan foi classificado como tolerante, inferindo-se
que ndo apenas os produtos atuaram na resisténcia e tolerancia da planta, mas também
mecanismos de defesa da prdpria planta. Neste estudo, os resultados sdo embasados na
correlagdo positiva entre IDO e AACPDS (r = 0,5266; p = 0,4614).

Mesmo em uma espécie vegetal considerada resistente, tolerante ou suscetivel a
uma determinada espécie de patégeno, hd uma variacdo consideravel tanto na
susceptibilidade da planta em relacdo ao patégeno quanto na viruléncia do patégeno em
relacdo a planta (AGRIOS, 2005). Os resultados publicados por Fetch e Steffenson (1999)
demonstram exatamente essa relacdo. Os autores verificaram que dentro de uma escala de
classificacdo de doencas para folhas de cevada inoculadas com o fungo Cochlobolus
sativus, as plantas apresentaram comportamentos diferentes. As mudas 1, 2 e 3 indicaram
baixa compatibilidade entre os hospedeiros e o patdgeno, enquanto que as mudas 4 e 5
mostram compatibilidade intermediaria e as mudas 6, 7, 8 e 9 mostram alta
compatibilidade (susceptibilidade). Com base nos resultados da escala de notas e no tipo e
tamanho das lesdes, os autores classificaram as plantas em resistentes, moderadamente
resistentes, moderadamente suscetiveis e suscetiveis. Tais resultados corroboram com os
encontrados para a cv. Bragantina, nos tratamentos Si, Fos e Qui preventivos, Fos-C e CP e
CN (Tabela 2 e Tabela 3).

Outros autores relatam a reagao de espécies e cultivares de maracuji as principais

doengas causadas por Fusarium oxysporum, Fusarium solani e Phytophtora sp
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(MENEZES et al., 1994; PIO-RIBEIRO e MARIANO, 1997; RONCATTO et al., 2004 e
FISHER et al., 2005).

Blat et al. (2005), testou 156 acessos de Capsicum sp. quanto a resisténcia ao
Oidiopsis taurica, sendo 53 considerados resistentes. Em C. annuum, dos 99 acessos
testados, apenas 5 foram resistentes. Nas demais espécies o inverso ocorreu. Para C.
baccatum, 31 entre os 37 acessos foram resistentes e, em C. chinense 17 dos 20 acessos
foram resistentes, apresentando sintomas caracterizados por pequenas manchas necroticas
sem esporulacdo visivel. Esse sintoma e reacdo sdo resultantes da hipersensibilidade do
hospedeiro ao patogeno, o qual constitui num possivel e efetivo mecanismo de defesa
(STADNIK e RIVERA, 2001).

De acordo com Reifschneider et al. (2000), a alta ocorréncia de suscetibilidade em
alguns gendtipos pode ser devido ao intenso processo de domesticagdo e sele¢do, com
possivel erosdao genética e aumento da vulnerabilidade a doengas. Tal fato pode ser uma
explicacdo para a alta susceptibilidade da cv. Bragantina a F. solani, também conhecida
quando cultivada em campo.

A dinamica de crescimento do patégeno na cv. Kottanadan foi diferente da
dindmica de crescimento na cv. Bragantina. F. solani f. sp. piperis € considerado
monociclico, mas provoca uma epidemia poliética, ou seja, apesar de produzir apenas um
ciclo de infecc@o por ano e o progresso da doenca em cada ano ser considerado linear, a
incidéncia de plantas infectadas aumenta a uma taxa crescente, de ano para ano.

Agrios (2005) relata que quando um mesmo agente patogénico € inoculado em duas
variedades ou cultivares de uma mesma planta hospedeira, uma cultivar € suscetivel
enquanto a outra é resistente ao mesmo patdgeno. Tal fato indica que uma cultivar possui
uma caracteristica genética que lhe permite se defender contra o patogeno (e ser resistente),
enquanto a outra cultivar ndo. Entretanto, condi¢cdes ambientais e de cultivo favoraveis,
aliadas a nutricdo adequada, resultam em uma infecc@o (susceptibilidade) ou ndo-infeccio
(resisténcia) em cada interacdo patdgeno X hospedeiro, pré-determinada pelo material

genético do patdgeno e do hospedeiro.
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5. CONCLUSOES

A cv. Kottanadan apresentou maior nivel de resisténcia a doenca, considerando o
maior periodo de incubacdo e as menores taxas de progresso, indices de infeccdo,
incidéncia e severidade da doenca.

Todas as plantas suplementadas com Silicio, Fosfito e Quitosana, de ambas as
cultivares, apresentaram melhor comportamento quando comparadas aos respectivos
controles negativos. Entretanto, o efeito do Fosfito seguido pelo Silicio, agindo direta ou
indiretamente sobre a planta, foi maior quando comparado ao da Quitosana.

A época de aplicacdo dos produtos, preventiva ou curativa, foi semelhante para o

controle da doenga para ambas as cultivares.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas biométricas de plantas de pimenta-do-
reino, cultivares Kottanadan e Bragantina, inoculadas com F. solani f. sp. piperis e
suplementadas com produtos alternativos (Silicio, Fosfito e Quitosana), em dois modos de
aplicacdo. O experimento foi realizado em Delineamento em Blocos Casualizados (DBC),
com 3 fatores e 4 controles e as avaliacdes foram feitas pelo teste de agrupamento de Scott-
Knott. Todos os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) por meio do
software Genes 3.1. Plantas de pimenta-do-reino com 4 meses de idade foram
transplantadas para vasos com capacidade para 5L, onde foram aclimatadas até
completarem 6 meses de idade, quando iniciou-se aplicacdo dos produtos. Os produtos
Silicio, Fosfito e Quitosana foram adicionados aos vasos 30 e 15 dias antes da inoculagao
(aplicagdo preventiva) e 15 e 30 dias apds a inoculagdo (aplicag¢do curativa). Aos 180 dias
apés a inoculacdo, foram avaliados comprimento total, comprimento da parte aérea,
comprimento da raiz, volume de raiz, massa de matéria fresca total, massa de matéria
fresca da parte aérea, massa de matéria fresca da raiz, massa de matéria seca total, massa
de matéria seca da parte aérea, massa de matéria seca da raiz, didmetro do caule e nimero
de folhas. Menores valores de biometria e producdo de biomassa foram observados para a
cv. Bragantina em todos os tratamentos. Esses resultados foram embasados pelas
correlagdes negativas entre os parametros e a severidade da doenca. Independente da época
de aplicacdo dos produtos, a cv. Kottanadan foi menos afetada pela doenga em todos os
parametros avaliados. Fosfito e Silicio sdo mais eficientes para a supressividade da
fusariose e inducao de resisténcia para a cv. Kottanadan, pois mantiveram a produc¢do de

biomassa mesmo em condi¢des de estresse.

Palavras-chave: Biomassa ¢ controle alternativo ® crescimento * fusariose ® nutri¢do

mineral ¢ Piper nigrum *
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the biometric responses of black pepper plants,
cv. Kottanadan and Bragantina, inoculated with F. solani f. sp. piperis and supplemented
with alternative product (Silicon, Phosphite and Chitosan). The experiment was performed
under greenhouse conditions following a randomized block design (RBD), with 3 factors
and 4 controls. The evaluations were made using the grouping test of Scott-Knott. All data
were submitted to analysis of variance (ANOVA) using Genes 3.1 software. Four-months-
old black pepper plants were transplanted in 5-L pots (one plant per pot), and acclimated
until six-months-old, when the products were applied. The products Silicon, Phosphite and
Chitosan were added in each pot 30 and 15 days before the inoculation (preventive
application) and 15 and 30 days after the inoculation (curative application). 180 days after
inoculation (DAI), total length, aerial part length, root length, root volume, total fresh
matter mass, shoot fresh matter mass, root fresh matter mass, dry matter mass, total dry
matter mass, root dry matter mass, stem diameter and number of leaves were evaluated.
Lower values of biometry and biomass production were observed for cv. Bragantina in all
treatments. These results were based on the negative correlations between the parameters
and the disease severity. Regardless of the way the products are applied, the cv.
Kottanadan was less affected by the disease in all parameters evaluated. Phosphite and
Silicon are more efficient for the suppressivity of fusariosis and induction of resistance for
the Kottanadan cultivar, since they maintained the biomass production even under stress

conditions.

Keywords: Biomass * alternative control ¢ growth ¢ fusariosis ® mineral nutrition * Piper

nigrum ®
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1. INTRODUCAO

A fusariose, também conhecida por podridao-do-pé, podridao-das-raizes e mal-de-
mariquita € a principal doenca da cultura de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), de
ocorréncia restrita ao Brasil (KIMATI et al., 1997; TRINDADE e POLTRONIERI, 1997;
TREMACOLDI, 2010). O agente causal da fusariose é o Fusarium solani (Mart.) Appel &
Wr. emend. Snyd. & Hans. f. sp. piperis, Albuquerque (Teleomorfo Nectria haematococca
Berk. & Br. f. sp. piperis Albuq.) (DUARTE et al., 2005).

A doenca é responsavel por dizimar lavouras inteiras. Detectada primeiramente no
Estado do Pard em 1960, a fusariose esta, atualmente, disseminada em todos os Estados
produtores de pimenta-do-reino. Desde a constatacdo do patdégeno no Para, mais de 10
milhdes de pimenteiras morrem por ano (DUARTE et al., 2005).

Entretanto, mesmo doencas tdo devastadoras como a fusariose nao siao totalmente
estudadas, e as técnicas de prevengdo e combate a esta e outras doencas nao sdo totalmente
eficientes (SILVA et al. 2011). Como consequéncia, o ciclo produtivo da cultura que dura
em média 12 anos foi alterado, tornando-se mais curto, com uma média de cinco a seis
anos de sobrevivéncia em area de ocorréncia da doenca (LEMOS et al., 2011). A
severidade das doencas causadas por Fusarium spp. estd condicionada a fatores favoraveis
tais como: temperatura, umidade, plantio em solos arenosos, presenca de nematdides,
ocorréncia de pH baixo e adubag¢do com baixo teor de potassio, além da falta de resisténcia
do hospedeiro (SANTOS, 2008).

As doengas de plantas sdo um dos principais fatores limitantes na produtividade e
producdo agricola. A maioria dos produtores utiliza grandes quantidades de defensivos
agricolas para o controle de doencas de plantas, desconhecendo que a nutricao mineral tem
um papel importante no controle dessas doencas (ZAMBOLIM e VENTURA, 2012).
Plantas que sofrem estresse de nutrientes sdo mais susceptiveis, enquanto aquelas com
nutricdo adequada tornam-se tolerantes ou resistentes a doencas. A resisténcia de plantas as
doencas esta relacionada principalmente a genética. Entretanto, a capacidade de expressar
a sua resisténcia genética a um determinado patégeno € fortemente afetada pela nutri¢ao
mineral (ZANAO JUNIOR, 2012).

Os requisitos nutricionais da pimenta-do-reino devem ser considerados em conjunto
com o estado de fertilidade do solo e a incidéncia de doencas que afetam a cultura. A

exigéncia exata dos nutrientes para o crescimento adequado e o desenvolvimento de
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pimenta-do-reino ndo estd elucidada. Estudos sobre nutrientes em plantas de pimenta
enraizadas, com cerca de trés meses e quatro a cinco folhas, mostraram que o nutriente
mais requerido foi o N, seguido por K e Ca. Os micronutrientes mais utilizados foram Fe,
Mn, Zn e Cu. Embora existam diferencas significativas entre as cultivares quanto a
utilizacdo de nutrientes, estudos realizados mostraram que o manejo adequado de
nutrientes na cultura de pimenta-do-reino € essencial para plantas saudiveis
(SADANANDAN, 2000).

Apesar da nutricdo de plantas determinar, em grande parte, a sua resisténcia ou
susceptibilidade a doencas, sua estrutura morfologica ou histolégica, a funcdo de tecidos
para rapida ou lenta patogénese, a agressividade e sobrevivéncia do patégeno, o método
quimico ainda é o mais utilizado para o controle das inimeras enfermidades de plantas.
Contudo, uma prética alternativa é manejar a nutricao mineral para aumentar a resisténcia a
doenca (MARSCHNER, 1995).

Até o momento, ndo ha tratamento quimico eficaz contra o F. solani f. sp. piperis,
nem tampouco cultivares de pimenta-do-reino resistentes a fusariose (TREMACOLDI,
2010). Entretanto, métodos ou produtos alternativos t€ém sido parcialmente testados
visando o aproveitamento de suas atividades antibidticas (fungicidas e fungistaticas) no
controle de doengas de plantas.

As fontes minerais contendo silicio (Si) vém sendo extensivamente utilizadas com
este propdsito. Ainda assim, o efeito do Si no controle de doengas de plantas, seu modo de
acdo e sua atuacdo na epidemia de diversos patossistemas ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Existem na literatura muitos estudos mostrando que o suprimento de Si, seja
via solo, foliar ou solucdo nutritiva, a varias espécies de mono e dicotiledoneas, tem
contribuido de forma significativa para reduzir a intensidade de véarias doencas de
importancia econdmica (BELANGER et al., 1995; ZAMBOLIM e VENTURA, 1996;
FAUTEUX et al., 2005; RODRIGUES e DATNOFF, 2005; DATNOFEF et al., 2007).

A importancia da aplicac@o de Si para as plantas esté relacionada principalmente ao
aumento do crescimento e producdo vegetal por meio de véarias agdes indiretas, deixando
as folhas mais eretas com diminui¢do do auto sombreamento; reducdo do acamamento;
maior rigidez estrutural dos tecidos; protecdo contra estresses abidticos; diminui¢do na
incidéncia de patdégenos; € aumento na protecdo contra herbivoros, incluindo os insetos
fitofagos (EPSTEIN, 1994; MARSCHNER, 1995).

Ha poucos estudos sobre os efeitos do silicio no crescimento das plantas, com a

maior parte das publicacdes tratando de aspectos nutricionais e do papel benéfico desse
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elemento na resisténcia a estresse bidtico, com eventual avaliacdo da produtividade final
do cultivo (LAVIOLA et al., 2007; POZZA et al., 2009). Entretanto, Epstein (1994), relata
que dentre os beneficios relacionados a adubacgdo silicatada, podem ser mencionados o
aumento da massa seca da parte aérea e das raizes. Savant et al. (1997), demonstraram que
o Si aumenta o crescimento € o desenvolvimento da planta com correspondente acréscimo
na produtividade, além de controlar varias enfermidades do arroz. Outros efeitos indiretos
do uso de silicio incluem o aumento no teor de clorofila; atraso na senescéncia; reducio da
toxidez de alguns minerais; interagdes positivas com fertilizantes, entre outras (EPSTEIN,
1994; MARSCHNER, 1995; SAVANT et al., 1997).

Outro produto bastante utilizado no controle de doencas de planta € o fosfito. Sdo
compostos derivados do 4cido fosforoso que podem se combinar com elementos como
potassio, cdlcio, magnésio, manganés, aluminio e zinco. Tais compostos caracterizam-se
por possuirem consideravel acdo fungicida, por ndo serem fitotéxicos quando utilizados em
concentracdes adequadas (COHEN e COFFEY, 1986) e por estimular o crescimento das
plantas (NOJOSA et al., 2005). Embora, muito raramente, ha relatos do efeito benéfico do
fosfito sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas, como o aumento da intensidade
floral, producdo, tamanho e qualidade dos frutos (LOVATT e MIKKELSEN, 2006). E
possivel que os efeitos benéficos do fosfito sobre as plantas sejam, de forma indireta, pela
supressdo de patdgenos que, mesmo em baixos niveis de doencas, sem sintomas visiveis,
seriam suficientes para reduzir a produgdo, o crescimento e o desenvolvimento das plantas
(MC DONALD et al.,2001).

Os fosfitos apresentam acao sist€émica acropetal e basipetal e atuam na supressao de
doencgas foliares e radiculares (GUEST e GRANT, 1991). A sistemicidade dos fosfitos
permite que esses possam ser aplicados via pulverizacdo foliar, fertirrigagao, imersao de
mudas, injecao e pincelamento de 6rgaos afetados (CASTRO et al., 2008).

A efetividade direta dos fosfitos contra fungos esti relacionada principalmente ao
ion fosfito que parece ter acdo direta sobre o patégeno (PEREIRA et al., 2012). Além
disso, os fosfitos também podem reduzir a esporulacdo dos microrganismos, possibilitando
com isso a reducdo do potencial de in6culo dos patégenos (SILVA et al., 2013). Outra
grande vantagem da utilizag¢do dos fosfitos refere-se a capacidade de estimular a formagao
de fitoalexinas, uma substancia natural de auto defesa da planta (DERCKS e CREASY,
1989). Produtos a base de fosfitos sdo comercializados no Brasil como fertilizantes foliares
possuindo acdo no controle de varias doencas (NASCIMENTO et al, 2008;
PASCHOLATI et al., 2014). Segundo Pegg et al. (1985) os fosfitos apresentam eficicia
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similar ao Fosetil-Al. Acredita- se que o fosfito seja formado no interior na planta, em
funcdo da aplicacdo de Fosetil-Al e que esse seja o componente ativo desse fosfonato
(SAINDRENAN et al., 1990).

Outra medida para o manejo da fusariose € o uso de fontes de matéria organica
(hidrolisado e emulsdo de peixe, carapaca de crusticeos e quitosana) incorporadas ao
substrato e/ou solo para a indu¢@o de supressividade. Essas fontes de matéria organica sao
relatadas controlando doengas causadas tanto por patdégenos da parte aérea (BAUTISTA-
BANOS et al., 2006; Di PIERO ¢ GARDA, 2008) quanto pelos habitantes de solo
(DOMINGUES, 2006; VISCONTI, 2008; MUNOZ et al., 2009).

A quitosana € a forma desacetilada da quitina e forma um polimero biodegradivel.
Na agricultura, a quitosana tem ganhado especial aten¢do em funcdo de suas propriedades
fungistética e fungicida, além da habilidade de induzir resisténcia sistémica adquirida em
plantas, com producdo de compostos de defesa, como os polifendis (MAZARO et al.,
2008), induc¢do da producido de quitinases e elicitagdo da producao de fitoalexinas no tecido
do hospedeiro (CAMILLI et al., 2007). O poder antimicrobiano da quitosana depende de
varios fatores, tais como; o grau de desacetiliza¢do, peso molecular, pH do meio e
temperatura (DEVLIEGHERE et al., 2004). Poucas sdo as pesquisas sobre o efeito da
quitosana no desenvolvimento de plantas. No entanto, de acordo com Otha et al. (2000) e
Rabea et al. (2003), a quitosana possui na sua constitui¢do quimica entre 6,89 a 8,7% de
nitrogénio, o que pode promover aumento no crescimento vegetativo e reprodutivo em
algumas plantas. Otha et al., (2004), estudando plantas ornamentais, verificaram que a
quitosana proporcionou maior produ¢do de matéria seca e fresca da parte aérea e da raiz e
uma floragdo antecipada em comparagdo com os demais tratamentos.

Nesse contexto, avaliar as respostas biométricas de plantas de pimenta-do-reino,
cultivares Kottanadan e Bragantina, inoculadas com F. solani f. sp. piperis e
suplementadas com produtos alternativos (Silicio, Fosfito e Quitosana), em dois modos de

aplicacdo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e cultivo

Mudas de pimenta-do-reino, cv. Kottanadan (KOT) e Bragantina (BRA), com 4
meses de idade, foram obtidas do Viveiro Pingo de Ouro (Corrego do Giral, Jaguaré-ES),
credenciado pelo Registro Nacional de Sementes e Mudas - Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (RENASEM). As mudas foram transplantadas para vasos
plasticos com capacidade para SL e tutoradas em estacas de madeira medindo 2 cm® x 1m
de comprimento. Todos os vasos foram devidamente colocados sob pallets de madeira para
evitar contato direto com o solo ambiente.

O desenvolvimento das plantas ocorreu em viveiro, com sombrite a 50%, situado
no Centro Universitario Norte do Espirito Santo, Universidade Federal do Espirito Santo
(CEUNES/UFES). Neste periodo, as plantas foram irrigadas diariamente € nos meses mais
quentes, a irrigacdo foi feita duas vezes ao dia. Tré€s vezes por semana, as plantas foram
irrigadas com 100 mL de solu¢do nutritiva 2 com 100% de for¢a idnica (adaptado de
FERNANDES et al., 2002). Esse procedimento foi realizado até as plantas completarem 6
meses de idade, quando iniciou-se a aplicacdo dos produtos de controle da fusariose. Apds
a aplicacdo dos produtos, as plantas receberam 50 mL de solucdo nutritiva, duas vezes por
semana, até o fim do experimento, por 6 meses (ANEXO 5)

Aos 5 meses de idade, as plantas foram podadas em corte bisel, entre o quarto e

quinto ramo plageotrdpico, para estimular a brotacdo lateral e formacao da copa.

2.2. Tratamento do solo

O solo utilizado para cultivo das plantas foi retirado da Fazenda experimental do
Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES/UFES) e classificado como
Planossolo Héplico, franco argilo arenoso, fase relevo plano (NICOLE, 2014).

A solarizacao foi baseada em Ghini (2004) e realizada por um periodo de 3 meses.
A calagem foi feita de acordo com a recomendagio da andlise de solo. Para a adubagdo do
m> de solo foi utilizado 3,12kg CaNO:s, 2,3kg NH4H,PO,4, 750g KCI, 400g MgSO,, 39¢g
CuSOy, 92g H3BO3, 91g MnSO4 e 340mg ZnSO,4 (Adaptado de PREZOTTI et al, 2007).
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2.3. Produtos alternativos de controle da fusariose

A fonte de fosfito utilizada foi Fosetyl-Al (Bayer®) e seguiu a dose recomendada
para a cultura do café, correspondendo a 2,0 kg de produto comercial/hectare (1000
plantas). De acordo com a Embrapa (2004), 1 hectare de pimenta-do-reino corresponde a
1600 plantas.

A fonte de silicio foi o Silicato de Calcio (Aldrich Chemistry®), e a dose
recomendada foi de 1g/kg de solo (ACCIOLY et al. 2012). Silicio e fosfito foram diluidos
em agua destilada para serem adicionados aos vasos em trés pontos previamente marcados
ao redor do coleto da planta. Os produtos foram aplicados utilizando-e uma seringa com
volume de 10 mL.

A dose de Quitosana (Fagron®) utilizada foi de 1g/kg de solo (baseada em PINTO
et al.,2010 e BENCHIMOL et al. 2006). Por ser insolivel em 4gua, sua adicdo aos vasos
foi na forma de pd, em trés pontos previamente marcados ao redor do coleto da planta.

Os produtos foram adicionados aos vasos em duas aplicacdes: antes da inoculagdo
do fungo (preventivo) e apds a inoculagdo (curativo). A aplicagdo dos produtos
preventivamente ocorreu 30 e 15 dias antes da inoculacdo e a aplica¢do curativa foi
realizada 15 e 30 dias ap6s a inoculacao.

Os controles positivo (sem inoculacdo) e negativo (com inocula¢do) nao receberam

os produtos.

2.4. Material biolégico e cultivo

Foi utilizado o isolado de Fusarium solani f. sp. piperis CML 2466, da Colecao
Micologica de Lavras, Universidade Federal de Lavras — MG. O fungo foi mantido em
placas de Petri contendo o meio BDA (Batata Dextrose Agar), a 4°C. Para a inoculacao,
discos de 5 mm da cultura pura foram transferidos para placas de Petri, contendo o mesmo
meio. As placas foram incubadas a 25°C em B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), com
fotoperiodo de 12h, por 15 dias.

De acordo com Vaz (2013), o nivel de patogenicidade do isolado CML 2466 ¢ 9,

baseado na escala de notas proposta por Ventura (2010, ndo publicado) (Tabela 1).
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Tabela 1: Escala de notas para avaliacdo da fusariose em Piper nigrum, causada por F. solani f. sp. piperis.

Nota Descricao

1 Sem sintomas perceptiveis

2 Sintomas muito leves no ponto de inoculagdo (lesdo <5 mm)

3 Algumas folhas clordticas, lesdes nos entrends (5-15 mm)

4 Folhas com clorose (lesdo 15-20 mm)

5 Plantas com sintoma de murcha e clorose (lesao 20-25 mm)

6 Clorose e murcha das folhas e ramos; pode ocorrer queda dos entrends
(lesdo 25-30 mm)

7 Clorose, murcha e necrose limitada em cerca de 50% das folhas e queda
dos entrends (lesdo 30-35 mm)

8 Sintomas severos ocorrem a queda dos entrends (lesdo >35 mm)

9 Sintomas de desfolha severa, clorose e murcha em 75% das folhas ou

mais. Plantas mortas

Fonte: José Aires Ventura, 2010, ndo publicado.
2.5. Suspensdo de esporos

A suspensao de esporos de F. solani foi preparada pela adi¢do de 20 mL de dgua
destilada esterilizada a cada placa contendo o fungo, sendo estas raspadas com alca de
Drigalsky, para uma eficiente extracdo dos esporos. A Contagem de esporos foi realizada
em Camara de Neubauer e a suspensao foi ajustada para uma concentracio de 108 esporos

por mL™.

2.6. Inoculacdo dos vasos

Um volume de 10 ml da suspensdo de esporos na concentracdo citada foi
adicionado a cada vaso, proximo ao coleto das plantas. Aos vasos do tratamento controle
positivo foi adicionado 10 ml de agua destilada esterilizada (ANEXO 6).

Ap6s a finalizagdo do experimento, o patégeno foi reisolado com o intuito de

completar o Postulado de Koch (ANEXO 7).

2.7. Parametros Biométricos

Para avaliar os efeitos dos produtos sobre o crescimento das plantas de pimenta-do-

reino ap6s 180 dias da inoculagdo com F. solani f. sp piperis, todos os vasos de cada
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tratamento e variedade foram utilizados. Cada planta foi separada em parte aérea e raiz. O
comprimento da parte aérea (CPA) foi obtido com auxilio de uma régua graduada,
medindo da base do coleto da planta até o 4pice da tultima folha. O comprimento da raiz
(CRZ) foi realizado, medindo-se da base do coleto até a ponta da raiz e o comprimento
total (CT) foi a soma de CPA e CRZ. O didmetro do caule (DC) foi medido com
paquimetro digital (Digimess®). O volume da raiz (VR) foi calculado por meio do método
da proveta, pela diferenca entre o volume inicial e o final, apés a insercdo das raizes
(LAURETT et al. 2017). O nimero de folhas (NF) foi obtido por meio de contagem direta.
Posteriormente, cada parte da planta foi lavada, pesada e, acondicionada em sacos de papel
devidamente identificados. A secagem do material ocorreu em estufa com circulaciao
forcada de ar, durante 72 horas a 60°C. As respectivas massas (massa de matéria fresca
total — MFT; massa de matéria fresca da parte aérea — MFPA; massa de matéria fresca da
raiz — MFR; massa de matéria seca total — MST; massa de matéria seca da parte aérea —
MSPA e massa de matéria seca da raiz — MSR) foram determinadas em balanca digital de

precisao (0,0001 g) e expressas em g.planta'1 (WILSON et al., 1999) (ANEXO 13).

2.8. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em Delineamento em Blocos Casualizados (DBC),
com 3 fatores e 4 controles. O primeiro fator representado pelas cultivares (cv.)
Kottanadan (KOT) e Bragantina (BRA), o segundo fator representado pelos produtos
silicio, fosfito e quitosana (Si, Fos e Qui) e o terceiro fator representado pela época de
aplicacdo: preventiva (P) e curativa (C). Apesar dos tratamentos serem compostos por 3
fatores e seus respectivos niveis, a andlise em esquema fatorial limitaria a compara¢do com
os controles positivo e negativo para cada cultivar. Assim, na anélise de variadncia,
desconsiderou-se os efeitos dos fatores e suas interagdes e, no desdobramento da mesma,
realizou-se teste de agrupamento de Scott-Knott. Foram utilizadas 3 repeti¢des, totalizando
48 parcelas, com 10 plantas por parcela (Figura 1). Para o estudo das relacdes entre as
varidveis, foram realizadas analises de correlagdo linear de Pearson (r). A significancia das
correlagdes foi analisada pelo teste “t” de Student em nivel de 5% de probabilidade. Todos
os dados foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) por meio do software Genes

3.1 (CRUZ, 2016).
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Figura 1: Disposi¢@o dos tratamentos em viveiro, localizado no Centro Universitario Norte do Espirito Santo

(CEUNES/UFES).

KOT - Kottanadan; Bra — Bragantina
CP — controle positivo (sem inéculo); CN — controle negativo (com in6culo)

Fos-P = fosfito preventivo; Si-P = silicio preventivo; Qui-P = quitosana preventivo

Fos-C = fosfito curativo; Si-C = silicio curativo; Qui-C = quitosana curativo
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3. RESULTADOS

No geral, houve similaridade entre os produtos suplementados e a época de
aplicacdo, para ambas as cultivares.

Observou-se diferenca significativa (p<0,01) para os parametros biométricos
avaliados referentes a MFT, MFPA, MFR e NF (Figura 2). Maiores valores de MFT foram
observados para a cv. Kottanadan em todos os tratamentos em compara¢do a cv.
Bragantina. Para a MFT da cv. Kottanadan todos os tratamentos foram semelhantes ao CP,
mas diferiram do CN. Para a cv. Bragantina, os tratamentos Qui-P, Si-C e Fos-C foram
semelhantes ao CP, mas diferiram do CN. Os tratamentos Si-P, Fos-P e Qui-C foram
semelhantes ao CN, mas diferiram do CP (Figura 2A).

A MFPA foi maior para a cv. Kottanadan em todos os tratamentos e nos controles
positivo e negativo, comparativamente a cv. Bragantina: 51,4% para Si-P; 53,4% para Fos-
P; 36,3% para Qui-P; 29,7% para Si-C; 37,5% para Fos-C; 46,1% para Qui-C; 34,1% para
CP e 55,1% para CN (Figura 2B). Considerando a cv. Kottanadan, observa-se que os
tratamentos Si-P, Fos-P, Qui-P e Fos-C foram semelhantes ao CP e diferiram do CN. Os
tratamentos Si-C e Qui-C foram menores que o CP e semelhantes ao CN. Em relagdo a cv.
Bragantina, observa-se que os tratamentos Qui-P, Si-C e Fos-C foram semelhantes ao CP e
maiores que os demais tratamentos e que o CN.

A MFR também foi maior para a cv. Kottanadan em comparacdo a cv. Bragantina:
32,3% para Si-P; 43,4% para Fos-P; 25,9% para Qui-P; 13,1% para Si-C; 31,7% para Fos-
C; 16,7% para Qui-C; 54,1% para CP e 38,1% para CN. Entretanto, para a cv. Kottanadan,
todos os tratamentos apresentaram valores de MFR menores que os observados para o CP.
Apesar disso, os tratamentos Fos-P, Qui-P, Si-C e Fos-C apresentaram valores maiores
quando comparados ao CN. Os tratamentos Si-P e Qui-C foram iguais ao CN. Nao houve
diferenca entre os tratamentos e os controles para a cv. Bragantina (Figura 2C).

Maior NF foi observado para a cv. Kottanadan em comparacdo a cv. Bragantina.
Entretanto, ndo houve diferenca entre os tratamentos e os controles para ambas as

cultivares (Figura 2D).
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Figura 2: Massa de matéria fresca total (MFT) — A; massa de matéria fresca da parte aérea (MFPA) — B;
massa de matéria fresca da raiz (MFR) — C e nimero de folhas (NF) — D das cultivares Kottanadan (KOT) e
Bragantina (BRA), suplementadas com silicio, fosfito e quitosana, preventivamente (Si-P, Fos-P e Qui-P) e
curativamente (Si-C, Fos-C e Qui-C). Todas as plantas foram inoculadas com Fusarium solani f. sp. piperis,
exceto o controle positivo (CP). Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nio diferem entre si
pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 1% de probabilidade. As barras representam o erro padrdo da
média.

Houve diferenga significativa para as caracteristicas CT, CPA, CRZ, VR e DC
(p<0,01), com maiores valores para a cv. Kottanadan comparativamente a cv. Bragantina
(Figura 3).

Em relacdo ao CT, para a cv. Kottanadan, apesar dos tratamentos e dos controles
apresentarem médias iguais estatisticamente, observou-se maior comprimento total para as
plantas tratadas com Si-P e Fos-P. As plantas da cv. Bragantina ndo diferiram em relagcao
aos tratamentos e aos controles (Figura 3A).

Maior CPA foi observado para os tratamentos Si-P, Fos-P e Fos-C, seguidos por
Qui-P, Si-C e Qui-C e pelos controles positivo e negativo para a cv. Kottanadan. Para a cv.

Bragantina, maior valor de CPA foi observado para o tratamento Fos-C, seguido por Fos-P,
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Qui-P, Si-C, Qui-C e o CP. O tratamento Si-P e o CN apresentaram os menores valores
para CPA (Figura 3B).

Apesar do CRZ apresentar maiores valores para a cv Kottanadan em comparagao a
cv. Bragantina, ndo houve diferenga entre os tratamentos e os controles, tanto para a cv.
Kottanadan quanto para a cv. Bragantina (Figura 3C).

Em relagdo ao VR, ndo houve diferenga entre os tratamentos e os controles para a
cv. Kottanadan, apesar dos tratamentos Qui-P e Fos-C e o CP apresentarem valores
maiores em comparacdo aos demais tratamentos. Valores menores de VR foram
observados para a cv. Bragantina. O VR foi maior para a cv. Kottanadan para a maioria
dos tratamentos e para os controles positivo e negativo quando comparado a cv.
Bragantina: 26,1% para Si-P; 34,5% para Fos-P; 32,5% para Fos-C; 25,8% para Qui-C;
39,9% para CP e 35,7% para CN (Figura 3D). Estatisticamente, os tratamentos Qui-P e Si-
C foram iguais para ambas as cultivares. Entretanto, os valores de VR para a cv.
Kottanadan foram maiores em 23,7% e 6,1%, respectivamente, em relacdo a cv.
Bragantina.

Em Kottanadan, o DC diferiu significativamente apenas para o tratamento Qui-P e
o CN. Os demais tratamentos foram iguais estatisticamente para ambas as cultivares

(Figura 3E).
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Figura 3: Comprimento total da planta (CT) — A; comprimento da parte aérea (CPA) — B; comprimento de
raiz (CRZ) — C; volume de raiz (VR) — D e diametro do coleto (DC) - E das cultivares Kottanadan (KOT) e
Bragantina (BRA), suplementadas com silicio, fosfito e quitosana, preventivamente (Si-P, Fos-P e Qui-P) e
curativamente (Si-C, Fos-C e Qui-C). Todas as plantas foram inoculadas com Fusarium solani f. sp. piperis,
exceto o controle positivo (CP). Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna nio diferem entre si
pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 1% de probabilidade. As barras representam o erro padrdo da
média.

As massas de matéria seca também apresentaram diferenga significativa (p<0,01)
em ambas as cultivares (Figura 4). Maiores valores de MST foram observados para a cv.
Kottanadan para todos os tratamentos, exceto para Si-C que ndo apresentou diferenca

estatistica em relacdo a cv. Bragantina (Figura 4A). Para a cv. Bragantina, o menor valor
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de MST foi observado para o tratamento Si-P. Os demais tratamentos mostraram-se
semelhantes aos controles.

Para a cv. Kottanadan, a MSPA apresentou maiores valores nos tratamentos com
Fos-P, Qui-P, Fos-C e Qui-C e nos CP e CN. Menores valores de MSPA foram observados
nos tratamentos Si-P e Si-C. Para a cv. Bragantina, todos os tratamentos e os controles
apresentaram maiores valores de MSPA, exceto Si-P. Em relacdo a diferenca entre as
cultivares, Kottanadan apresentou melhores resultados de MSPA em comparacdo a
Bragantina: 42,6% para Si-P; 42,8% para Fos-P; 43,1% para Qui-P; 36,4% para Fos-C;
27,2% para Qui-C; 28,1% para CP e 29,3% para CN. Para o tratamento com Si-C, apesar
de ndo apresentar diferenca estatistica entre as cultivares, observou-se que para a cv.
Bragantina, valores de MSPA 10,8% maiores foram obtidos comparativamente a cv.
Kottanadan (Figura 4B).

Os valores de MSR foram maiores para a cv. Kottanadan em comparagdo a cv.
Bragantina: 65,9% para Si-P; 56,9% para Fos-P; 40,2% para Qui-C; 42,9% para Si-C;
47,5% para Fos-C; 20,1% para Qui-C; 45,7% para CP e 14,5% para CN. Entretanto, o
tratamento Qui-C e o CN nao foram considerados diferentes estatisticamente (Figura 4C).
O comportamento das cultivares em relacdo aos produtos revelou que para a cv.
Kottanadan, os maiores valores de MSR foram observados na presenca de Si-P, Fos-P,
Qui-P e Si-C. Para a cv. Bragantina, todos os tratamentos apresentaram comportamento
semelhante aos CP e CN, exceto Si-P e Fos-C, com menores valores para MSR (Figura

4C).
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Figura 4: Massa de matéria seca total (MST) — A; massa de matéria seca da parte aérea (MSPA) — A e massa
de matéria seca da raiz (MSR) — B das cultivares Kottanadan (KOT) e Bragantina (BRA), suplementadas
com silicio, fosfito e quitosana, preventivamente (Si-P, Fos-P e Qui-P) e curativamente (Si-C, Fos-C e Qui-
C). Todas as plantas foram inoculadas com Fusarium solani f. sp. piperis, exceto o controle positivo (CP).
Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de agrupamento de
Scott-Knott, a 1% de probabilidade. As barras representam o erro padrdo da média.
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4. DISCUSSAO

Analisando-se os parametros biométricos, no geral, melhores resultados foram
observados para a cv. Kottanadan quando comparada a cv. Bragantina. Tais dados sdo
embasados pela correlacdo negativa entre todos os parametros analisados e a severidade da
doenga: CT (r = -0,7697; p = 0,0536); CPA (r = -0,6842; p =0,3479); CRZ (r = -0,8689; p
=0,0018); VR (r =-0,838; p = 0,0064); MFT (r = -0,8633; p = 0,0023); MFPA (r = -0,88;
p = 0,001); MFR (r = -0,836; p = 0,0069); MST (r = -0,7373; p = 0,1175); MSPA (r = -
0,7319; p = 0,1325); MSR (r =-0,6904; p = 0,3098); NF (r =-0,7873; p = 0,0332).

De acordo com Marschner (1995), Epstein (2001) e Malavolta (2006), o Si é
considerado um elemento importante as plantas, pois confere aumento da resisténcia ao
ataque de pragas e doencgas, aumento na capacidade fotossintética, aumento do nimero de
folhas, do diametro do caule e do tamanho das plantas entre outras caracteristicas.

Apesar de o Si ter estimulado a esporulacdo e o crescimento micelial de F. solani f.
sp. piperis em testes in vitro (D’ADDAZIO et al., 2016), em condicdes de viveiro
apresentou comportamento favoravel ao controle da fusariose em pimenta-do-reino
(Capitulo 3 - figura 5 A,B), com maiores valores de MFT, MFPA, NF, CT, CPA, CRZ,
VR, MSPA e MSR para a cv. Kottanadan, em comparacdo a cv. Bragantina (Figura 2
A,B,D; Figura 3 A-D e Figura 4 A-C).

De acordo com Deren et al. (1994), as plantas diferem bastante na sua capacidade
de absorver o Si, at¢é mesmo entre genotipos de uma mesma espécie. Em arroz, trigo e
cevada, a absor¢do de Si € um processo ativo (OKUDA e TAKAHASHI, 1962; RAINS et
al., 2006). Algumas dicotiledoneas como pepino, meldo, morango e soja absorvem o Si
passivamente (TAKAHASHI et al., 1990; MA et al., 2001). O Si € transportado das raizes
para a parte aérea pelo xilema e apds ser depositado, torna-se imével (BALASTRA et al.,
1989). Baseando-se nesses autores, nos resultados observados para a cv. Bragantina e
considerando que a pimenta-do-reino ¢é classificada como uma Eudicotiledonea
(DONOGHUE e DOYLE, 1989; LOCONTE e STEVENSON, 1991; EMBRAPA, 2004) e
na capacidade de F. solani f. sp. piperis invadir os vasos xilematicos, inferimos que a cv.
Bragantina ndo apresentou capacidade de absorcao do Si.

Resultados similares foram descritos por Ferreira (2009), avaliando o efeito do Si
no controle da mancha-aquosa em meloeiro (Cucumis melo L.). De acordo com o autor, a

altura da planta aumentou 9,15% apds inoculacao com a bactéria Acidovorax avenae
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subsp. citrulli e tratadas com Si. Lopes (2006) verificou ganho em altura de copa em
tomateiros inoculados com Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici e tratados com silicato
de célcio, correspondente a 9,8% em relacdo ao tratamento controle. E importante observar
que o célcio presente no silicato de célcio (forma de Si utilizada no presente trabalho) tem
atuacdo na divisdo e expansdo celular (destacando crescimento radicular), na formacao e
funcionamento de parede celular, na ativacdo de diversas enzimas e proteinas € como
mensageiro secundario em varias respostas das plantas a sinais ambientais e hormonais
(MA e YAMAIL, 2008; TAIZ e ZEIGER, 2013).

Outros autores corroboram com resultados favoraveis ao uso do Si. Diogo e Wydra
(2007) observaram que plantas de tomateiro tratadas com Si e inoculadas com a bactéria
Ralstonia solanacearum apresentaram um aumento na matéria seca da parte aérea em
243% em relagdo as plantas inoculadas ndo tratadas. Dannon & Wydra (2004) relataram
um efeito de “tolerancia” ao patdgeno em plantas suscetiveis de tomateiro infectadas com
Ralstonia solanacearum e cultivadas em hidroponia. Os autores relacionaram o efeito de
tolerancia ao ganho em matéria seca pelas plantas tratadas com Si. Chérif e Bélanger
(1992) verificaram que plantas inoculadas com o Pythium spp. e tratadas com Si
aumentaram a matéria seca de raizes e parte aérea bem como o numero de frutos,
especialmente frutos com padrdes de qualidade para comercializagdo, em relacdo ao
tratamento controle inoculado e sem Si. Zanao Junior et al. (2009) relataram que a maior
producdo da matéria seca da parte aérea, menor severidade final da mancha-parda
(Bipolaris oryzae) e menor area abaixo da curva do progresso da mancha-parda na cultura
do arroz foram obtidos com a aplicacdo do Si via solo. De acordo com Agarie et al. (1998)
e Zanao Junior (2007), a maior producdo de matéria seca da parte aérea das plantas que
receberam Si via solo pode ter ocorrido pela melhoria na arquitetura da planta € no
aproveitamento da 4gua promovida pelo Si.

A agdo do fosfito sobre a incidéncia e severidade da fusariose nas cvs. Kottanadan e
Bragantina, descrita no Capitulo 3, resultou em menor area abaixo da curva de progresso
da doenca tanto para a incidéncia quanto para a severidade, principalmente para a cv.
Kottanadan. Em relacdo aos parametros biométricos, observou-se resultados favoraveis ao
crescimento e desenvolvimento das plantas tratadas com fosfito inoculadas com o
patdogeno. Em todos os parametros avaliados, exceto para diametro do coleto (DC),
melhores resultados foram observados para a cv. Kottanadan quando comparada a cv.

Bragantina (Figura 2; Figura 3 e Figura 4).
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O termo fosfito é o nome genérico empregado para os sais do 4cido fosforoso
(H3POs3) que apresentam elevada solubilidade, rapida absor¢cdo pelas plantas, com grande
seletividade e translocagdo via xilema e floema (GUEST e GRANT, 1991; VITTI et al.
(2005). Alguns autores consideram que o fosfito tem agdo direta sobre o patégeno, com
efeito fungistitico (SMILLIE et al., 1989; BARCHIETTO et al.,1992; MCGRATH, 2004)
enquanto outros acreditam que ela € indireta por meio da ativagdo dos mecanismos de
defesa da planta (GUEST e BOMPEIX, 1990; GRANT et al., 1992; ANDREU e CALDIZ,
2006). Guest e Grant (1991) afirmaram que mesmo apds inibi¢do direta do fosfito,
metabolitos resultantes desta acdo sdo eliminados e podem induzir defesas. Plantas tratadas
com o acido fosforoso e apds inocula¢do do patégeno, mostraram mudangas relacionadas a
defesa, como hipersensibilidade, migracao do nicleo e acimulo de fitoalexinas ao redor
das células (GUEST, 1986 e 1991; DANIEL et al., 2005). Ambos os modos de acdo das
fontes de fosfito podem ter atuado e, portanto, contribuido para os resultados obtidos no
presente estudo para ambas as cultivares de pimenta-do-reino avaliadas.

Entre os produtos comercializados como fertilizantes foliares ricos em
micronutrientes, os fosfitos sdo aqueles mais frequentemente relatados na literatura como
indutores de respostas de defesa em plantas, incluindo a sintese de fitoalexinas (JACKSON
et al., 2000; NOJOSA, 2003; NOJOSA et al., 2005). A inducao de resisténcia em citrus
contra Phytophthora citrophthora e Phytophthora nicotianae ocorreu com os produtos
Phytogard®, silicato de potéssio e fosfito, com aumento da matéria seca da parte aérea e da
raiz em relacdo ao controle (SARRIA VILLA, 2010).

Embora existam muitas divergéncias quanto ao efeito nutricional do fosfito, Weels
et al. (2000) observaram que o fosfito aplicado via solo aumentou os niveis nutricionais e a
absor¢do de fosforo pelas plantas de alfafa. Entretanto, McDonald et al. (2001) apontam
que ndo existem evidéncias concretas de que as plantas utilizem o fosfito como fonte direta
de fésforo. O efeito do fosfito em reduzir os niveis de doencgas, mesmo assintomaticos,
pode ser suficiente para aumentar a produtividade e a qualidade das culturas. Rezende
(2014), avaliando plantulas de tangerina inoculadas e nao inoculadas com Phytophthora
nicotianae ¢ tratadas com diferentes concentracdes de uma férmula comercial de fosfito,
observou que niao houve diferenca na producdo de massa fresca nas plantulas nao
inoculadas. Entretanto, nas plantulas inoculadas houve um aumento gradual de massa
fresca de parte aérea e raiz a medida que se aumentou a concentragao de fosfito aplicada. O
aumento da massa fresca somente em plantas inoculadas com P. nicotianae pode indicar o

potencial de controle do fosfito em reduzir os danos causados pelo patogeno, sem prejuizos
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para a fisiologia do hospedeiro. Diferentes respostas fisiologicas proporcionadas pelo
fosfito podem estar relacionadas ao metabolismo de carboidratos, estimulo da rota do 4cido
chiquimico e/ou alteracdes hormonais e quimicas nas plantas (LOVATT e MIKKELSEN,
2006).

De acordo com Graham e Timmer (1994), em estados avancados da infecgdo, a
producdo de novas raizes € inferior ao ritmo de morte das raizes, ocasionando uma
incapacidade da planta de manter 4gua em quantidade suficiente e captagdo adequada de
minerais, resultando em menor producdo, perda de folhas e morte progressiva da copa. No
geral, os resultados descritos neste estudo para a cv. Bragantina sugerem menor capacidade
para realizar a absor¢@o de nutrientes, considerando a total colonizacao do fungo nas raizes
e no xilema (ANEXO 14).

A avaliagdo da capacidade de absor¢ao de fosfito também mostrou diferencas entre
gendtipos de soja (WANG et al., 2004). Segundo os autores, tais diferencas foram
associadas a uma maior densidade de pélos radiculares e comprimento de pélos por
unidade radicular (mas menor média de comprimento de pélos radiculares) no gendtipo
mais eficiente na absorcdo de fosfito comparado ao menos eficiente. Nao ha na literatura
uma caracterizacdo do sistema radicular da pimenta-do-reino, nem tampouco das
cultivares. Entretanto, durante os experimentos, observou-se que a cv. Kottanadan
apresenta maior volume radicular (Figura 3D) (ANEXO 15).

A quitosana, forma desacetilada da quitina, tem sido pesquisada para se determinar
sua habilidade no aumento da tolerincia de plantas a estresses (LEE et al., 1999) e na
ativacdo de respostas de defesa, protegendo as espécies vegetais contra microrganismos
fitopatogénicos (BENHAMOU, 1996). Em nossos resultados para a incidéncia e
severidade da fusariose, observou-se que a quitosana diminuiu a incidéncia e severidade da
doenca para ambas as cultivares quando aplicada preventivamente. Entretanto, quando
aplicada curativamente, um aumento de 9,6% da severidade da doenca foi observada para a
cv. Bragantina (Capitulo 3). Assim, quanto maior a severidade, maior serd a perda de
massa conforme observado para a cv. Bragantina tratada com Qui-C.

Em testes in vitro com F. solani f. sp. piperis, a quitosana apresentou efeito indutor
de crescimento micelial (D’ADDAZIO et al.,, 2016). Em relagdo aos parametros
biométricos, no geral, a quitosana apresentou resultados favoraveis ao crescimento da
planta, sendo mais visiveis para a cv. Kottanadan, principalmente para MFPA (Figura 2B),

NF (Figura 2D), VR (Figura 3D) e DC (Figura 3E).
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Os resultados deste trabalho estdo de acordo com Nascimento et al. (2007) quando
avaliaram o efeito da quitosana em plantas de videira, cv. Casteldo, crescidas em substrato
inoculado com Neonectria liriodendri. Segundo os autores, a quitosana promoveu
significativamente o crescimento € o nimero total de raizes das plantas infectadas, e,
simultaneamente, reduziu a incidéncia da doenga em comparacdo com as plantas controle.
Entretanto, o fungo ndo foi controlado em experimento in vitro. A aparente discrepancia
entre os resultados in vitro e in vivo é, provavelmente, uma consequéncia do efeito
adicional da quitosana em desencadear uma resposta defensiva nas plantas tratadas.

Prapagdee et al. (2007), avaliando as propriedades antiftingicas de quitosana em
plantas de soja inoculadas com Fusarium solani f. sp. glycines, verificaram que ndo houve
diferenca significativa no comprimento da raiz e altura do caule em todas as concentragdes
de quitosana testadas e nos controles positivo e negativo, embora um aumento significativo
da MSPA em plantas inoculadas e tratadas com 3 mg/ml de quitosana tenha ocorrido. A
presenca de quitosana foi capaz de induzir a atividade da enzima quitinase, retardando os
sintomas da doenca. Entretanto, os sintomas da doenca apareceram a medida que diminuiu
a atividade da enzima. Tais resultados sugerem que o papel protetor da quitosana ainda nao
€ claro. Pinto et al. (2010), verificaram que os resultados obtidos com a quitosana para
controlar a murcha de fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. chrysanthemi) em crisantemo
foram muito varidveis, nao sendo possivel o estabelecimento de uma resposta padrao, uma
vez que a concentracdo ideal para o controle da doenga e a promocdo de crescimento da
planta foi muito préxima da que causou fitotoxicidade. Outros autores também obtiveram
respostas inconclusivas a respeito do papel protetor da quitosana (SCHURT et al., 2013;
AGUIAR, 2011).

De acordo com Wheeler (1978), mudangas na permeabilidade da membrana
parecem ser caracteristicas universais de tecidos de plantas doentes, independentemente do
tipo de doenca ou da natureza do agente patogénico. Neste estudo, os resultados obtidos
sugerem que a cv. Bragantina apresenta paredes menos lignificadas, devido a maior
severidade da doenca quando comparada a cv. Kottanadan e que a presenga de enzimas e
toxinas fungicas contribuem para esse processo, conforme postulado por Leslie e

Summerell, 2006.
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5. CONCLUSOES

Independentemente da época de aplicacdo dos produtos, a cv. Kottanadan foi
menos afetada pela doenca, comparativamente a cv. Bragantina. Esses resultados sdo
embasados pelas correlacdes negativas entre os parametros e a severidade da doencga.

Fosfito e Silicio sdo mais eficientes para a supressividade da fusariose e inducao de
resisténcia, considerando a invariabilidade da producao de biomassa para a cv. Kottanadan.
Quitosana, no geral, apresentou resultados favoraveis ao crescimento da planta, sendo mais
visiveis para a cv. Kottanadan, principalmente para MFPA, NF, VR e DC, mas nio foi

eficiente no controle da fusariose em ambos os modos de aplicacao.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho fotossintético de plantas de pimenta-
do-reino, cv. Bragantina e Kottanadan, no patossistema Piper nigrum x Fusarium solani f.
sp. piperis, visando caracterizar as respostas de resisténcia das cultivares ao fungo e
analisar os efeitos dos produtos alternativos utilizados para controle da fusariose na
eficiéncia do fotossistema II (FSII). O experimento foi realizado em casa de vegetacao
seguindo um Delineamento em Blocos Casualizados (DBC), com 3 fatores e 4 controles.
As avaliacdes foram feitas pelo teste de agrupamento de Scott-Knott. Todos os dados
foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) por meio do software Genes 3.1.
Plantas de pimenta-do-reino com 4 meses de idade foram transplantadas para vasos com
capacidade para 5L, e aclimatadas até 6 meses de idade, quando produtos foram aplicados.
Os produtos Silicio, Fosfito e Quitosana foram adicionados aos vasos 30 e 15 dias antes da
inoculagdo (aplicac@o preventiva) e 15 e 30 dias apds a inoculagdo (aplicagdo curativa).
Aos 180 dias apds a inoculagdo, os teores relativos de clorofila a, b e total, a fluorescéncia
da clorofila a foram avaliados. As avaliacdes de trocas gasosas foram feitas aos 150 DAL
Menores valores de clorofila a, b e total foram observados para a cv. Bragantina, e
correlacionados com o aumento da severidade da doencga. Heterogeneidade das curvas
OJIP e desvios positivos para banda L e K indicaram susceptibilidade da cv. Bragantina a
fusariose. Além disso, menores valores na eficiéncia fotoquimica méaxima do FSII
(Fv/Fm), assimilacdo liquida de carbono (A), condutancia estomética (gs), transpiracao (E)
e efici~encia da carboxilacdo (A/Ci) associados a maiores valores de carbono interno (Ci)
sugerem que menor influxo de CO, em plantas inoculadas da cv. Bragantina foram
causadas por limitacdes fotoquimicas e bioquimicas. Esses dados sdo suportados pela
correlagdo positiva entre A e gs, a correlacdo negativa entre A e Ci, a correlacdo negativa
entre Ci e Fv/Fm e a correlagdo positiva entre a severidade da doenca e Ci. No geral, os
parametros de teor relativo de clorofila, fluorescéncia da clorofila a e trocas gasosas foram
menos afetados na cv. Kottanadan. Portanto, independentemente da severidade da doenga,
todas as plantas inoculadas com F. solani f. sp. piperis permanecem fotossinteticamente
ativas ap6s 180 dias. Danos ao complexo de evolucdo do oxigénio e na conectividade
energética ocorrem na cv. Bragantina infectada pelo fungo. A fotossintese e pigmentos
fotossintéticos sdo significativamente reduzidos durante o processo de infec¢do por F.

solani para a cv. Bragantina, mostrando que essa cultivar ndo apresenta comportamento
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favoravel a supressividade da doenca. Além disso, a cultivar Kottanadan € resistente ao
fusarium comparativamente a cv. Bragantina. Por fim, a redu¢do da fluorescéncia inicial
(Fp), fluxo especifico de absorcdo por centro de reacdo (ABS/RC) e fluxo especifico de
dissipacdo por centro de reacdao (DIy/RC) apds a aplicagdao do Si-C evidencia a eficiéncia

desse produto sobre a supressividade de F. solani na cv. Bragantina.

Palavras-chave: Bragantina ¢ fotossintese ¢ fusariose ¢ Kottanadan ¢ limitagdes

bioquimicas ® OJIP e
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the photosynthetic performance of black pepper
plants, cv. Bragantina and Kottanadan, in the pathosystem Piper nigrum x Fusarium solani
f. sp. piperis in order to characterize the resistance responses of black pepper cultivars to
fungi and to analyze the effects of alternative products used to control fusariosis on the
efficiency of photosystem II (PSII). The experiment was performed under greenhouse
conditions following a randomized block design (RBD), with 3 factors and 4 controls. The
evaluations were made using the grouping test of Scott-Knott. All data were submitted to
analysis of variance (ANOVA) using Genes 3.1 software. Four-months-old black pepper
plants were transplanted in 5-L pots (one plant per pot), and acclimated until six-months-
old, when the products were applied. The products Silicon, Phosphite and Chitosan were
added in each pot 30 and 15 days before the inoculation (preventive application) and 15
and 30 days after the inoculation (curative application). 180 days after inoculation (DAI),
the relative content of chlorophyll a, b and total, the chlorophyll a fluorescence were
evaluated. Gas exchange evaluations were made after 150 DAIL Lower values of
chlorophyll a, b and total were observed for Bragantina cultivar, and it were correlated
with the increased disease severity. Heterogeneity of OJIP curves and positive deviations
of L and K-band indicated susceptibility of the cv. Bragantina to fusariosis. Furthermore,
decreased values of maximum efficiency of PSIl (Fv/Fm), net CO, assimilation (A),
stomatic conductance (gs), transpiration (E) and carboxylation efficiency (A/Ci) associated
with higher internal CO, concentration (Ci) values suggest that the lower CO, influx in
Bragantina cultivar inoculated were caused by photochemical and biochemical limitations.
These data are supported by the positive correlation between A and gs, the negative
correlation between A and Ci, the negative correlation between Ci and Fv/Fm, and the
positive correlation between disease severity and Ci. In general, the chlorophyll content,
chlorophyll a fluorescence and gas Exchange parameters were low affected in Kottanadan
black pepper cultivar. Therefore, independently of disease severity, all inoculated plants
remain photosynthetically active after 180 days of inoculation. Damages on oxygen
evolution complex and energetic connectivity occur in Bragantina cultivar infected by
fungi. Reduced photosynthesis and photosynthetic pigments occurring during fungi
infection by F. solani in Bragantina cultivar show us desfavorable behavior to the disease

suppressivity. In addition, the Kottanadan cultivar is resistant to Fusarium compared to
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Bragantina. Finally, reduced initial fluorescence (Fy) and absoption and dissipation energy
flux per reaction center (ABS/RC and DIy/RC, respectively) values after the aplication of
Si-C give us evidence of it efficiency on F. solani supressivity for Bragantina pepper

cultivar.

Keyword: Bragantina ¢ biochemical limitations ¢ fusariosis ¢ Kottanadan ¢ OJIP e

photosynthesis ¢
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1. INTRODUCAO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), nativa das florestas umidas da Costa do
Malabar no sudoeste da India (NELSON e CANNON-EGER, 2009) é uma planta perene,
semi-lenhosa e trepadeira. O gé€nero Piper pertence a classe das Eudicotiledoneas, ordem
Piperales e familia Piperacea. (EMBRAPA, 2004).

A P. nigrum é considerada como a Uunica especiaria cujos frutos podem ser
comercializados em 4 diferentes versdes de grdos (preta, branca, verde e vermelha),
embora a sua forma mais comum de comercializacdo seja a preta (EMBRAPA, 2004;
PISSINATE, 2006). Além disso, ¢ uma das mais valorizadas condimentares do mundo,
com grande valor econdmico, permitindo que a atividade desenvolvida pelos pipericultores
seja altamente rentavel (LIMA et al., 2010).

Entretanto, a cultura € atacada por varias doencas (ALBUQUERQUE e DUARTE,
1991). A fusariose, também conhecida por podridao-do-pé, podridao-das-raizes e mal-de-
mariquita € a principal doenca da cultura de pimenta-do-reino (Piper nigrum L.), de
ocorréncia restrita ao Brasil (KIMATI et al., 1997; TRINDADE e POLTRONIERI, 1997;
TREMACOLDI, 2010). O agente causal da fusariose é o Fusarium solani (Mart.) Appel &
Wr. emend. Snyd. & Hans. f. sp. piperis, Albuquerque (Teleomorfo Nectria haematococca
Berk. & Br. f. sp. piperis Albuq.) (DUARTE et al., 2005).

Embora a pipericultura seja de grande importancia no cenario regional, nacional e
internacional, a atividade, frequentemente € relegada ao esquecimento. A falta de pesquisas
para melhoramento, manejo € combate as doencas revelam a falta de conhecimento
cientifico sobre a cultura. Assim, mesmo doencas tdo devastadoras como a fusariose nao
sao totalmente estudadas, e as técnicas de prevencdo e combate a esta e outras doengas nao
sdo totalmente eficientes (SILVA et al. 2011). Apesar disso, o controle alternativo de
doencas de plantas tem sido discutido por diversos autores, onde produtos naturais,
alternativos aos fungicidas tradicionais, apresentam potencial no manejo das doencas em
diferentes culturas (DATNOFF et al., 2007; NOJOSA et al.,, 2005; LOVATT e
MIKKELSEN, 2006; PASCHOLATI et al., 2014; BAUTISTA-BANOS et al., 2006;
MAZARO et al., 2008).

Virios tipos de estresses abidticos e bidticos que sdo impostos as plantas podem
causar mudancas no seu crescimento e desenvolvimento (BERGER et al., 2007). Os

agentes patogénicos afetam a fisiologia da planta impactando negativamente as trocas
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gasosas ou diminuindo a eficiéncia do processo fotossintético (SHTIENBERG, 1992), a
qual, por sua vez, pode ser quantificada utilizando-se a técnica da fluorescéncia da
clorofila a, considerada ndo-invasiva € muito sensivel aos estresses bidticos e abidticos
(CHRISTEN et al. 2007; BAURIEGEL et al. 2010; ROLFE e SCHOLES 2010). De acordo
com Maxwell e Johnson (2000) e Murchie e Lawson (2013), os resultados obtidos por
meio do uso da técnica fornecem informagdes sobre o transiente OJIP, a eficiéncia da
fotossintese e a integridade do aparato fotossintético das plantas. Entretanto, poucos
trabalhos relatam o uso do transiente OJIP para quantificar as mudancgas na eficiéncia
fotoquimica causadas por doencas flingicas ou por seus agentes patogénicos (AJIGBOYE
et al., 2016). Tem sido observado que, para as diferentes interacdes planta-patégeno,
redugdes na concentracdo de pigmentos associadas a menores eficiéncias fotoquimicas,
danos estruturais aos cloroplastos, deficiéncias na dissipa¢do de energia € o aumento da
temperatura da folha sdo os efeitos negativos mais notaveis que resultam da infeccdo por
patégenos (PETIT et al., 2006; ZHAO et al., 2011; RESENDE et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho fotossintético de plantas de
pimenta-do-reino, cv. Bragantina e Kottanadan, no patossistema Piper nigrum x Fusarium
solani £. sp. piperis, visando caracterizar as respostas de resisténcia das cultivares ao fungo
e detectar os efeitos dos produtos alternativos utilizados para controle da fusariose na

eficiéncia do fotossistema II (FSII).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e cultivo

Mudas de pimenta-do-reino, cv. Kottanadan (KOT) e Bragantina (BRA), com 4
meses de idade, foram obtidas do Viveiro Pingo de Ouro (Corrego do Giral, Jaguaré-ES),
credenciado pelo Registro Nacional de Sementes e Mudas - Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (RENASEM). As mudas foram transplantadas para vasos
plasticos com capacidade para SL e tutoradas em estacas de madeira medindo 2 cm® x 1m
de comprimento. Todos os vasos foram devidamente colocados sob pallets de madeira para
evitar contato direto com o solo ambiente.

O desenvolvimento das plantas ocorreu em viveiro, com sombrite a 50%, situado
no Centro Universitario Norte do Espirito Santo, Universidade Federal do Espirito Santo
(CEUNES/UFES). Neste periodo, as plantas foram irrigadas diariamente € nos meses mais
quentes, a irrigacdo foi feita duas vezes ao dia. Tré€s vezes por semana, as plantas foram
irrigadas com 100 mL de solu¢do nutritiva 2 com 100% de for¢a idnica (adaptado de
FERNANDES et al., 2002). Esse procedimento foi realizado até as plantas completarem 6
meses de idade, quando iniciou-se a aplicacdo dos produtos de controle da fusariose. Apds
a aplicac@o dos produtos, as plantas receberam 50 mL de soluc¢do nutritiva, duas vezes por
semana, até o fim do experimento, por 6 meses (ANEXO 5).

Aos 5 meses de idade, as plantas foram podadas em corte bisel, entre o quarto e

quinto ramo plageotrdpico, para estimular a brotacdo lateral e formacao da copa.

2.2. Tratamento do solo

O solo utilizado para cultivo das plantas foi retirado da Fazenda experimental do
Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES/UFES) e classificado como
Planossolo Héplico, franco argilo arenoso, fase relevo plano (NICOLE, 2014).

A solarizacao foi baseada em Ghini (2004) e realizada por um periodo de 3 meses.
A calagem foi feita de acordo com a recomendagio da andlise de solo. Para a adubagdo do
m> de solo foi utilizado 3,12kg CaNO:s, 2,3kg NH4H,PO,4, 750g KCI, 400g MgSO,, 39¢g
CuSOy, 92g H3BO3, 91g MnSO4 e 340mg ZnSO,4 (Adaptado de PREZOTTI et al, 2007).
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2.3. Produtos alternativos de controle da fusariose

A fonte de fosfito utilizada foi Fosetyl-Al (Bayer®) e seguiu a dose recomendada
para a cultura do café, correspondendo a 2,0 kg de produto comercial/hectare (1000
plantas). De acordo com a Embrapa (2004), 1 hectare de pimenta-do-reino corresponde a
1600 plantas.

A fonte de silicio foi o Silicato de Calcio (Aldrich Chemistry®), e a dose
recomendada foi de 1g/kg de solo (ACCIOLY et al. 2012). Silicio e fosfito foram diluidos
em agua destilada para serem adicionados aos vasos em trés pontos previamente marcados
ao redor do coleto da planta. Os produtos foram aplicados utilizando-e uma seringa com
volume de 10 mL.

A dose de Quitosana (Fagron®) utilizada foi de 1g/kg de solo (baseada em PINTO
et al.,2010 e BENCHIMOL et al. 2006). Por ser insolivel em 4gua, sua adicdo aos vasos
foi na forma de pd, em trés pontos previamente marcados ao redor do coleto da planta.

Os produtos foram adicionados aos vasos em duas aplicacdes: antes da inoculagdo
do fungo (preventivo) e apds a inoculagdo (curativo). A aplicagdo dos produtos
preventivamente ocorreu 30 e 15 dias antes da inoculacdo e a aplica¢do curativa foi
realizada 15 e 30 dias ap6s a inoculacao.

Os controles positivo (sem inocula¢do) e negativo (com inocula¢do) nao receberam

os produtos.

2.4. Material biolégico e cultivo

Foi utilizado o isolado de Fusarium solani f. sp. piperis CML 2466, da Colecao
Micologica de Lavras, Universidade Federal de Lavras — MG. O fungo foi mantido em
placas de Petri contendo o meio BDA (Batata Dextrose Agar), a 4°C. Para a inoculacao,
discos de 5 mm da cultura pura foram transferidos para placas de Petri, contendo o mesmo
meio. As placas foram incubadas a 25°C em B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand), com

fotoperiodo de 12h, por 15 dias.

2.5. Suspensdo de esporos

A suspensao de esporos de F. solani foi preparada pela adi¢do de 20 mL de dgua
destilada esterilizada a cada placa contendo o fungo, sendo estas raspadas com alca de

Drigalsky, para uma eficiente extracdo dos esporos. A Contagem de esporos foi realizada
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em Camara de Neubauer e a suspensao foi ajustada para uma concentracio de 108 €sporos

por mL".

2.6. Inoculagdo dos vasos

Um volume de 10 ml da suspensdo de esporos na concentracdo citada foi
adicionado a cada vaso, préximo ao coleto das plantas. Aos vasos do tratamento controle
positivo foi adicionado 10 ml de dgua destilada esterilizada (ANEXO 6).

Apo6s a finalizacdo do experimento, o patdégeno foi reisolado com o intuito de

completar o Postulado de Koch (ANEXO 7)

2.7. Determinacao do teor relativo de clorofila

O teor de clorofila a, b e total foi obtido indiretamente (método nado-destrutivel)
utilizando-se um clorofildbmetro marca ClorofiLOG, modelo CFL 1030, conforme as
instrucdes do fabricante e expresso em uma unidade adimensional, chamada Indice de
Clorofila Falker (ICF) (FALKER AUTOMACAO AGRICOLA, 2008). As medicdes
foram efetuadas na terceira folha totalmente expandida (no sentido do 4pice para a base da
planta). Foram feitas cinco leituras em cinco folhas de cada vaso, evitando-se regides de
nervura e danificadas por pragas ou patdgenos, sendo utilizado para anélise o valor médio
(metodologia adaptada de SANTIAGO et al., 2009). As analises foram realizadas aos 180

dias ap6s a inoculacao (DAI).

2.8. Fluorescéncia da Clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi medida utilizando-se um fluorometro portatil
Handy-PEA (Hansatech, King’s Lynn, Northfolk, England). Antes das medicOes, as
amostras foram adaptadas ao escuro por 30 min, usando um clip foliar (Hansatech). A
intensidade de luz vermelha (650 nm) saturante foi de 3000 mmol fétons m™ s, suficiente
para gerar a fluorescéncia maxima para todos os tratamentos. As intensidades de
fluorescéncia foram medidas por 1 s de iluminag@o por um pulso de luz saturante em uma
area foliar de 4mm de didmetro, conforme metodologia seguida por Tsimili-Michael e
Strasser (2008). Em 1s de medi¢do foram registrados 120 pontos de fluorescéncia (Handy
PEA Manual do usuario). A fluorescéncia transiente OJIP aos 50us foi considerada como

Fo e foi analisada de acordo com o teste JIP (STRASSER e STRASSER, 1995) e seus
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parametros analisados através do software Biolyzer (Laboratério de Bioenergética,
Universidade de Genebra, Suica). As curvas da fluorescéncia transiente OJIP foram
normalizadas como Fluorescéncia varidvel relativa entre os pontos O (50 ps) e K (300 pus)
[Vok = (Ft — Fy) / (Fk — Fy)] e entre os pontos O (50 ps) e J (2 ms) [Voy = (F— Fo) / (Fj —
Fo)]. Obtida a fluorescéncia variavel (Vpok e Voy), calculou-se as diferencas cinéticas entre
as plantas submetidas ao estresse e as plantas controle [(AV = V (tratamento) — V
(controle)]. O teste-JIP foi analisado com base na Teoria de Fluxo de Energia em
Biomembranas (STRASSER e STRASSER, 1995; STRASSER et al., 2004). Os
parametros utilizados neste estudo foram: fluorescéncia inicial (Fp), o rendimento quantico
fotoquimico méaximo ou eficiéncia fotoquimica maxima do FSII [($Py = TRy / ABS =
Fv/Fm); os fluxos especificos por centro de reacdo (RC) em termos de absor¢do [ABS/RC
= My/VI/$Py] e dissipacdo [DIy/RC = (ABS/RC) - (TR¢/RC)]; indice de desempenho para
conservagdo de energia para reducao dos aceptores finais do FSI [PI total = (RC/ABS) .
(OPo/(1-0Py) . (WEo/(1 — YEy) . (6Ro/(1 — 8Rp)]. As analises foram realizadas aos 180 DAI
(ANEXO 16).

2.9. Determinacgdo dos parametros de trocas gasosas

As avaliacdes de trocas gasosas foram feitas aos 150 DAI, no periodo de 7h as 11h,
na terceira folha totalmente expandida (no sentido do 4pice para a base da planta). Para
isso foi utilizado o sistema portatil de determinacdo de gases a infravermelho (IRGA,
LCpro-SD, ADC BioScientific). Foram determinadas a taxa de assimilacdo liquida de
carbono (A - umol CO, m? s'l), condutancia estomética (gs - mol H,O m> s'l) e taxa de
transpiracao (E - mmol H,O m? s'l) sob concentracdo de CO; ~ 385-410 ppm. A densidade
de fluxo de f6tons utilizada foi de 1000 umol de f6tons m%st A partir dos dados de trocas
gasosas obtidos, foram estimados a eficiéncia intrinseca do uso da agua, dada pela razao
entre A e gs (umol CO, mmol” H,0) e a eficiéncia de carboxilacdo estimada pela razio

entre A e Carbono interno (Ci) (umol mmol™ ppm™) (ANEXO 17).

2.10. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em Delineamento em Blocos Casualizados (DBC),
com 3 fatores e 4 controles. O primeiro fator representado pelas cultivares (cv.)
Kottanadan (KOT) e Bragantina (BRA), o segundo fator representado pelos produtos

silicio, fosfito e quitosana (Si, Fos e Qui) e o terceiro fator representado pela época de
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aplicacdo: preventiva (P) e curativa (C). Apesar dos tratamentos serem compostos por 3
fatores e seus respectivos niveis, a andlise em esquema fatorial limitaria a compara¢do com
os controles positivo e negativo para cada cultivar. Assim, na anélise de variadncia,
desconsiderou-se os efeitos dos fatores e suas interagdes e, no desdobramento da mesma,
realizou-se teste de agrupamento de Scott-Knott. Foram utilizadas 3 repeti¢des, totalizando
48 parcelas, com 10 plantas por parcela (Figura 1). Para o estudo das relaces entre as
variaveis, foram realizadas analises de correlagdo linear de Pearson (r). A significancia das
correlagdes foi analisada pelo teste “t” de Student em nivel de 5% de probabilidade. Todos
os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) por meio do software Genes

3.1 (CRUZ, 2016).
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= CcP Si-P Fosf-C Fos-P Si-C CN Fos-C Qui-P
ER4) ®oT) ®oT) ERY) ®oT) ®oT) ERY) ®OT)
Qui-P Si-C Si-P CN Fos-C Fos-P CcP Qui-C
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Figura 1: Disposi¢@o dos tratamentos em viveiro, localizado no Centro Universitario Norte do Espirito Santo
(CEUNES/UEFES).

KOT - Kottanadan; Bra — Bragantina

CP - controle positivo (sem indculo); CN — controle negativo (com indculo)

Fos-P = fosfito preventivo; Si-P = silicio preventivo; Qui-P = quitosana preventivo
Fos-C = fosfito curativo; Si-C = silicio curativo; Qui-C = quitosana curativo
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3. RESULTADOS

3.1. Determinacdo do teor relativo de clorofila

Observou-se diferenca significativa (p<0,01) nos teores de clorofila a, b e total,
com maiores valores obtidos para a cv. Kottanadan comparativamente a cv. Bragantina
(Figura 4). Para a cv. Kottanadan, o teor de clorofila a e b foi significativamente maior
para todos os tratamentos, exceto para o CN (Figura 2 A,B). Nenhuma diferenca no teor de
clorofila total entre tratamentos foi observada para a cv. Kottanadan (Figura 2C).

Para a cv. Bragantina, maiores teores de clorofila a foram observados para os
tratamentos Qui-P e Si-C (Figura 2A). Os teores de clorofila b e clorofila total foram
similares em todos os tratamentos e controles, exceto para Qui-C (Figura 2B) e para Si-C

(Figura 2C).
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Figura 2: Teor relativo de clorofila a (A), clorofila b (B) e clorofila total (C) em plantas de pimenta-do-reino,
cv. Kottanadan (KOT) e Bragantina (BRA), suplementadas com silicio, fosfito e quitosana (Si, Fos e Qui),
com aplica¢do preventiva (P) e curativa (C). As plantas foram inoculadas com Fusarium solani f. sp. piperis,
exceto o controle positivo (CP); controle negativo (CN). Médias seguidas da mesma letra mindscula na
coluna nio diferem entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 1% de probabilidade. As barras
representam o erro padrao da média.



180

3.2. Fluorescéncia da Clorofila a

Como apresentado na Figura 3, todos os tratamentos e controles de ambas as
cultivares de pimenta-do-reino apresentaram curvas OJIP com comportamento polifasico
tipico, com pontos intermediarios J e I bem definidos. Para a cv. Kottanadan, aumentos dos
pontos J, I e P foram observados para todos os tratamentos comparativamente a condi¢cdo
controle (CP e CN), exceto para Qui-C (Figura 3A). Por outro lado, para a cv. Bragantina,
redugdes nos pontos J, I e P ocorreram para os tratamentos Qui-P, Qui-C e Fos-P
comparativamente ao controle negativo (Figura 3B). Além disso, a heterogeneidade do

transiente OJIP aumentou com a infec¢do fungica para a cv. Bragantina (Figura 3B).
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Figura 3: Curva da fluorescéncia transiente OJIP da clorofila @ em folhas de pimenta-do-reino, cultivares
Kottanadan (A) e Bragantina (B), inoculadas com Fusarium solani f. sp. piperis e suplementadas com silicio,
fosfito e quitosana (Si, Fos e Qui), preventivamente (P) e curativamente (C). Controle positivo (CP): sem
fungo e sem produto; controle negativo (CN): com fungo e sem produto. Para a realizaciio das analises, as
folhas foram previamente adaptadas ao escuro, durante 30 minutos.
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Para a cv. Kottanadan, banda L negativa foi observada em todas as plantas tratadas
preventivamente com Si e Fos e para CP e CN, com maior amplitude para o tratamento
com Si. Por outro lado, banda L positiva foi observada para o tratamento Qui-P (Figura
4A). Para a aplicacdo curativa, todos os tratamentos e CN apresentaram banda préxima ao
CP, exceto o tratamento com Fos, para o qual maior amplitude negativa foi observada
(Figura 4B).

A cv. Bragantina apresentou banda L com amplitude positiva para todos os
tratamentos preventivos e curativos e para CN. Maiores amplitudes foram observadas para
os tratamentos curativos, exceto para Si-C, o qual apresentou um pequeno desvio negativo

(Figura 4 C, D).
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Figura 4: Diferenca cinética de Vpg obtida ap6s dupla normalizagdo entre os pontos O-K, AVox = [Vok
(tratamento) - Vo (controle)], mostrando a banda L nas cultivares de pimenta-do-reino Kottanadan (A,B) e
Bragantina (C,D), suplementadas com silicio, fosfito e quitosana (Si, Fos e Qui), com aplicacdo preventiva e
curativa. Todas as plantas foram inoculadas com Fusarium solani f. sp. piperis, exceto o controle positivo
(CP); controle negativo (CN). Para a realizacdo das andlises, as folhas foram previamente adaptadas ao
escuro, durante 30 minutos.
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Banda K com amplitude negativa foi obtida para a cv. Kottanadan em todos os
tratamentos, preventivamente e curativamente, € CN. Maiores amplitudes negativas foram
observadas para os tratamentos Si-P e Fos-C (Figura 5 A,B). Contrariamente, para a cv.
Bragantina, observou-se desvios positivos para todos os tratamentos, preventivos e
curativos e CN, com maiores amplitudes observadas para Fos-C, Qui-C e CN (Figura 5

C.D).
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Figura 5: Diferenca cinética de Vq; obtida apds dupla normalizacdo entre os pontos O-J, AVy; = [V,
(tratamento) - Vo, (controle)], mostrando a banda K nas cultivares de pimenta-do-reino Kottanadan (A,B) e
Bragantina (C,D), tratadas com silicio, fosfito e quitosana (Si, Fos e Qui), com aplicacdo preventiva e
curativa. Todas as plantas foram inoculadas com Fusarium solani f. sp. piperis, exceto o controle positivo
(CP); controle negativo (CN) . Para a realizacdo das andlises, as folhas foram previamente adaptadas ao
escuro, durante 30 minutos.

Houve diferenca significativa para os parametros do teste JIP Fv/Fm, ABS/RC e
Pltoa (p<0,01) e Fy e DIy/RC (p<0,05) (Figura 6). Maiores valores de Fy foram observados

para a cv. Bragantina em todos os tratamentos e controles, exceto para Si-C. Todos os
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tratamentos e os controles apresentaram valores de Fj semelhantes para a cv. Kottanadan
(Figura 6A).

Maiores valores da razdo Fv/Fm foram observados para a cv. Kottanadan na
maioria dos tratamentos (Si-P, Fos-P, Si-C, Fos-C e CP). Para os demais tratamentos € o
CN, valores menores de Fv/Fm foram obtidos, similares aqueles descritos para a cv.
Bragantina em todos os tratamentos (Figura 6B). Nenhuma variacdo em Fv/Fm foi
observada entre os tratamentos para a cv. Bragantina.

Observou-se, ainda, aumentos significativos de ABS/RC e DIy/RC para a cv.
Bragantina em todos os tratamentos e controles, exceto para Si-C. Para a cv. Kottanadan,
os valores de ABS/RC e DIy/RC foram menores significativamente, comparativamente a
cv. Bragantina, e similares entre os tratamentos e controles (Figura 6 C,D).

O indice de desempenho (Plro) foi maior para a cv. Kottanadan em comparacao a
cv. Bragantina nos tratamentos Si-P, Fos-P, Si-C, Fos-C e CP. Os valores dos demais

tratamentos foram semelhantes aos da cv. Bragantina (Figura 6E).
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Figura 6: Parametros do teste JIP: fluorescéncia inicial (F) — A; eficiéncia fotoquimica maxima do PSII
(Fv/Fm) - B; fluxos especificos por centro de reacdo (RC) em termos de absor¢do (ABS/RC) - C e dissipacao
(DIy/RC) - D; indice de desempenho total (Plt., ) para as cultivares Kottanadan (KOT) e Bragantina (BRA),
suplementadas com silicio, fosfito e quitosana, preventivamente (Si-P, Fos-P e Qui-P) e curativamente (Si-C,
Fos-C e Qui-C). Todas as plantas foram inoculadas com Fusarium solani f. sp. piperis, exceto o controle
positivo (CP); controle negativo (CN). Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem
entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 1% e 5% de probabilidade. As barras representam o erro
padrdo da média.
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3.3. Determinacdo dos parametros de trocas gasosas

Observou-se diferenca significativa para os parametros Ci, E, gs, A/Ci (p<0,01) e A
(p<0,05). Por outro lado, a razdo A/gs nao diferiu significativamente (p>0,05) entre
tratamentos e cultivar (Figura 7).

Para a cv. Bragantina, comparativamente a cv. Kottanadan, maiores valores de Ci
foram observados para todos os tratamentos e controles, exceto para Qui-P, sem diferencas
significativas para a cv. Kottanadan. De maneira geral, nao houve diferenca em Ci entre
tratamentos e CN para ambas as cultivares (Figura 7A).

A taxa de transpiracdo (E) foi maior para todos os tratamentos e controles da cv.
Kottanadan em comparacdo a cv. Bragantina, exceto para Fos-P (Figura 7B).

Para a cultivar Kottanadan, maiores valores de gs foram observados para os
tratamentos Si-P, Qui-P, Fos-C, Qui-C e CP, sem diferencas significativas entre as
cultivares para os demais tratamentos (Figura 7C).

Maiores valores de A foram obtidos para a cv. Kottanadan em todos os tratamentos
e controles quando comparada a cv. Bragantina, exceto para os tratamentos Si-C e Fos-C
(Figura 7D). Nao houve diferengas entre os tratamentos e cultivares nos valores de A/gs.

De maneira geral, as reducdes observadas nos valores de A foram acompanhadas

por redugdes significativas na eficiéncia de carboxilacdo da Rubisco (A/C1). (Figura 7F).
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Figura 7: Concentragdo interna de CO, (Ci) — A; taxa de transpira¢do (E - mmol m? s — B; condutincia
estomatica (gs - mol m? s™) — C; fotossintese liquida (A - pmol m” s™); eficiéncia intrinseca do uso da dgua
(A/gs - pmol CO, mmol™ H,0) - E e eficiéncia da carboxilacdo (A/Ci - umol mmol™ ppm’l) — F de duas
cultivares de pimenta-do-reino (KOT — Kottanadan e BRA — Bragantina), suplementadas com silicio, fosfito
e quitosana, preventivamente e curativamente (Si-P, Fos-P, Qui-P, Si-C, Fos-C e Qui-C), 150 DAI com
Fusarium solani f. sp. piperis. Controle positivo (CP): sem tratamento e sem fungo; controle negativo (CN):
sem tratamento e com fungo. Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de agrupamento de Scott-Knott, a 1% e 5% de probabilidade. As barras representam o erro padrdo da

média.
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4. DISCUSSAO

4.1. Determinacdo do teor relativo de clorofila

O teor dos pigmentos fotossintéticos também foi alterado em resposta a doenca,
com menores valores observados para a cv. Bragantina (Figura 2), como observado pelas
correlagdes negativas entre os teores de clorofila e a severidade da doenca (clorofila a: r = -
0,7568; p = 0,0742; clorofila b: r = -0,7144; p = 0,1926 e clorofila total: r = -0,6664; p =
0,478). De acordo com Tausz et al. (2001), valores reduzidos de clorofila a, clorofila b e
clorofila total podem ser atribuidos ao efeito fotodestrutivo causado pelo estresse, o qual é
responsavel pela elevacdo das taxas de degradacdo e redugdo das taxas de biossintese
desses pigmentos.

A clorofila a € o pigmento fotossintético mais abundante na natureza e esta presente
em todos os organismos que realizam a fotossintese oxigénica (STREIT et al., 2005). Sua
principal fun¢do € atuar como doador de elétrons na fase fotoquimica da fotossintese, ao
passo que os demais pigmentos atuam como pigmentos acessOrios no sistema antena,
auxiliando na absorcdo de luz e transferéncia da energia de excitagdo para as clorofilas a
que compdem os centros de reacdo dos fotossistemas I e II (TAIZ e ZEIGER, 2013). O
tipo de pigmento fotossintético e sua abundincia variam de acordo com as espécies
(STREIT et al., 2005). No caso das plantas, os pigmentos especializados na absor¢ao da
luz sdo as clorofilas a e b e os carotenoides (LAMBERS et al., 2008; GOVINDIJEE et al.,
2010).

Outros autores estudaram o comportamento fotossintético de plantas inoculadas
com patégenos. Kumudini et al. (2008) observaram que em folhas de soja infectadas por
Phakopsora pachyrhizi, as perdas na atividade fotossintética foram principalmente
associadas a diminuicdo das concentracdes de clorofila e a reducdo da absorcao de luz nas
folhas. Abo-Foul et al. (1996), verificaram que as folhas de plantas de pepino infectadas
por Sphaerotheca fuliginea apresentaram reducdo na fotossintese liquida (A), estando este
comportamento associado a diminui¢cdo da concentragao de clorofilas e a perda de
tilacéides no estroma do cloroplasto. Nossos resultados corroboram aqueles obtidos por
Abo-Foul et al. (1996) e sao embasados pelas correlacdes positivas entre A e clorofila a (r
= 0,8926; p = 0,0005), A e clorofila b (r = 0,8594; p = 0,0027) e A e clorofila total (r =
0,8125; p =0.0155).
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Aucique Perez et al. (2014), estudando as trocas gasosas e a fluorescéncia da
clorofila a em plantas de trigo infectadas com Pyricularia oryzae, observaram diminui¢ao
nos valores de Fv/Fm e na fotossintese e concluiram que essas deficiéncias contribuiram
para o progresso da doenca, juntamente com as redugdes nos valores de clorofila total e,
principalmente, nos valores de clorofila a. De acordo com MURCHIE e HORTON (1997),
sob condig¢des foto-oxidativas, a clorofila a € mais propensa a oxidacdo do que a clorofila

b.

4.2. Fluorescéncia da Clorofila a

Para nosso conhecimento, nao ha trabalhos prévios sobre a aplicacdo do transiente
OJIP para avaliar as mudangas na eficiéncia fotossintética de plantas infectadas por fungos
patogénicos. Neste estudo, o comportamento polifasico OJIP observado para ambas as
cultivares indica que as amostras permaneceram fotossinteticamente ativas ap6s a infeccao
pelo fusarium. Por conseguinte, a relativa estabilidade nas curvas OJIP observada para a
cv. Kottanadan indica maior capacidade de equilibrar o transporte de elétrons sob
condicdes de estresse bidtico (Figura 2A). Por conseguinte, a presenga de curvas com as
fases OJIP suprimidas na cv. Bragantina (Qui-P, Qui-C e Fos-P) podem evidenciar
bloqueios parciais ou totais no fluxo de energia na cadeia transportadora de elétrons da
fotossintese (MEHTA et al., 2010). A variacdo na amplitude das curvas tem sido descrita
para plantas submetidas a véarios tipos de estresse abidtico e indicam o grau de
heterogeneidade das amostras e a susceptibilidade da espécie/genétipo ao estresse
(GOMES et al., 2012). Neste estudo, maior heterogeneidade dos transientes OJIP foi
observada para a cv. Bragantina (Figura 2B).

De acordo com SCHANSKER et al. (2005) e YUSUF et al. (2010), as fases da
curva OJIP refletem diferentes processos na reducdo da cadeia de transporte de elétrons
(CTE). A fase O-J esté relacionada a reducao fotoquimica de Qa nos CRs do FSII. A fase
J-1 envolve os eventos de reducdo/oxidacdo do pool de plastoquinonas enquanto a fase I-P
refere-se aos processos de reducdo dos aceptores finais de elétrons do FSI como a
ferredoxina (Fd) e NADP.

Os desvios de amplitude negativa das bandas L e K para a cv. Kottanadan indicam
a manutencdo de maior conectividade energética entre as subunidades do FSII e
estabilidade do CEOQ, respectivamente (STRASSER, 1997; STRASSER e STIRBET, 1998)
(Figura 4 A,B e Figura 5 A,B). E valido destacar que, para a cv Kottanadan, dos produtos
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alternativos testados neste estudo, todos, com excecdo da Qui-P, mostraram-se eficientes
em manter ou melhorar a conectividade energética e estabilidade do CEO. Por outro lado, a
suplementac¢ao curativa com Fos resultou no aumento da amplitude negativadas bandas L e
K. . Por outro lado, os desvios positivos das bandas L. e K observados para a cv.
Bragantina, independentemente do modo de aplicacdo dos produtos, confirmam a maior
susceptibilidade dessa cultivar a fusariose, como j estabelecido, com declinios acentuados
na conectividade energética (banda L) e na estabilidade do CEO (banda K) principalmente
nos tratamentos Fos-C e Qui-C (Figura 4 C,D e Figura 5 C,D).

De acordo com Oukarroum et al. (2009), as bandas L e K sdo eficientes na
identificacdo de disturbios fisiol6gicos, mesmo antes da manifestacdo visivel dos danos.
Yusuf et al. (2010) relatam que quanto maiores forem os valores positivos da banda L,
como observados no presente estudo para a cv. Bragantina (Figura 4 C,D), menor € a
conectividade energética e o agrupamento entre as subunidades e, quanto maiores forem as
amplitudes positivas da banda K (Figura 5 C,D), maior € o desequilibrio energético entre
os lados doador e aceptor do FSII, onde o fluxo de elétrons do CEO para P680 no lado
doador do FSII € mais lento que o fluxo do FSII para Qa no lado aceptor (STRASSER,
1997; LAZAR, 2006; JIANG et al., 2008; YUSUF et al., 2010).

Christen et al. (2007), caracterizaram as respostas da videira (Vitis vinifera cv.
Cabernet sauvignon e Merlot) a doenca esca ou doenga do tronco da videira, causada pelos
patégenos vasculares Eutypa lata, Phaeomoniella chlamydospora, Phaeoacremonium
aleophilum e Fomitiporia mediterranea por meio da fluorescéncia da clorofila a. Os
autores observaram presenca de banda K positiva para a cv. C. sauvignon, evidenciada pela
interrupcao na absor¢do de nutrientes, uma vez que os agentes patogénicos colonizam os
vasos xilematicos. Segundo os autores, a presenca de reacdes de defesa da propria planta
(tiloses) ou produgcdo de enzimas lignoliticas e celuloliticas e toxinas do patdgeno,
consequentemente impedem o transporte de dgua e nutrientes na planta. De acordo com
Leslie e Summerell (2006), Fusarium solani produz enzimas e toxinas capazes de impedir
a funcdo dos vasos xilematicos de absorver 4gua e nutrientes. Assim, podemos inferir que a
presenca da banda K para a cv. Bragantina pode ter sido evidenciada ndo somente pela
impossibilidade de absor¢do de nutrientes, mas também por mecanismos do proprio
patogeno.

Os maiores valores de F, observados para a cv. Bragantina (Figura 6A) podem ser
atribuidos a um aumento no nimero de centros de reagdo (CRs) inativos, baixa

transferéncia ou bloqueio de energia entre os sistemas antena até os CRs do FSII devido a
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dissociacdo entre o complexo do sistema antena e o nicleo do FSII ou a inativacdo do
complexo de evolugdo do oxigénio (CEO) (LAZAR, 1999; JIANG et al., 2008; KALAJI et
al. 2011; GHOTBI-RAVANDI et al., 2014). A similaridade dos valores de Fo entre
tratamentos e CN indica a ineficiéncia dos produtos na supressividade da doenca. Por outro
lado, a redugdo de Fo apds a aplicagcdo do Si-C evidencia a eficiéncia desse produto sobre a
supressividade de F. solani nesta cultivar. Por conseguinte, o aumento de Fo resultante no
aumento do nimero de CRs inativos para a cv. Bragantina é embasado pelos maiores
valores de ABS/RC e DIy/RC obtidos para esta cultivar (Figura 6 C,D) bem como pela
inativacdo do CEO, confirmada por meio da analise dos desvios positivos da banda K
(Figura 5 C,D). Analogamente ao discutido para Fo, a invariabilidade de ABS/RC e
DIy/RC entre tratamentos e CN para a cv. Bragantina, confirma a ineficiéncia dos produtos
na supressao da doenca, bem como a eficiéncia do uso do Si-C.

Os menores valores de Fv/Fm observados em todos os tratamentos € nos controles
positivo e negativo para a cv. Bragantina também foram influenciados por Fy. De acordo
com Osmond (1994), quando danos as unidades do FSII sdo parciais, e possiveis de
recuperacao por meio do retorno dos valores de Fy e Fv/Fm as condigdes anteriores ao
estresse, ocorre o fendmeno da fotoinibicdo dinamica. Entretanto, valores maiores para Fo
e menores para Fv/Fm foram observados ao longo dos 180 DAI (dados ndo mostrados),
caracterizando um estresse severo ou fotoinibi¢do cronica para a cv. Bragantina.
Resultados sinilares foram descritos por Chen e Cheng (2010) estudando a fotoinibi¢ao da
fotossintese na macd 'Honeycrisp' (Malus domestica Borkh. cv. Gala) com clorose. Os
autores encontraram maiores valores para Fy, menores valores para Fv/Fm, banda L e
banda K com desvios positivos e concluiram que a fotoinibicdo ocorreu tanto no lado
doador (isto €, na CEO) quanto no lado aceptor do FSII em folhas cloréticas. O lado
aceptor € danificado mais severamente do que o lado doador, o que possivelmente é uma
consequéncia da redugdo FSII devido a desaceleracdo do ciclo de Calvin.

Os danos ocorridos em Fv/Fm para a cv. Bragantina, levaram a alteracdes nos
fluxos de energia de absor¢ao (ABS/RC) e de dissipacao por CR (DIy/RC) (Figura 6 C,D).
De acordo com Strasser e Strasser (1995) e Mehta et al. (2010), ABS/RC ¢ influenciado
por variagcdes na razdao de CRs ativos/inativos e essa variacdo pode ser por um aumento
efetivo no tamanho da antena que fornece energia de excitacdo para os CRs ou por uma
diminuicao da atividade dos CRs redutores de Qs (STRASSER e STIRBET, 1998;
YUSUF et al. 2010). Em nossos resultados, como ja salientado, os maiores valores de

ABS/RC foram embasados pelo comportamento da banda L (Figura 4), com menor
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conectividade entre as unidades do FSII (STRASSER et al. 2000, 2004), indicando, para a
cv. Bragantina, diminui¢do na atividade dos CRs em todos os tratamentos, com exce¢ao
para Si-C (Figura 6C).

O indice de desempenho Plryy, esta diretamente relacionado ao resultado final da
atividade da planta, como crescimento ou sobrevivéncia sob condi¢des de estresse
(STRASSER et al, 2007; TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER , 2008; ZUBEK et al.,
2009; YUSUF et al., 2010). Valores menores de Plrq, observados para a cv. Bragantina,
em todos os tratamentos, expressam perda na capacidade de conservacdo de energia em
resposta a ineficiéncia dos produtos no controle fungico, como discutido acima (Figura
6A). Esses resultados sdo suportados pela correlacdo negativa entre Plry, € severidade,
evidenciando a ocorréncia de maior a severidade da doengca na condi¢cdo de menor
desempenho na conservacgao de energia.

Os valores apresentados para cv. Kottanadan referentes a Fy, Fv/Fm, ABS/RC,
DIy/RC e Plroa demonstram, no geral, melhor comportamento do aparato fotoquimico
dessa cultivar quando submetida a inoculagdo filingica, confirmando os resultados de
resisténcia descritos para esta cultivar (Capitulo 3). Esses dados sdo sustentados pela
correlagdes positiva entre Fo e severidade (r =0,6518; p = 0,6131), negativa entre Fv/Fm e
severidade (r = -0,7794; p = 0,0413), positiva entre ABS/RC e severidade (r = 0,6138; p =
1.1098), positiva entre DIy/RC e severidade (r = 0,6476; p = 0,6569) e negativa entre Plrop
e severidade (r = -0,6946; p = 0,2859). Nota-se, porém, que o tratamento com quitosana,
tanto preventivo como curativo, resultou em valores menores para Fv/Fm e Plyyy,
semelhantes aos observados para o controle negativo. Assim, podemos inferir que a
quitosana nao contribuiu efetivamente para o controle do patégeno, uma vez que redugdes
na atividade fotoquimica ocorreram.

De acordo com Christen et al. (2007), analises do teste JIP fornecem varios
parametros da fluorescéncia da clorofila a, os quais podem informar sobre desempenho do
aparato fotossintético e, consequentemente, sobre a vitalidade das videiras. Com essas
ferramentas foi possivel identificar cultivares tolerantes (Cabernet sauvignon) e suscetiveis

(Merlot) a doenca esca.

4.3. Determinacdo dos parametros de trocas gasosas

No geral, independente da suplementagdo e do modo de aplicacdo dos produtos, F.

solani exerceu efeito deletério na fisiologia da cv. Bragantina aos 150 DAI,
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principalmente, pela reducao de A e gs (Figura 7). A reducao dos valores de A e gs (Figura
7 C,D), associada a reducdo de Fv/Fm (Figura 6B) e aos maiores valores de Ci (Figura
7A), sugerem que a fotossintese da cv. Bragantina foi limitada por fatores nao-estomaticos.
Esses resultados sdo sustentados pela correlagdo positiva entre A e gs (r = 0,5089; p =
4,228), correlacao negativa entre A e Ci (r = -0,6771; p = 0,396), correlacdo negativa entre
Cie Fv/Fm (r = -0,4593; p = 7,0784) e a correlagdo positiva entre a severidade da doenca e
Ci (r = 0,6731; p = 0,4248). De acordo com Debona et al. (2014), menores valores em A
podem ser interpretados como um desequilibrio na capacidade bioquimica para a fixacdo
de CO,. Esta condicdo de reducdo na assimilacdo de carbono nas plantas (A) associada a
baixos valores da eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm) e altos fluxos de energia de dissipacdo
(DIy/RC) reforcam a hipétese de ocorréncia de uma inibicdo bioquimica da fotossintese
causada pelo fusarium. Como consequéncia, maiores perdas de energia na forma de calor
ocorrem.

Yun et al. (2000), estudando o patossistema Oryza sativa x Magnaporthe grisea
observaram diminuicdes na atividade de Rubisco e na capacidade de regeneragdo de
ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) devido a reducdo nos valores de A e A/Ci nas plantas
infectadas. Essa capacidade de regeneracdo da RuBP pode ser limitada devido a distirbios
na cadeia de transporte de elétrons, explicado, neste estudo, pelos menores valores de
Fv/Fm, resultando em menor fornecimento de NADPH e ATP. De acordo com Baker et al.
(1997), perda ou inativacdo de enzimas envolvidas no ciclo de Calvin, além da Rubisco,
contribuem para a reducdo da capacidade de regeneracio da RuBP. Resultados
semelhantes foram encontrados em outros patossistemas (Eucalyptus urophylla x Puccinia
psidii; Oriza sativa X Bipolaris oryzae; Eucalyptus globulus x Mycosphaerella; Sorghum x
Colletotrichum sublineolum) e, geralmente, foram interpretados como uma indicagcdo de
limitagdes bioquimicas da fotossintese (ALVES et al., 2011; DALLAGNOL et al., 2011;
PINKARD e MOHAMMED, 2006; RESENDE et al., 2012). No presente estudo, o
tratamento com Si-C resultou em aumentos significativos em A e A/Ci para a cv.
Bragantina, comparativamente ao CN. Embora esses resultados nao possam ser
comparados aqueles obtidos para a fluorescéncia da clorofila a (registrados aos 180 DAI),
houve uma tendéncia para a melhoria da atividade fotossintética nas plantas inoculadas e
suplementadas com Si, mesmo ndo se possa afirmar a ocorréncia de uma resposta padrao
paras os produtos utilizados.

Luque et al. (1999) avaliaram alguns parametros fotossintéticos em plantas de

Quercus suber L. (sobreiro ou cortiga) inoculadas com trés fungos patogénicos,
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Botryosphaeria stevensii, Hypoxylon mediterraneum e Phytophthora cinnamomi. As
plantas inoculadas apresentaram menores valores de gs e Fv/Fm. De acordo com os
autores, menores valores de gs e Fv/Fm indicam desordens metabdlicas da planta, pela
reducdo da capacidade hidrica e energética disponiveis para o crescimento e defesa das
plantas infectadas. Para a cv. Bragantina, a auséncia de diferencas significativas em gs e
Fv/Fm entre tratamentos e CN, refor¢ca a menor a supressividade da doencga, confirmando a
maior susceptibilidade dessa cultivar a fusariose.

Linaldeddu et al. (2009), estudando duas espécies de arbdreas nativas do
Mediterraneo, Quercus suber L.(corti¢a) e Quercus ilex L. (carvalho), observaram que os
agentes patogénicos Apiognomonia quercina, Biscogniauxia mediterranea, Botryosphaeria
corticola e Pleurophoma cava causaram efeitos negativos nas trocas gasosas em mudas de
cortica, independentemente do tamanho da lesdo do caule, sugerindo a produgdo de toxinas
fungicas. Esta hipotese baseia-se no fato de que o tamanho do dano visual causado ao caule
por B. mediterranea e P. cava era pequeno demais para justificar a menores valores de A e
gs. Por outro lado, em mudas de carvalho, apenas B. corticola causou variagdes
significativas nas trocas gasosas em relacao as mudas controle. Os outros fungos induziram
ligeiras variacdes fisiolégicas, embora os tamanhos das lesdes nas hastes fossem
semelhantes nos dois hospedeiros da planta. Este aspecto sugere que mecanismos de defesa
em plantas de carvalho foram ativados para combater os efeitos fisiol6gicos das infecgoes
fingicas. A habilidade do carvalho para limitar os processos de infeccdo de alguns
patogenos fungicos foi observada por EL Omari et al. (2001), em mudas de 3 anos,
infectadas artificialmente com Phomopsis spp. No segundo ano apds a inoculagdo, os
cancros causados por esses agentes patogénicos foram completamente curados e nao foram
detectados distirbios de trocas gasosas. Apesar disso, Linaldeddu et al. (2009) concluiram
que causas especificas para as respostas fisioldgicas diferenciais das duas espécies de
carvalho aos ataques de fungos continuam incertas. No presente estudo, os menores valores
de E observados para a cv Bragantina podem ser associados aos resultados observados para
gs, sendo sustentados pela correlagdo positiva e significativa entre E e gs (r = 0,7141; p =
0,1939). Outros autores observaram concomitante redugdes em E e gs em plantas
infectadas por patdgenos (DUNIWAY e DURBIN, 1971; McGRATH e PENNYPACKER,
1990; GODOY et al., 2001).
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5. CONCLUSOES

Independentemente da severidade da doenca, plantas inoculadas com F. solani f.
sp. piperis permaneceram fotossinteticamente ativas ap6s 180 dias;

Danos ao complexo de evolug¢do do oxigénio (CEO) e na conectividade energética
entre as subunidades do fotossitema II (FSII) ocorreram na cv. Bragantina infectada pelo
fungo;

A fotossintese e pigmentos fotossintéticos foram significativamente reduzidos
durante o processo de infec¢do por F. solani para a cv. Bragantina, mostrando que essa
cultivar ndo apresenta comportamento favoravel a supressividade da doenga;

A cv. Kottanadan foi mais resistente ao fungo, considerando os maiores valores do
teor relativo de clorofila, dos parametros de fluorescéncia da clorofila a e de trocas
gasosas.

A reducdo de Fy, ABS/RC e DIy/RC apds a aplicacio do Si-C evidenciou a

eficiéncia desse produto sobre a supressividade de F. solani na cv. Bragantina.
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CONCLUSOES GERAIS

Quitosana e o silicio ndo inibiram o crescimento micelial in vitro dos isolados,
enquanto fosfito exerceu 100% de inibicdo. Carbendazim exerceu efeito fungitdxico para
CML-2353 e E-596 e fungistatico para CML-2466 e E-637, inibindo o crescimento
micelial desses isolados em 60 e 80%, respectivamente. Nao houve efeitos de dose para os
produtos testados;

O desempenho fisioldgico das cultivares submetidas ao DH evidenciou que a cv.
Kottanadan foi tolerante a 12 DDH considerando a andlise dos parametros biométricos,
associada a maior porcentagem de sobrevivéncia e CRA, e menores alteragdes
fotoquimicas das plantas. A cv. Bragantina foi suscetivel a 10 DDH, apresentando 10% de
sobrevivéncia, 22% de CRA e fotoinibicao crdnica;

A cv. Kottanadan apresentou maior nivel de resisténcia a doenca. Todas as plantas
tratadas com Silicio, Fosfito e Quitosana, de ambas as cultivares, apresentaram melhor
comportamento quando comparadas aos respectivos controles negativos em relagdo a
incidéncia e severidade da fusariose;

Fosfito e Silicio sdo mais eficientes para a supressividade da fusariose e inducao de
resisténcia, considerando a invariabilidade da producio de biomassa para a cv. Kottanadan;

Houve similaridade para a época de aplicacdo preventiva e curativa dos produtos
em ambas as cultivares, embora a aplicacdo curativa do Silicio evidencie supressividade de
F. solani na cv. Bragantina pela redu¢do de Fy, ABS/RC e DIy/RC;

Independentemente da severidade da doenca, plantas inoculadas com F. solani

permaneceram fotossinteticamente ativas apds 180 dias.
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CONSIDERACOES FINAIS

O cultivo da pimenta-do-reino € de grande importancia no cénario nacional e
internacional, considerando o alto poder econdmico gerado pela venda dessa especiaria.
Especulacdes sobre o manejo correto ocorrem tanto no Brasil quanto em outros paises
produtores de pimenta-do-reino. Entretanto, poucos estudos cientificos sdo realizados com
seriedade, objetivando realmente conhecer a fisiologia de Piper nigrum associada a fatores
bidticos e abidticos, que interferem na durac@o dos pimentais bem como na produtividade.

As doengas sdo a principal causa de perdas na producdo e na qualidade comercial
dos graos. Pouco se sabe sobre a suplementa¢cdo da pimenta-do-reino com nutrientes como
o silicio e/ou métodos alternativos para o controle da fusariose, que no Brasil, € a principal
causa de morte dos pimentais. Nesse sentido, € importante considerar que nenhum
nutriente por si s6 controla toda doenca em todas as culturas. Sabe-se que plantas em
desequilibrio nutricional sdo mais suscetiveis a doencas. Por conseguinte, a forma como os
nutrientes estdo disponiveis para as plantas também influencia seu efeito sobre as doencas
e alguns elementos minerais tém efeitos similares no vigor das plantas, mas efeitos opostos
nas relacdes fisioldgicas sobre as doengas.

E importante salientar também que além da fusariose, outros tipos de estresse
podem afetar o desempenho da cultura. O déficit hidrico é uma situagdo comum,
principalmente em algumas regides do Brasil, onde os recursos hidricos sdo escassos, seja
pela falta de chuva ou por irregularidades na distribui¢do pluviométrica.

Nesse contexto, qual seria a importancia de se conhecer a fisiologia da planta e suas
respostas aos varios tipos de estresse? Qual seria o papel da nutrigdo mineral e de
nutrientes especificos na resisténcia da planta infectada ou na tolerancia ao déficit hidrico?
Como as vias metabdlicas e fotossintéticas da pimenta-do-reino sdo afetadas em condigdes
adversas? Qual o papel da anatomia no reconhecimento de alteracOes celulares impostas
pelo fungo ou pela deficiéncia hidrica?

Neste estudo, o comportamento in vitro de F. solani f. sp. piperis ccultivado em
diferentes produtos foi avaliado como também a infec¢do do fungo nas cvs. Kottanadan e
Bragantina em condicdes de viveiro. Respostas epidemioldgicas, biométricas e fisiologicas
do patossistema Piper nigrum x F. solani confirmam o pioneirismo dessa pesquisa e 0s
poucos estudos sobre a resisténcia da cultura. Dos produtos utilizados na suplementagao da

planta infectada, Silicio e Fosfito sdo recomendados para a induc¢do, direta ou indireta,
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dessa resisténcia. Entretanto, considerando o potencial do Silicio na inducdo de resisténcia
de plantas, como evidenciado na literatura e nos resultados obtidos neste estudo, maiores
doses de silicio e épocas de aplicacdo devem ser testadas na supressividade da fusariose.
Por fim, apesar dos resultados promissores como maior resisténcia a doenca e
maior tolerdncia ao déficit hidrico em viveiro, faz-se necessaria a realizacdo de
experimentos em campo com as cultivares, sendo necessario o acompanhamento

fisiolégico, nutricional e fitopatolégico dessas culturas.
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ANEXO 1

Estruturas de F. solani f. sp. piperis. A- Monofidlides; B- Macroconideos; C-
Microconideo (seta); D- Ascosporo germinando; E e F- Peritécio; G- Clamiddsporo.

(Fotos: Verdnica D’Addazio - A, B, C, D; Vaz, 2013 - E, G; Summerell et al., 2003 — F).
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ANEXO 2

Lavoura de pimenta-do-reino no norte do Estado do Espirito Santo dizimada pela fusariose

(Fotos: Antelmo R. Falqueto e Ver6nica D’ Addazio).
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ANEXO 3

Experimento in vitro (Fotos: Veronica D’ Addazio)
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ANEXO 4

Experimento déficit hidrico - ciclos (Fotos: Verdnica D’ Addazio)
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ANEXO 5

Aplicagdo de solucdo nutritiva em mudas com 6 meses de idade (Fotos: Verdnica
D’ Addazio)
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ANEXO 6
S

N

Contagem de esporos em camara de Neubauer e inoculacdo dos vasos (Fotos: Verdnica
D’Addazio).
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ANEXO 7

Postulado de kock (Fotos: Verdnica D’ Addazio)
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ANEXO 8

Interior da planta infectada. A,B,C — Bragantina: xilema e coleto; D — xilema de
Kottanadan (claro) e de Bragantina (escuro); E,F,G — Kottanadan (Fotos: Verdnica
D’ Addazio)
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ANEXO 10

Bragantina  Bloco 2

Fosfito  Preventivo

Planta 9

Bragantina Hlaco 2

Quitosana Preventive

Plantas de pimenta-do-reino aos 180 DAI (Fotos: Veronica D’ Addazio)
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ANEXO 12

KOTTANADAN  Blotol
Fosfito Prev .y

Planta 7

-

Plantas de pimenta-do-reino aos 180 DAI (Fotos: Verdnica D’ Addazio)
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ANEXO 13
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ANEXO 14

Colonizacao do fungo no xilema. Cultivar Bragantina (Fotos: Verdnica D’ Addazio)
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ANEXO 15

i, § ; f -~ ‘t'\

Raiz de Bragantina (BRA) e Kottanadan (KOT) aos 180 DAI (Fotos: Veronica D’ Addazio)
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ANEXO 16

Fluorescéncia da clorofila a e teor de clorofila a cada 15 dias (a partir do dia zero) até 180
DAI (Fotos: Veronica D’ Addazio)
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ANEXO 17
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Fotossintese aos 150 DAI (Fotos: Veronica D’ Addazio)
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