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RESUMO

CRASQUE, Jeane; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo; Fevereiro de
2020; Compatibilidade de pimenteira-do-reino enxertada em espécies do
género Piper; Orientadora: Sara Dousseau Arantes; Coorientadores: Edilson

Romais Schmildt e José Altino Machado Filho.

Na cultura da pimenta-do-reino a produtividade brasileira é restringida por
diversos fatores bidticos e abidticos, destacando a incidéncia do fungo Fusarium
solani f. sp. Piperis, visto que as técnicas existentes de manejo quimico sao pouco
eficientes. Dentre as estratégias a pratica de enxertia de cultivares da pimenta-do-
reino em espécies silvestres vem se mostrando eficiente e sustentavel, contudo, o
sucesso desta técnica depende da compatibilidade entre o enxerto e porta-enxerto.
Sendo assim, objetivou-se com este trabalho avaliar a eficiéncia da enxertia
utilizando diversos porta-enxertos e identificar descritores morfofisiolégicos
relacionados com a incompatibilidade. Foram estudadas espécies do género Piper
resistentes & Fusariose utilizando duas técnicas de enxertia. Na garfagem lateral
foram avaliados como porta-enxertos trés espécies nativas do género Piper (Piper
aduncum L., Piper hispidum Sw. e Piper tuberculatum Jacq.) e a cultivar BRS
Kottanadan. No experimento de garfagem de topo foram avaliados como porta-
enxertos trés espécies nativas do género Piper (Piper arboreum Aubl., P. aduncum e
P. tuberculatum) e a ‘Balankotta’, e como enxerto de ambos os ensaios utilizou-se a
cultivar Bragantina. O primeiro capitulo foi intitulado “Fluorescéncia da clorofila a
para avaliagao da eficiéncia da enxertia da pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) sob
porta-enxertos intra e interespecificos” e o segundo, intitulado “Metabolismo primario
e sua relacao com o desenvolvimento inicial de mudas enxertadas de pimenteira-do-
reino”. Quando analisado o aparato fotossintético pelo método de fluorescéncia da
clorofila a, a enxertia sob espécies selvagens foram melhores nos dois métodos de
enxertia com maior indice de desempenho da eficiéncia fotossintética. O método
recomendavel, a nivel de producdo, destaca-se a enxertia de garfagem lateral em
fenda cheia. Pode-se concluir que a enxertia € uma estratégia viavel para mitigagcao
dos fatores bidticos e abidticos. Quanto ao capitulo dois foram avaliadas
caracteristicas referentes ao desenvolvimento vegetativo, trocas gasosas, pigmentos

fotossintéticos, alocagdo de carboidratos. P. tuberculatum  apresentou



incompatibilidade inicial. A analise da sobrevivéncia ao longo do tempo e os
parametros relacionados a capacidade fotossintética do enxerto e de qualidade da
muda indicaram que nado houve incompatibilidade entre a "‘Bragantina’ e os porta-
enxertos P. aduncum, P. hispidum e a ‘Kottanadan'. Porém, as espécies P.
hispidum e ’Kottanadan™ apresentaram maior limitacdo na unido por diferenga de
didmetro. No estudo das correlagcbes foi possivel observar decréscimo no
investimento em parte aérea, contribuindo para o aumento da eficiéncia do uso da
agua. O teor de AR e AST do caule acima da regido do enxerto possibilitou maior
acumulo de massa seca nesta regido. A espécie com maior desempenho
fotossintético e de alocacao dos carboidratos foi P. aduncum.

Palavras-chave: enxerto, pimenta preta, pimenta selvagem.



Vi

ABSTRACT

CRASQUE, Jeane; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo; February 2020;
Characterization of the compatibility of black pepper grafted on species of the
genus Piper, Advisor: Sara Dousseau Arantes; Co-advisers: Edilson Romais
Schmildt and José Altino Machado Filho.

In the black pepper culture, Brazilian productivity is restricted by several biotic and
abiotic factors, highlighting the incidence of the fungus Fusarium solani f. sp. Piperis,
since the existing chemical management techniques are not very efficient. Among
the strategies, the practice of grafting black pepper cultivars into wild species has
proved to be efficient and sustainable, however, the success of this technique
depends on the compatibility between the graft and rootstock. Thus, the objective of
this study was to evaluate the efficiency of grafting using various rootstocks and to
identify morphophysiological descriptors related to incompatibility. Fusarium species
resistant to Piper species were studied using two grafting techniques. In the lateral
fork, three native species of the genus Piper (Piper aduncum L., Piper hispidum Sw.
And Piper tuberculatum Jacq.) And the cultivar BRS Kottanadan were evaluated as
rootstocks. In the top fork experiment, three native species of the genus Piper (Piper
arboreum Aubl., P. aduncum and P. tuberculatum) and ‘Bankankotta’ were
evaluated as rootstocks, and as a graft from both trials, cultivar was used Bragantina.
The first chapter was entitled “Chlorophyll a fluorescence for assessing the efficiency
of grafting of black pepper (Piper nigrum L.) under intra and interspecific rootstocks”
and the second, entitled “Primary metabolism and its relationship with development

of grafted seedlings of black pepper ”. When the photosynthetic apparatus was
analyzed using the chlorophyll a fluorescence method, grafting under wild species
was better in both grafting methods with a higher performance index of
photosynthetic efficiency. The recommended method, at the production level, is the
grafting of the side fork in a full slit. It can be concluded that grafting is a viable
strategy for mitigating biotic and abiotic factors. As for chapter two, characteristics
related to vegetative development, gas exchange, photosynthetic pigments,
carbohydrate allocation were evaluated. P. tuberculatum showed initial
incompatibility. The analysis of survival over time and the parameters related to the
photosynthetic capacity of the graft and seedling quality indicated that there was no

incompatibility between ‘Bragantina® and the rootstocks P. aduncum, P. hispidum
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and ‘Kottanadan'. However, the species P. hispidum and ‘Kottanadan™ showed
greater limitation in union due to difference in diameter. In the study of correlations, it
was possible to observe a decrease in investment in aerial parts, contributing to the
increase in water use efficiency. The content of AR and AST of the stem above the
graft region allowed greater accumulation of dry mass in this region. The species with
the highest photosynthetic performance and carbohydrate allocation was P.
aduncum.

Key words: graft, black pepper, wild pepper.
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1.1 FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a PARA AVALIAGCAO DA
EFICIENCIA DA ENXERTIA DA PIMENTEIRA-DO-REINO (Piper
nigrum L.) SOB PORTA-ENXERTOS INTRA E
INTERESPECIFICOS

“Preparado de acordo com as normas do Periddico Environmental and

Experimental Botany”

Resumo

A producdo de mudas de pimenteira-do-reino enxertadas em espécies
selvagens do género Piper, podera aumentar a tolerancia aos estresses
ambientais e a produtividade, reduzindo a vulnerabilidade da cultura. No
entanto, a eficiéncia da técnica é determinada pela escolha do método de
enxertia e pela interacdo entre o enxerto e o porta-enxerto. A analise da
fluorescéncia da clorofila a é considerada uma ferramenta eficiente para
determinar o impacto de varias tensées ambientais que influenciam o aparato
fotossintético. Sendo assim, objetivou-se com este trabalho avaliar os métodos
de enxertia e os porta-enxertos através da analise da fluorescéncia da clorofila
a. Foram realizados dois experimentos para avaliar o método de garfagem
lateral em fenda cheia o experimento 1 e o método de garfagem de topo em
fenda cheia, o experimento 2, utilizando como enxerto a pimenteira-do-reino
cultivar Bragantina e diversos porta-enxertos intra e interespecificos. No
experimento 1 foram avaliados como porta-enxertos trés espécies nativas do
género Piper (Piper aduncum L., Piper hispidum Sw. e Piper tuberculatum
Jacq.) e a cultivar BRS Kottanadan. No experimento 2 foram avaliados como
porta-enxertos trés espécies nativas do género Piper (Piper arboreum Aubl., P.
aduncum e P. tuberculatum) e a 'Balankotta. Em ambos os ensaios foi
considerado como controle a autoenxertia da 'Bragantina® (homoenxerto).
Quando as mudas atingiram o padrdo comercial (cerca de trés meses da

enxertia) foi efetuada a avaliagcdo da sobrevivéncia e brotamento da
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fluorescéncia transiente da clorofila a utilizando-se o fluorometro Handy PEA. O
porta-enxerto P. tuberculatum apresentou incompatibilidade inicial com a
pimenteira-do-reino ‘Bragantina’, com sobrevivéncia de 35% (Lateral) e 63%
(Topo) e total inibicdo da brotagdo do enxerto, ndo sendo possivel avaliar a
fluorescéncia da clorofila a. A enxertia lateral sob P. aduncum obteve um
percentual de sobrevivéncia de 84,00 %, enquanto a enxertia de topo 47,5 %.
Os parametros do teste JIP indicaram melhor eficiéncia na captacéo, absorcao
e uso da energia luminosa nas espécies enxertadas no método lateral. Os
dados gerais mostraram que a enxertia de pimenteira-do-reino € um método de
propagacao possivel e a fluorescéncia possibilitou identificar compatibilidade
inicial dos enxertos dos dois métodos.

Termos para indexagao: pimenta, Teste JIP, propagacéo.

Abstract

The production of black pepper seedlings grafted on wild species of the genus
Piper, may increase the tolerance to environmental stresses and productivity,
reducing the vulnerability of the crop. However, the efficiency of the technique is
determined by the choice of grafting method and the interaction between the
graft and the rootstock. The analysis of chlorophyll a fluorescence is considered
an efficient tool to determine the impact of various environmental stresses that
influence the photosynthetic apparatus. Therefore, the objective of this work
was to evaluate grafting methods and rootstocks through the analysis of
chlorophyll a fluorescence. Two experiments were carried out to evaluate the
side fork method in full slot, experiment 1 and the top fork method in full slot,
experiment 2, using black pepper cultivar Bragantina and several intra and
interspecific. In experiment 1, three native species of the genus Piper (Piper
aduncum L., Piper hispidum Sw. And Piper tuberculatum Jacq.) And the cultivar
BRS Kottanadan were evaluated as rootstocks. In experiment 2, three native
species of the genus Piper (Piper arboreum Aubl., P. aduncum and P.
tuberculatum) and ‘Balankotta® were evaluated as rootstocks. In both tests,
‘Bragantina® (homograft) autografting was considered as a control. When the
seedlings reached the commercial standard (about three months of grafting),
the assessment of survival and budding of the transient fluorescence of

chlorophyll a was performed using the Handy PEA fluorometer. The rootstock
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P. tuberculatum showed an initial incompatibility with the 'Bragantina' pepper,
with 35% survival (Lateral) and 63% (Top) and total inhibition of graft sprouting,
and it was not possible to evaluate the fluorescence of the chlorophyll a. The
lateral grafting under P. aduncum obtained a survival percentage of 84.00%,
while the top grafting 47.5%. The parameters of the JIP test indicated better
efficiency in the capture, absorption and use of light energy in the species
grafted in the lateral method. General data showed that black pepper grafting is
a possible method of propagation and fluorescence made it possible to identify
initial compatibility of the grafts of the two methods.

Index terms: Pepper, JIP test, propagation.

1.1.1 Introducgao

O Brasil é o terceiro maior produtor de pimenta-do-reino, de acordo
com dados da Organizagao das Nagdes Unidas para Alimentagao e Agricultura
(FAO), tendo produzido 79.371 t da especiaria em 2017. Na regido Sudeste
concentra-se 60% da producdo brasileira, sendo que o Espirito Santo se
destaca em 1° na produgcao, com 60.425 t de pimenta colhido em 2018 (IBGE,
2019). Dentre os entraves para o cultivo da pimenteira-do-reino no estado do
Espirito Santo destacam-se os fatores bidticos, como doengas do solo
(Fusariose, Nematdide e Phytophtora), e os fatores abidticos (salinidade, seca
e inundagao) (Kumar et al., 2015).

Os efeitos dos fatores bidticos / abidticos sdo componentes criticos na
producao de diversas culturas (Rouphael et al., 2018). Uma alternativa eficaz e
sustentavel € a técnica de enxertia para proporcionar resisténcia a doengas do
solo, tolerancia ao estresse abidtico e aumentar a produtividade das cultivares
(Albacete et al., 2015). A enxertia da pimenteira-do-reino em espécies
selvagens de Piper € uma pratica de produgdo de mudas bastante difundida
em diversos paises, visando a superacao de estresses bidticos e abidticos
(Vanaja et al., 2007).

A principal doenca da pimenteira-do-reino no Brasil € a fusariose,
causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. Piperis, que ataca o sistema
radicular e causa a morte das plantas (Rana et al., 2017). Controlar esta
doenca requer o uso extensivo de fungicidas (Amira et al., 2017), além disso, a

baixa variabilidade genética e o grau de suscetibilidade das cultivares dentre os
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gendtipos de pimenteira dificultam o controle genético da fusariose (Castro et
al., 2016). Portanto, a enxertia em espécies selvagens resistentes é a
estratégia mais viavel para o controle da fusariose na pimenteira-do-reino
(Albuguerque et al., 2001).

Estudos com espécies de Piper da Amazdnia, previamente infectadas
com F. solani f. sp. piperis, identificaram como resistentes Piper colubrinum
Link., Piper aduncum Linn., Piper tuberculatum Jacq., Piper hispidinervum C. D.
C. e Piper hispidum Sw (Albuquerque et al., 2001). No entanto, destas
espécies, apenas a P. colubrinum foi testada como porta-enxerto da
pimenteira-do-reino (Aarthi e Kumar, 2019; Lakshmana et al., 2016, Vanaja et
al., 2007). A maior parte dos estudos avaliam como enxerto a cultivar Panniyur
1, no Brasil registrada como ‘Bragantina’ (Schmildt et al., 2018), principal
gendtipo cultivado em todo o mundo. Embora a enxertia desta cultivar em
espécies selvagens seja possivel, sdo necessarios mais estudos para avaliar
outras cultivares de pimenteira-do-reino e espécies selvagens nativas do Brasil
como porta-enxertos.

Além da interagdo entre enxerto e porta-enxerto, outros fatores
determinam a sobrevivéncia das mudas, como o método utilizado e a época
que é efetuada a enxertia. O método mais utilizado na enxertia da pimenteira-
do-reino ‘Panniyur-1’ em P. colubrinum é a garfagem de topo em fenda cheia,
com sobrevivéncia de 76,2% (Chinnapappa et al., 2018), 86% (Lakshmana et
al.,, 2016) e variando entre 25% a 100% dependendo da época do ano
(Vananja et al., 2007). Recentemente, Aarthi e Kumar. (2019), avaliaram outro
método de enxertia, denominado de "Stenting", no qual a unido do enxerto e a
formacdo das raizes adventicias ocorrem simultaneamente, identificando
pegamento de 41,11% da Panniyur-1 enxertada sob P. hymenophyllum.

Nao foram encontrados na literatura nenhum trabalho que tenha
avaliado o método de garfagem lateral em fenda cheia para as espécies de
pimenta-do-reino. Nesta técnica a parte aérea é preservada até a formagao do
broto e € um método recomendado para frutiferas, proporcionando maior
crescimento, acumulo de matéria seca da planta e aumento da massa seca do
sistema radicular, sendo mais promissora ao pegamento (De Paiva et al. 2015;
De Goes et al., 2016).
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A escolha da técnica errada e de um porta-enxerto incompativel pode
acarretar abortamento do enxerto, evidenciada logo apds a enxertia (Barreto et
al., 2017). No entanto, pode haver ligagao deficiente entre o enxerto e o porta-
enxerto, havendo o surgimento de sinais de incompatibilidade evidentes
somente apos anos depois da enxertia, podendo acarretar morte da planta
enxertada dentro de trés a cinco anos (Baron et al., 2019). Estudos conduzidos
por Albuquerque. (1968), Alconero et al. (1971) e Barriga et al. (1982)
evidenciaram que o0s gendtipos da pimenteira-do-reino enxertada em P.
colubrinum n&o sao inteiramente compativeis, pois apds quatro anos houve
morte das plantas no campo.

O estresse causado pelo emprego de técnica e/ou porta-enxerto
inadequados devido ao elevado stress oxidativo ou a reconstituicdo incompleta
do sistema vascular podera afetar diretamente o aparato fotossintético.
Portanto, € necessario utilizar ferramentas sensiveis e ndo destrutivas para
identificar precocemente sinais de incompatibilidade. A producio elevada da
atividade dos antioxidantes n&do enzimaticos pelo acumulo de carotendides é
documentada na literatura em enxertos incompativeis, como indicador da
presenca de estresse com a finalidade de protegdo e melhorar o processo de
fotossintese (Kiran et al., 2019). Os parametros de fluorescéncia da clorofila a
sao frequentemente considerados ferramentas importantes para determinar o
impacto de varias tensdes ambientais que influenciam no aparato fotossintético
(Ghassemi-Golezani e Lotfi, 2015). Assim, os paramentos relacionados a
fluorescéncia da clorofila a podem ser usados como marcadores confiaveis
para avaliagdo do status da saude das plantas enxertadas. Sendo assim,
objetivou-se com este trabalho, avaliar o efeito de métodos de enxertia e de
porta-enxertos através da andlise da fluorescéncia da clorofila a, visando
evidenciar a possibilidade de utilizacdo como um marcador precoce de

incompatibilidade.

1.1.2 Material e Métodos

Os ensaios foram conduzidos na fazenda experimental do Instituto
Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper),
localizada a 19°25°00,1” S e 40°04°35,3” W, no municipio de Linhares, regido

Norte do estado do Espirito Santo. Durante o periodo da condug¢ao dos
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experimentos foram obtidos os dados climaticos da estacdo meteorologica
automatica do INCAPER.

A primeira etapa consistiu na produgcdao das mudas das plantas
utilizadas como porta-enxertos, utilizando propagulos de plantas matrizes do
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) do INCAPER. Esta etapa foi efetuada
entre junho de 2018 a junho de 2019 e os valores médios de temperatura
maxima, minima e média, precipitacdo e umidade relativa, registrados durante
este periodo foram respectivamente 30.24°C, 21.28°C, 24.75°C, 2.51 mm,
75.78 %.

As mudas das espécies nativas foram obtidas utilizando o protocolo
proposto por Dousseau et al. (2011) com modificagbes, onde foi feito a pré-
germinagdo em camara tipo BOD e apos 40 dias as plantulas transferidas para
bandejas de isopor com 200 células, contendo substrato organico comercial
(Bioplant®). Apds 60 dias em viveiro recoberto com sombrite (50%) foram
transplantadas para tubetes com capacidade de 280 cm?® preenchidos com o
substrato organico comercial, adubado com 2 g de adubo de liberagao lenta 3 a
4 meses (Osmocote®), e permaneceram por mais 48 dias no viveiro, com
sombrite (50%). A enxertia foi efetuada aos 234 dias ap6s a semeadura.

As mudas das cultivares de pimenteira-do-reino foram produzidas
conforme descrito em Ambrozim et al. (2017) com adaptagdes. Foram
utilizadas estacas herbaceas com um né e duas folhas, coletadas da regido
mediana do ramo herbaceo. As estacas foram imersas em uma solugao
contendo fungicida Carbendazin (principio ativo) por um periodo de 5 minutos.
Apos este tratamento as estacas foram cortadas e colocadas em potes
plasticos contendo solugéo de regulador de crescimento acido indolbutirico 400
mg.L"!, de modo que apenas a parte basal das estacas se mantivessem em
contato com a solucdo, por um periodo de 12 horas. As estacas foram
plantadas em tubetes com capacidade de 280 cm?® preenchidos com substrato
organico comercial (Bioplant®), adubado com 2 g de adubo de liberagao lenta 3
a 4 meses (Osmocote®).

Quando as mudas apresentaram o padrao da enxertia, entre 4 e 5 mm
de didmetro do coleto, foram instalados dois ensaios para avaliar os métodos
de enxertia entre a pimenteira do reino ‘Bragantina’ e os porta-enxertos intra e

interespecificos. O enxerto foi obtido a partir de estacas coletadas de plantas
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matrizes com 2 anos de idade, em uma lavoura comercial, no municipio de
Linhares-ES localizada a 19°24'51” S e 40°13°37” W. Os ramos ortotropicos
coletados foram mantidos por 24 horas em sacos de estopa umedecidos. Os
enxertos foram preparados com dois nés sem folhas e a base preparada em
forma de cunha em bisel duplo, com 3 cm. Em ambos os ensaios o
procedimento foi realizado por um enxertador experiente no periodo de 7:00 as
12:00 horas.

O experimento 1 foi realizado em casa de vegetacéo entre fevereiro a
junho de 2019, utilizando o método de enxertia garfagem lateral em fenda
cheia, avaliando-se como porta-enxerto trés espécies nativas do género Piper
(Piper aduncum L., Piper hispidum Sw. e Piper tuberculatum Jacq.) e a cultivar
de pimenteira-do-reino ‘BRS Kottanadan’. Os valores médios de temperatura
maxima, minima e media, precipitacdo e umidade relativa, registrados foram
respectivamente, 32.05 °C, 23.01 °C, 26.36 °C, 2.12 mm, 74.59%.

No experimento 1, o método da garfagem lateral em fenda cheia, o
porta-enxerto foi preparado efetuando-se um corte lateral com 3 cm na altura
do quarto no, a partir do coleto da muda. Apds a insergao do enxerto no porta-
enxerto, foi realizado o amarrio com elastico de borracha n° 18. Imediatamente
ap6s o procedimento da enxertia foi efetuada a pulverizagdo com fungicida
Carbendazin (principio ativo) e o enxerto recoberto com plasticos transparentes
6x23 cm amarrado logo abaixo do ponto da enxertia. Entre 28 e 30 dias com
surgimento da primeira folha aberta procedeu-se a remocdo dos sacos
plasticos e apds 15 dias foi feito a decapitagao da parte aérea do porta-enxerto.

O experimento 2 foi conduzido entre abril a agosto de 2019 utilizando o
método da garfagem de topo em fenda cheia e avaliando-se trés espécies
nativas do género Piper (Piper arboreum Aubl., P. aduncum, P. tuberculatum) e
a cultivar ‘Balankotta’. Em ambos os ensaios o homoenxerto (enxertia da
‘Bragantina’ nela mesma), foi utilizado como controle. Os valores médios de
temperatura maxima, minima e média, precipitacdo e umidade relativa,
registrados foram respectivamente, 28.79 °C, 19.71 °C, 23.25 °C, 1.79 mm,
77.51%.

No experimento 2, o método de garfagem de topo em fenda cheia foi
efetuado conforme descrito detalhadamente em Albuquerque (1968), com

adaptacdes. Os porta-enxertos foram decapitados logo abaixo do quarto no, no
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qual foi feita uma fenda perpendicular, com profundidade de 3 cm, e apds a
insercao do enxerto foi efetuado o amarrio com elastico de borracha n°® 18. Foi
efetuada a pulverizagdo com o fungicida Carbendazin (principio ativo) e enxerto
recoberto com sacos plasticos transparentes 6x23 cm, sendo preso logo abaixo
do enxerto, até obtencdo da folha, assim procedeu-se a remoc¢ao dos sacos
plasticos.

Apds a enxertia, todas as plantas foram mantidas em viveiro com tela
de 50% de sombreamento com irrigagdo por aspersdo quatro vezes ao dia,
07:30, 11:00, 12:30 e 15:00 horas, por 25 minutos. Com aplicagéo de fungicida
quando necessario.

Quando as mudas atingiram o padrao comercial (cerca de trés meses
da enxertia), foi efetuada a avaliacdo da sobrevivéncia e da fluorescéncia
transiente da clorofila a. No experimento 1, a porcentagem de sobrevivéncia foi
obtida aos 95 dias apos a enxertia e a fluorescéncia da clorofila a avaliada aos
98 dias. No experimento 2, a sobrevivéncia foi avaliada aos 88 dias a
fluorescéncia da clorofila a aos 102 dias.

A Fluorescéncia da clorofila a foi avaliada com fluorémetro portatil
(Handy-PEA - Hansatech, UK). As folhas foram adaptadas ao escuro
utilizando-se clipes foliares apropriados (Hansatech, UK) por 30 minutos,
periodo para oxidagdo completa do fotossistema. Apds foi emitido um flash de
luz saturante de 3000umol m? s' de fétons com duragdo de 1s, sendo as
leituras realizadas entre as 08:00 as 09:00h. A partir das intensidades de
fluorescéncia foram calculados os parametros do teste JIP (Strasser e Strasser,
1995) utilizando-se o software Biolyzer (Laboratério de Bioenergética,
Universidade de Genebra, Suiga).

O delineamento experimental adotado em ambos os experimentos foi o
de blocos casualizados, com 4 repeticdes de 25 mudas por parcela. As
analises estatisticas foram efetuadas no programa estatistico SISVAR versao
4.3 (Ferreira, 2011). Apds andlise de variancia as médias foram submetidas ao
teste de agrupadas Scott-Knott ao nivel de significancia de 5%.

Foi realizada uma analise conjunta dos dois métodos para avaliar a
relacdo da sobrevivéncia e brotamento dos porta-enxertos (P. aduncum, P.
tuberculatum e ‘Bragantina’). A analise conjunta de fluorescéncia foi

considerando um fatorial simples 2x2, sendo 2 porta-enxertos (P. aduncum e
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‘Bragantina’) e 2 métodos de enxertia. Para analisar as relagbes entre a
fluorescéncia da clorofila a, sobrevivéncia e brotamento nos diferentes métodos
de enxertia, foi obtido coeficiente de correlagdo de Pearson, utilizando as
meédias dos tratamentos, com auxilio do programa estatistico PAST versao 3.25
(Hammer et al., 2001).

Os parametros de fluorescéncia, sobrevivéncia e brotamento foram
submetidos as analises multivariadas, efetuadas com base no método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using Arithmetic
Average), obtendo-se o dendrograma através da distdncia de Mahalanobis
(D?)como medida de dissimilaridade. O ponto de corte (Pc) do dendrograma
formado pelo método de UPGMA foi definido conforme o proposto por Mojena
(1977), seguindo-se a féormula Pc = m + kdp, sendo m = a média dos valores de
distancia dos niveis de fusdo correspondentes aos estadios; k = 1,25 (Milligane
Cooper, 1985); dp = desvio padrdo. As analises estatisticas e os dados foram

analisados utilizando o software estatistico GENES (Cruz, 2013).

1.1.3 Resultados

No método de garfagem lateral em fenda cheia (Figura 1 A e C), o
porta-enxerto  P. tuberculatum apresentou menor porcentagem de
sobrevivéncia (34,5%) (Figura 1 A) e total inibigdo da brotagdo do enxerto
(Figura 1 C), ndo sendo possivel avaliar a emissao da fluorescéncia da clorofila
a. Na garfagem de topo em fenda cheia (Figura 1 B) todos os porta-enxertos
avaliados diferiram do homoenxerto, com a maior porcentagem de
sobrevivéncia obtida com a ‘Balankotta’ (92,5%), seguido da ’‘Bragantina’
(73.75%) e das espécies selvagens P. arboreum (45%), P. aduncum (47.5%) e
P. tuberculatum (62,5%), que nao diferiram entre si. ‘Kottanadan™ proporcionou
a maior porcentagem de brotacdo (68,7%), seguido da ‘Bragantina® (55%) e
das espécies selvagens, P. hispidum (33,75%) e P. aduncum (33,75%), que
nao se diferenciam entre si (Figura 1 D).

Todos os porta-enxertos nos dois meétodos de enxertia avaliados
mantiveram-se fotossinteticamente ativos, e apresentaram um aumento
polifasico tipico nos transientes OJIP, exceto P. tuberculatum que nao foi
avaliada (Figuras 2 A e B). No método da enxertia lateral em fenda cheia

nenhum aumento foi observado em Fo e Fm, comparado ao homoenxerto
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‘Bragantina® (Figura 2 A). Na enxertia de topo, Fo também n&o apresentou
alteragbées. No entanto, houve aumento em Fm em todos os tratamentos
comparados ao homoenxerto (Figura 2 B).

Na enxertia lateral em fenda cheia ndo foram observadas diferencas
significativas entre os porta-enxertos para nenhum dos parametros técnicos
obtidos no Teste JIP (Tabela 1). Na enxertia de topo em fenda cheia pode-se
verificar diferencgas significativas nos parametros de fluorescéncia da clorofila a,
exceto para os parametros Fo, Fm, fluxo de transporte de elétrons
fotossintéticos por centro de reagédo (ETo/RC).

Valores mais altos de fluxo de absor¢do (ABS/RC), dissipagao
(DIo/RC) e rendimento quéantico de dissipacdo de energia (¢Do) foram
observados para o homoenxerto (Tabela 1). O rendimento quéntico fotoquimico
(pPo) foi maior na enxertia sob as espécies selvagens e ‘Balankotta” do que
para o homoenxerto. Para o parametro fluxo de absorgdo captura (TRo/RC)
foram obtidos valores mais baixos para as espécies selvagens. A densidade de
centro de reagao por secao transversal maxima (RC/CSm) foi maior para P.
aduncum e P. arboreum, seguidas por ‘Balankotta® e 'Bragantina’. Valores
mais altos de Plaes) foram observados para as espécies selvagens P.
arboreum e P. aduncum (Tabela 1).

Os tipos de porta-enxertos avaliados e os métodos de enxertia
influenciaram na sobrevivéncia e na brotagdo das mudas enxertadas (Tabela
2). O homoenxerto proporcionou maior porcentagem de sobrevivéncia e
brotagao entre as espécies e no método de enxertia. A enxertia da pimenteira-
do-reino no porta-enxerto P. aduncum e ‘Bragantina’ teve as maiores
porcentagem sobrevivéncia (70 e 84 %) e brotamento (69 e 58%) no método de
enxertia lateral em fenda cheia. Na enxertia fenda cheia de topo, P. aduncum
teve a menor valor de sobrevivéncia (47.50%) e P. tuberculatum apresentou a
menor porcentagem de brotacao (1.25%).

Foram observadas interagcbes significativas entre os métodos de
enxertia e as combinacdes de porta-enxertos apenas para o TRo/RC (Tabela
3). A ‘Bragantina’ apresentou o maior valor de TRo/RC no método garfagem de
topo em fenda cheia, enquanto que P. aduncum néo diferiu entre os métodos.

Quando comparado espécies no método, TRo/RC para P. aduncum nao diferiu
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da 'Bragantina’ no método enxertia lateral em fenda cheia, e no método
garfagem de topo em fenda cheia a P. aduncum apresentou menor valor.

O método de enxertia de garfagem lateral em fenda cheia mostrou
maiores valores para Fo e Fm quando comparado ao método de topo em fenda
cheia e nao se diferenciam nos parametros RC/CSm e ETo/RC (Tabela 3). Os
parametros ABS/RC, DIo/RC, ¢@Do foram influenciados pela espécie, com
maiores valores obtidos para a ‘Bragantina’. P. aduncum apresentou maiores
valores para os parametros @Po e Plags) (Tabela 3).

As informacgdes obtidas foram submetidas a estimativa dos coeficientes
de correlagao de Pearson (r) em nivel de significancia de 5% de probabilidade.
Foram observadas relagbes positivas e negativas entre as variaveis analisadas
no estudo da enxertia (Figura 3). A sobrevivéncia foi positivamente
correlacionada com a brotagdo. Fo e Fm correlacionaram positivamente com o
RC/Csm. @Po foi positivamente correlacionado com ETo/RC e Plss). ¢Po
correlacionou-se negativamente com ABS/RC, TRo/RC e DIlo/RC. ABS/RC
correlacionou-se positivamente com o TRo/RC e com DIo/RC. ¢Do
correlacionou positivamente a ABS/RC, TRo/RC e DIo/RC e negativamente
com @Po, ETo/RC e Plass). DIo/RC teve correlagao positiva com ¢Do, ABS/RC
e TRo/RC e também teve correlacio inversamente proporcional a ETo/RC, ¢Po
e Plass). O Pl(ass) teve uma forte correlagédo com ¢Poe ETo/RC.

Na comparagcdo do dendograma para os métodos de enxertia
formaram-se dois grupos composto por ‘Kottanadan’, ‘Bragantina’, P. hispidum
e P. aduncum e outro grupo composto por ‘Balankotta’, P. arboreum, P.
aduncum e ‘Bragantina’ separados de acordo com o método de enxertia
(Figura 4).

1.1.4 Discussao

O sucesso da enxertia ocorre quando a planta manifesta uma perfeita
jungao, ocasionada pela uniformidade do material quanto ao didmetro, € uma
adequada soldadura dos tecidos na regido do enxerto (Roncatto et al., 2011).
Assim, quando a enxertia foi por garfagem lateral em fenda cheia foi observado
sucesso no pegamento (Figura 1, Tabela 2). No método garfagem de topo em
fenda cheia (Figura 1B) os maiores valores de sobrevivéncia foram obtidos em

‘Balankotta® ao porta-enxerto, ja que para P. aduncum nao diferiu
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estatisticamente de P. tuberculatum e P. arboreum, que obteve a menor
porcentagem de sobrevivéncia. A enxertia de P. arboreum foi testada em outra
espécie do género Piper, a P. wallichii (Mig.) Hand-Mazz, porém, foi
considerada incompativel, pois ndo apresentando um bom estabelecimento
entre enxerto eporta-enxerto (John et al., 2019). A compatibilidade inicial é
muito importante para que se tenha sucesso na producdo de mudas
enxertadas.

Na literatura estudos relataram sucesso inicial na enxertia de pimenta-
do-reino. Lakshmana et al. (2016) utilizaram o método de garfagem de topo em
fenda cheia para enxertia das espécies ‘Panniyur-1° sob P. colubrinum e
observaram 86% de sucesso das plantas enxertadas a partir de ramos
ortotropicos e 95% de plantas enxertadas a partir ramos plagiotrépicos. Assim,
a escolha do ramo também interfere no sucesso do enxerto. Chinnapappa et al.
(2018) estudaram enxertia de fenda-cheia com estacas de dois nés, como no
presente estudo, e a maior taxa de pegamento foi na enxertia de Karimunda e
P. colubrinum, com o maior sucesso de enxerto de 81,2%, seguido de 76,2%
para ‘Panniyur 1’ enxertado no porta-enxerto de P. colubrinum, sendo o menor
sucesso de 38,9 % foi observada em ‘Panniyur 1’ enxertado no porta-enxerto
ISR Sakthi em 90 dias ap6s o enxerto. Estes dados encontrados corroboram
com o encontrado no presente estudo com o método de enxertia de garfagem
lateral em fenda cheia.

A espécie P. colubrinum €& o principal porta-enxerto utilizado e as
plantas enxertadas sob P. colubrinum podem apresentar maximo de
pegamento, de 95%, sendo influenciado principalmente pelo més/estacao de
enxertia, sendo a melhor época para a enxertia de pimenta-do-reino no final do
inverno/inicio da primavera (Vanaja et al., 2007), com melhor pegamento e
langamento de brotacéo.

O sucesso do enxerto foi significativamente influenciado pelas
especies. Pode ser observado que, quanto maior a proximidade genética maior
foi a sobrevivéncia e o brotamento. O método também influenciou no
pegamento, as espécies selvagens nao diferenciaram das cultivares no
experimento 1, e no experimento 2 tiveram os menores valores de
sobrevivéncia e brotamento. De Paiva et al. (2015), também observaram

maiores valores de brotacdo de mudas de roméazeira para o método fenda
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lateral do que no método fenda cheia. Acredita-se que esta diferenca
observada no presente estudo, esteja atribuida as espécies e ao tipo da técnica
utilizada.

O comportamento do aparato fotossintético dos enxertos por meio da
fluorescéncia da clorofila a no OJIP demonstrou um aumento na magnitude de
Fo ao Fm, com ponto intermediario do transientes bem definidos, indicando que
as amostras estavam fotossinteticamente ativas em todos os tratamentos
(Figura 2).

Em relacdo os parametros do teste JIP, houve auséncia de diferenca
significativa no experimento 1 para Fo (Tabela 1) nos diferentes tratamentos,
mostra que o fluxo de elétrons do centro de reagao para a Qa se manteve para
todos os tratamentos, mantendo equilibrado o fluxo de retengcdo de energia
(Fracheboud et al. 2004). Os fluxos de energia ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC e
DIo/RC nao apresentaram diferengas significativas. Assim, a alta eficiéncia de
conversdo da energia de excitagdo foi preservada. Os resultados mostraram
que o método de enxertia lateral em fenda cheia ndo causou danos fisioldgicos
negativos, provado pelo maior aproveitamento de energia pelo fotossistema.

Estresses bidticos e abidticos podem diminuir a eficiéncia quantica da
fotoquimica do PSII (Guo et al., 2018). Valores mais altos ¢Po implicam em um
maior rendimento quantico no doador e lados aceitadores do PSII. Todavia, no
método de enxertia de garfagem lateral em fenda cheia, P. aduncum
apresentou valores @Po 0,75, atribuido este resultado a funcionalidade do
aparato fotossintético, indicando que estes porta-enxertos estavam livres de
estresse, pois plantas livres de estresse apresentam com valores 6timos de
¢Po entre 0,75 a 0,85 para a maioria das espécies (Bolhar-Nordenkampf et al.,
1989). A auséncia de diferengas significativas para ¢Po no método enxertia
lateral em fenda cheia indica que nao houve danos as proteinas D1 e D2, dos
complexos fotoquimicos das membranas do tilacéides (Da Silva et al., 2016), o
que refletiu em maior valor de Pl (ags).

No experimento 2, ndo foram observadas diferenga significativa em Fo e
Fm nos porta-enxertos em comparagao ao controle (Tabela 1), indicando um
fluxo de transporte de elétrons no doador do PSIl eficiente, com maior
aproveitamento de energia e menor dissipagdo nao fotoquimica (Kalaji et al.,
2014).
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Em relagdo aos parametros de fluxo por centro de reacdo (RC), a
enxertia sob os porta-enxertos P. aduncum e P. arboreum apresentou menor
valor de TRo/RC, indicando aumento dos RCs ativos (Meng et al., 2015).
Entretanto, os menores valores observados da energia absorvida e aprisionada
nao resultou na diminuicdo de ETo/RC. A captura e a transferéncia de energia
das antenas para os centros de reacao levaram a uma alta eficiéncia ETo/RC
do PSII, seguido de uma dissipagcéo baixa de energia (DIo/RC) nos porta-
enxerto ‘Blankotta’, P. arboreum e P. aduncum (Dai et al., 2016), portanto,
mantiveram sua capacidade funcional de absor¢do de energia e dissipagao.
Essas respostas eficientes na capacidade funcional foram confirmadas por um
aumento dos RCs ativos em Fm (Ferrante et al., 2007), os quais aumentaram
em P. aduncum e P. arboreum, indicando a funcionalidade do PSII se manteve.

Quanto aos parametros de rendimento quantico fotoquimico do PSII ¢Po
e Do aumentaram e diminuiram respectivamente, nas espécies selvagens,
indicando eficiéncia na dindmica de transporte e uso de energia de excitagao
(Zhuo et al., 2017). O aumento de @Po ¢ indicativo que grande parte dos fétons
absorvidos pela Chl do PSIl da antena foi convertida em produtos quimicos
(Kalaji et al. 2014). Esse resultado € apoiado pelo aumento do valor de Plags).
O indice de desempenho Plgs) tem sido considerado como um parametro
sensivel na detecc¢do e quantificagao de estresse em plantas (Oukarroum et al.,
2007). Portanto, a enxertia de topo em fenda cheia ndo prejudicou o PSII dos
porta-enxertos das espécies selvagens, visto que apresentaram maior valor de
Plass) em comparagédo ao controle, com melhor capacidade fotossintética
(Zhuo et al., 2017).

Os resultados da analise de variancia conjunta para os parametros do
teste JIP (Tabela 3) evidenciam que n&o houve interagéo entre os métodos de
enxertia e espécies comparadas P. aduncum e '‘Bragantina’ para maioria das
variaveis. Os valores da Fo foram maiores na enxertia lateral em fenda cheia.
Esses valores podem aumentar se os centros de reagao do PSIl foram
comprometidos ou se a transferéncia de energia de excitagdo do complexo
antena para o centro de reagéo estiver danificada (Baker et al., 2004). A Fm
aumentou na enxertia lateral em fenda cheia e diminuiu na enxertia de topo em
fenda cheia. A diminuicao de Fm pode ser detectado quando as plantas estéao

sobre condi¢des de estresse (Li et al. 2012; Rattan et al. 2012).
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P. aduncum teve menor valor de TRo/RC quando comparada a
‘Bragantina® no método enxertia de topo em fenda cheia, indicando que a
espécie teve maior ativagdo dos RCs (Meng et al., 2015). Os diferentes
métodos de enxertia ndo prejudicaram a cadeia fotossintética de transporte de
elétrons do lado doador do PSIl até a reducéo dos receptores finais do PSI,
visto que nao houve diferengas significativas no paradmetro do fluxo de
transporte de elétrons além de Qa - (ETo/RC) para as ‘Bragantina e a P.
aduncum. P. aduncum apresentou menor fluxo de dissipagdo de energia, e
maior valor de RC/CSm no método de garfagem lateral em fenda cheia,
consequentemente, maior aproveitamento de energia (Yusuf et al. 2010). P.
aduncum mostrou resultados superiores ao controle quanto ao parametro ao
Plass).

O estudo das correlacbes comprovou que o PSIlI teve um bom
aproveitamento de energia, o qual o ETo/RC se correlacionou de forma positiva
com Plass). Esse mesmo comportamento de crescimento linear em fungao do
fluxo de transporte de energia pode ser observado no estudo feito por
Oukarroum et al. (2007), que estudaram a seca de cevada (Hordeum vulgare
L.). Pode-se também observar, que a resposta do indice de desempenho
depende do nivel do ABS/RC. O fato do fluxo de absor¢cdo de energia ter
correlacionado com @Do sugere que isso é foi proporcionado pela capacidade
de protegao da planta, uma vez que, a planta recebe grande quantidade de
energia luminosa na fotossintese, ela é capaz de dissipar.

O agrupamento formado pelo método UPGMA (figura 4) formada com
base nas caracteristicas de fluorescéncia da clorofila a utilizando a distancia
generalizada de Mahalanobis (D?), permitiu identificar a formagdo de dois
grupos. Quanto aos grupos, formou-se um grupo composto por ‘Kottanadan’,
‘Bragantina’, P. hispidum e P. aduncum e outro grupo composto por
‘Balankotta’, P. arboreum, P. aduncum e "‘Bragantina’. Pela analise multivariada
0s porta-enxertos separaram-se de acordo com o meétodo de enxertia
empregado. Isto torna os resultados obtidos neste experimento ainda mais
significativos, refletindo a diferenga entre os métodos. O que pode explicar
diferentes respostas verificadas onde foi utilizada uma mesma combinagao de

porta-enxerto e enxerto.
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1.1.5 Conclusodes

A espécie Piper tuberculatum apresentou incompatibilidade inicial
independente dos métodos. As espécies foram influenciadas pelo método de
enxertia e pela proximidade botanica proporcionando maior sobrevivéncia das
especies cultivares.

A enxertia de garfagem lateral em fenda cheia é a mais indicada para
propagacdo de P. aduncum, por proporcionar maior percentagem de
pegamento.

As espécies selvagens foram melhores nos dois métodos de enxertia

quanto a analise de fluorescéncia da clorofila a.
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Figura 1. Porcentagem de sobrevivéncia e de brotagdo de pimenta-do-reino
‘Bragantina® sob diferentes porta-enxertos no método garfagem lateral em
fenda cheia (A e C) e de topo em fenda cheia (B e D). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott no nivel de
probabilidade de 5%. A barra corresponde ao erro padrédo da média de quatro
repeticoes.
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Figura 2. (A) a curva polifasica de emissao da fluorescéncia da clorofila a, do
enxerto Piper nigrum sob diferentes porta-enxertos. (A) métodos enxertia lateral
em fenda cheia, (B) na enxertia de topo em fenda cheia.
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Tabela 2. Percentagem de pegamento e brotagdes da pimenta-do-reino ‘Bragantina’ enxertada
em diferentes porta-enxertos e utilizando o método de enxertia lateral em fenda cheia (Lateral) e o
método de enxertia fenda cheia de topo (Cheia).

Porta-enxerto Sobrevivéncia Brotamento
Lateral Cheia Lateral cheia
‘Bragantina’ 70.00 Aa 73.75 Aa 69.25 Aa 55.00 Ba
P. aduncum 84.00 Aa 47.50 Bb 58.25 Aa 33.75Bb
P. tuberculatum 34.75 Bb 62.50 Aa 0.00 Ab 1.25 Ac

Médias seguidas pela mesma letra n&do diferem significativamente entre si pelo teste de
agrupamento de Scott-Knotta 5% de probabilidade. Letras maiuscula na linha comparam os
meétodos de enxertia para cada porta-enxerto € minuscula na coluna comparam os porta-enxertos
em cada método.

Tabela 3. Analise do Teste JIP de pimenta-do-reino ‘Bragantina’ enxertadas sob os porta-
enxertos ‘Bragantina’ e P. aduncum no Método de enxertia lateral em fenda cheia e método de
enxertia fenda cheia de topo.

METODO DE ENXERTIA

PORTA ENXERTOS Fenda Lateral Fenda Cheia Médias
Fo
‘Bragantina’ 743.63 413.5
P. aduncum 678.88 359.5
Médias 711.25a 386.5b
Fm
‘Bragantina’ 3202 1457
P. aduncum 3388.63 1663.37
Médias 3295.31 a 1560.18 b
ABS/RC
‘Bragantina’ 3 4.18 3.59A
P. aduncum 2.66 2.5 2.58 B
TRo/RC
‘Bragantina’ 2.10 Ba 2.60 Aa
P. aduncum 2.00 Aa 1.84 Ab
ETo/RC
‘Bragantina’ 0.87 0.81
P. aduncum 0.99 0.91
Dlo/RC
‘Bragantina’ 0.9 1.57 1.24 A
P. aduncum 0.66 0.66 0.66 B
RC/CSm
‘Bragantina’ 1153.20 363.20
P. aduncum 1285.52 685.50
Médias 1219.36 a 524.35b
¢Po
‘Bragantina’ 0.71 0.64 0.67 B
P. aduncum 0.75 0.74 0.74 A
¢Do
‘Bragantina’ 0.29 0.36 0.33A
P. aduncum 0.25 0.25 0.25B
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Pl(ass)
‘Bragantina’ 9.03 2.37 5.70B
P. aduncum 12 12.90 12.45 A

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha ou mindscula na coluna nao diferem
significativamente entre si, pelo teste de agrupamento de Scott-Knotta 5% de probabilidade.
Método de enxertia lateral em fenda cheia (Fenda Lateral), método de enxertia fenda cheia de
topo (Fenda Cheia).

Brotagio
ABSRC
TRoRC
EToRC
DioRC
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RCABS
Plabs
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Figura 3. Matriz de correlacdo de Pearson entre os parametros de fluorescéncia da clorofila a e
sobrevivéncia e brotamento dos métodos de enxertia fenda lateral e fenda cheia. Porcentagem de
sobrevivéncia (Sobrev.), porcentagem de brotamento (Brotacdo), Fo = rendimento minimo de
fluorescéncia do estado de adaptagao, Fm = Fluorescéncia maxima, ABS/RC = fluxo de absorcao
de energia, TRo/RC = fluxo de energia capturada, ETo/RC = fluxo de transporte de elétrons
fotossintéticos por centro de reacdo, DIo/RC = fluxo de dissipacdao de energia por centro de
reacdo, RC/CSm= densidade de centro de reagao por sec¢ao transversal maxima,pPo = maximo
rendimento quantico da fotoquimica primaria, Do = dissipagdo de calor e Plass) = indice de
desempenho da eficiéncia fotossintética.
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Figura 4. Dendrograma de distancia genética (UPGMA -Mahalanobis) de diferente porta-enxertos
e dois métodos de enxertia: Método de enxertia fenda lateral em cheia= M1-"Bragantina’, M1-
‘Kottandan’, M1- P. hispidum, M1- P. aduncum e método de enxertia de topo em cheia= M2-
‘Bragantina’, M2-"Balankotta’,M2- P. arboreum, M2- P. aduncum.
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1.2 METABOLISMO PRIMARIO E SUA RELACAO COM O
DESENVOLVIMENTO INICIAL DE MUDAS ENXERTADAS DE
PIMENTEIRA-DO-REINO

“Preparado de acordo com as normas do Periédico Environmental and

Experimental Botany”

Resumo
A produgao de mudas da pimenteira-do-reino através da enxertia € uma

estratégia promissora para mitigar o efeito dos estresses ambientais que
limitam o seu cultivo. No entanto, ainda sdo escassos o0s estudos de
compatibilidade entre enxerto e porta-enxerto, principalmente considerando as
espécies selvagens do género Piper e os genotipos cultivados de pimenteira-
do-reino. Objetivou-se com este trabalho avaliar a relagdo entre o metabolismo
primario e o desenvolvimento das mudas da pimenteira-do-reino obtidas
através da enxertia intra e interespecifica. O método empregado foi o de
enxertia lateral em fenda cheia, como enxerto foi utilizada a cultivar Bragantina,
mais conhecida no mundo como ‘Panniyur 1’ e como porta-enxerto foram
avaliados a cultivar Kottanadan e trés espécies selvagens (Piper hispidum,
Piper aduncum e Piper tuberculatum). Como controle foi efetuado a enxertia da
‘Bragantina’ nela mesma (homoenxerto). O experimento foi conduzido durante
110 dias e as mudas foram avaliadas quanto ao desenvolvimento, trocas
gasosas e alocagdo de carboidratos. O porta-enxerto influencia no
desenvolvimento e no metabolismo primario das mudas. Somente P.
tuberculatum apresentou incompatibilidade inicial com a "‘Bragantina® e embora
tenha apresentado 35% de sobrevivéncia no periodo de avaliagdo do
experimento, ndo apresentou brotagdo, ndo havendo mudas para serem
avaliadas. As demais espécies avaliadas foram compativeis, apresentando em
média 78% de sobrevivéncia e 60% de brotamento. Os porta-enxertos nao
influenciaram na capacidade fotossintética do enxerto e n&o alteraram diversos
parametros de desenvolvimento da muda. As espécies P. hispidum e a

‘Kottanadan®™ tiveram limitacdo ao fluxo de carboidratos, evidenciados pelo
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acumulo de AST e o maior didmetro acima da unido da enxertia. De forma
geral, o trabalho mostrou os resultados promissores da enxertia sob espécies
nativas de Piper, podendo ser avaliadas em campo quanto a produgédo e
visando a exploracao comercial.

Termos para indexacao: pimenta preta, 'Bragantina’ (‘Panniyur 1’),

'Kottanadan', Piper hispidum, Piper aduncum, Piper tuberculatum.

Abstract
The production of black pepper seedlings through grafting is a promising

strategy to mitigate the effect of environmental stresses that limit its cultivation.
However, studies on compatibility between grafts and rootstocks are still scarce,
especially considering the wild species of the genus Piper and the cultivated
genotypes of black pepper. The objective of this work was to evaluate the
relationship between primary metabolism and the development of black pepper
seedlings obtained through intra and interspecific grafting. The method used
was that of lateral grafting in a full slit, as a graft the Bragantina cultivar, better
known in the world as 'Panniyur 1', was used and as a rootstock the Kottanadan
cultivar and three wild species (Piper hispidum, Piper aduncum and Piper
tuberculatum). As a control, ‘Bragantina was grafted onto itself (homograft).
The experiment was carried out for 110 days and the seedlings were evaluated
for development, gas exchange and carbohydrate allocation. The rootstock
influences the development and primary metabolism of seedlings. Only P.
tuberculatum showed initial incompatibility with ‘Bragantina® and although it had
35% survival in the period of evaluation of the experiment, it did not show
sprouting, with no seedlings to be evaluated. The other species evaluated were
compatible, with an average of 78% survival and 60% sprouting. The rootstocks
did not influence the photosynthetic capacity of the graft and did not change
several parameters of seedling development. The species P. hispidum and
‘Kottanadan™ had limitation to the carbohydrate flow, evidenced by the
accumulation of AST and the larger diameter above the graft union. In general,
the work showed promising results of grafting under native Piper species, which
can be evaluated in the field regarding production and aiming at commercial

exploitation.
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Index terms: black pepper, 'Bragantina’ (‘Panniyur 1'), 'Kottanadan', Piper

hispidum, Piper aduncum, Piper tuberculatum.

1.2.1 Introducao

A pimenta do reino é o principal condimento produzido em todo o
mundo, sendo conhecido como “King of Spices” (Joshi et al., 2018). O Brasil se
destaca no ranking mundial na produgédo desta especiaria, sendo considerado
em 2017 o terceiro maior produtor (FAO, 2019). De acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a area colhida no Brasil em 2018,
foi de aproximadamente 34.299 ha e a produgédo de 1.012.741 t (IBGE, 2019).

Embora o Brasil seja destaque mundial na produgdo da pimenta-do-
reino, o rendimento médio € muito baixo, cerca de 85% inferior ao pais de
maior rendimento, o Vietnd e Indonésia (FAO, 2019). Dentre os fatores que
restringem a produtividade brasileira, destaca-se a incidéncia do fungo
Fusarium solani f. sp. Piperis que ataca o sistema radicular e se espalha
rapidamente na lavoura levando a morte das plantas (Rana et al., 2017).
Atualmente nao existem fontes de resisténcia para a fusariose nas cultivares de
pimenteira-do-reino desenvolvidas em todo o mundo. Estratégias de controle
quimico sao pouco eficientes, além de elevar o custo de cultivo e causar
poluicdo ambiental e riscos a saude (Amira et al., 2017).

Uma opgao para o cultivo da pimenteira do reino em areas
contaminadas ¢é utilizar espécies selvagens do género Piper resistentes como
porta-enxerto de cultivares comerciais. Embora a fonte de resisténcia do
género Piper ainda tenha sido pouco explorada, haja vista o numero reduzido
de espécies avaliadas, diante das centenas deste género, algumas espécies
selvagens tém sido consideradas resistentes ao fusario incluindo Piper
colubrinum Link, Piper aduncum Linn., Piper tuberculatum Jacq., Piper
hispidinervium C. D. C. e Piper hispidum Sw (Albuquerque et al., 2001).

A produgao de mudas de pimenteira-do-reino enxertadas em espécies
selvagens tem sido considerada possivel, no entanto, a resposta depende da
interacdo do enxerto com o porta-enxerto. Em paises como a india a enxertia
da pimenteira-do-reino em Piper colubrinum é uma pratica de producido de

mudas bastante difundida, visando a superacdo de estresses bidticos e
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abioticos (Vanaja et al., 2007). A cultivar Panniyur 1, no Brasil registrada como
‘Bragantina’ (Schmildt et al., 2018), € o principal gendtipo da pimenteira-do-
reino cultivado em todo o mundo e embora diversos estudos indiguem que seja
possivel efetuar a enxertia desta cultivar em espécies selvagens (Aarthi e
Kumar, 2019; Lakshmana et al., 2016; Vanaja et al.,, 2007), ainda sao
necessarios mais estudos entre as cultivares comerciais de pimenteira-do-reino
enxertadas emespécies nativas do Brasil.

Evidéncias de incompatibilidade tardia na pimenteira-do-reino foi
relatada por Alconero et al. (1972) e Barriga et al. (1986), onde as plantas
obtidas por enxertia entre Piper nigrum e o porta-enxerto P. colubrinum
morreram apés quatro anos. Embora os estudos relatem que a compatibilidade
na enxertia depende da interacdo entre enxerto e porta-enxerto, ainda séo
necessarios elucidar os mecanismos relacionados com a incompatibilidade.
Portanto, objetivou-se com este trabalho avaliar a relagdo entre o metabolismo
primario e o desenvolvimento das mudas da pimenteira-do-reino obtidas
através da enxertia intra e interespecifica visando identificar porta-enxertos

compativeis e elucidar mecanismos envolvidos na incompatibilidade.

1.2.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no Instituto Capixaba de Pesquisa
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER), Linhares, Brasil
(19°25'00,49" S - 40°04' 38,52" W). Durante o periodo de conducdo do
experimento (julho de 2018 a junho de 2019), foram coletados dados climaticos
33 na estagdo meteoroldgica automatica de Linhares/ES (INCAPER, 2019),
sendo os valores meédios de temperatura maxima, minima e meédia,
precipitacdo e umidade relativa, respectivamente, 30.24 °C, 21.28 °C, 24.75 °C,
251 mme 75.78 %.

Como enxerto foi utilizada a "‘Bragantina® e como porta-enxerto foram
avaliados a ’‘Kottanadan®™ e trés espécies nativas (Piper hispidum, Piper
aduncum e Piper tuberculatum). Como controle foi efetuada a enxertia da
cultivar "‘Bragantina’ nela mesma, considerado homoenxerto.

Na primeira etapa do experimento as mudas dos porta-enxertos foram

produzidas utilizando propagulos de plantas matrizes do Banco Ativo de
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Germoplasma (BAG) do INCAPER. As mudas das espécies nativas foram
obtidas utilizando o protocolo proposto por Dousseau et al. (2011) com
modificagdes, onde foi feito a germinagcao em camara tipo BOD e as pléantulas
transferidas apos 40 dias para bandeja de isopor com 200 células, contendo
substrato organico comercial (Bioplant®), mantidas por 60 dias em viveiro
recoberto com sombrite (50%) e transplantadas para tubetes com capacidade
de 280 cm? preenchidos com o substrato organico comercial, adubado com 2 g
de adubo de liberagdo lenta 3 a 4 meses (Osmocote®), onde permaneceram
por mais 48 dias. Apés este periodo a enxertia foi efetuada (234 dias apods a
semeadura).

As mudas das cultivares de pimenteira do reino foram produzidas
conforme descrito em Ambrozim et al. (2017) com adaptagbes. Foram
utilizadas estacas herbaceas com um noé e duas folhas, coletadas da regido
mediana do ramo, que foram desinfestadas através da imersdo em solugcado
fungicida por 5 minutos, seguida da imersao por 12 horas em solugéo contendo
400 mg L' do regulador de crescimento acido indolbutirico. A enxertia nas
cultivares foi feita aos 160 dias apos o estaqueamento.

A enxertia foi efetuada entre fevereiro a junho de 2019, sendo os
valores médios de temperatura maxima, minima e média, precipitagcao e
umidade relativa, registrados durante estes periodos foram respectivamente,
32.05°C, 23.01°C, 26.36°C, 2.12 mm, 74.59%. O enxerto foi obtido a partir de
estacas coletadas de plantas matrizes com 2 anos de idade, em uma lavoura
comercial, localizada no municipio de Linhares-ES localizada a 19°24°51” S e
40°13°37” W. Os ramos ortotrépicos foram coletados e mantidos umedecidos
por 24 horas em sacos de estopa umedecidos. Foram preparados os enxertos
contendo dois nds sem folhas provenientes de ramos herbaceos. O método de
enxertia utilizado foi a garfagem lateral e o procedimento foi realizado por um
enxertador experiente, no periodo de 7:00 as 12:00 horas.

O porta-enxerto foi preparado efetuando-se um corte lateral com 3 cm
na altura do quarto né, a partir do coleto da muda. No enxerto fez-se uma
cunha em bisel duplo, com 3 cm e apds a insercado no porta-enxerto, foi
realizado o amarrio com elastico de borracha n°® 18. Imediatamente apés o

procedimento da enxertia foi efetuada a pulverizagdo com fungicida
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Carbendazin (principio ativo) e o enxerto recoberto com plasticos transparentes
6x23 cm amarrado logo abaixo do ponto da enxertia. Entre 28 e 30 dias com
surgimento da primeira folha aberta procedeu-se a remogado dos sacos
plasticos e apds 15 dias foi feito a decapitagdo da parte aérea do porta-enxerto.

Apos a enxertia, as mudas foram mantidas no viveiro com tela de 50%
de sombreamento com irrigacao por aspersao por um periodo de 110 dias. O
experimento de enxertia foi organizado em blocos casualizados, perfazendo o
total de 5 tratamentos e 4 repeticdes, contendo 25 mudas por parcela.

A percentagem de sobrevivéncia foi calculada a partir de avaliagbes
semanais, considerando a seca total do enxerto e apds 95 dias da enxertia foi
efetuada a avaliagdo da incidéncia de brotacdo do enxerto. Apos 110 dias da
enxertia foi efetuada a avaliagdo quanto ao desenvolvimento das mudas, as
trocas gasosas, os teores de pigmentos fotossintéticos e a quantidade de
carboidratos alocados.

O desenvolvimento das mudas foi avaliado com dez plantas de cada
parcela, que tiveram o substrato retirado em agua corrente. As mudas foram
levadas para o Laboratorio de Fisiologia Vegetal e P6s-Colheita (LFVPC) do
INCAPER, onde foram avaliadas quanto ao comprimento do caule do broto
(CChoroto) mm, comprimento da raiz (CR) mm, didmetro do caule do broto
(DCoroto) mm, numero de folhas (NF), area foliar (AF) cm?, didametro caule acima
do ponto de enxertia (DCac) mm, didmetro do caule abaixo do ponto de enxertia
(DCab) mm, volume radicular (VR) cm?®, alocagdo de massa seca e indice
SPAD. A area foliar foi obtida através do medidor de area foliar (Li-Cor, modelo
3100). O indice SPAD (intensidade de cor verde) foi avaliado uma folha
completamente expandida e duas plantas por parcela utilizando um Medidor
Portatil de Clorofila, modelo SPAD-502 “Soil Plant Analyser Development”
(Minolta, Japéo).

A alocagao de massa seca foi efetuada a partir do seccionamento da
muda e secagem em estufa de circulagdo forcada de ar a 65°C até peso
constante. Foram obtidos os valores de massa seca das folhas (MSioha) g, do
caule do Broto (MSCurot) g, do caule acima do ponto de enxertia (MSCa) g
(corresponde a estaca do enxerto), do caule abaixo do ponto de enxertia

(MSCab) g, da estaca do porta-enxerto (MSestaca) g € das raizes (MSraiz) g. A
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partir destes dados foram calculados a massa seca do caule do enxerto
(MSCenx) g somando-se a MSCyot € MSCac; massa seca do porta-enxerto
(MSCPE) g pela soma do MSCa € MSestaca; massa seca da parte aérea da
muda (MSPA) g pela soma de MStoha, MSCenx € MSCPE; massa seca total da
muda (MST) g.

As trocas gasosas foram avaliadas em duas plantas por parcela, em
uma folha completamente expandida, utilizando-se o analisador de gas por
infravermelho (IRGA) portatil (Li-Cor, modelo LI-6400). As analises foram
efetuadas no horario entre 8h00 e 10h00 horas, sob luz saturante com
densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativos de 1.200 yumol m? s
e sob condigbes temperatura de 25°C e CO2 de 400 ppm, sendo avaliadas as
seguintes caracteristicas: taxa fotossintética (A, umol CO2 m2 s'), transpiragao
(E, mmol vapor d’agua m? s'), condutancia estomatica (gs, mol m? s) e
concentragdo interna de CO2 (Ci, mmol m=2 s~' ). De posse destes dados,
foram calculados a razao entre a concentracao interna externa de COz (Ci/Ca,
ppm/ppm), eficiéncia no uso da agua [EUA- A/E, umol m2 s' (mmol H,O m? s’
)], eficiéncia instantanea no uso de agua [EiUA- A/gs, umol m?2 s' (mmol H2O
m2 s1)], eficiéncia instantanea de carboxilagéo [EiC - A/Ci, umol m? s (umol
m=2s')).

Os pigmentos fotossintéticos foram extraidos de folhas completamente
expandidas, utilizando-se as metodologias propostas por Arnon (1949) para as
clorofilas e Rodriguez-Amaya e Kimura (2004) para os carotenoides. As folhas
foram coletadas e imediatamente levadas para o Laboratdério de Fisiologia
vegetal e Pods-Colheita do Incaper. Para a extragdo das clorofilas e
carotendides foram utilizados 2 e 4 discos de 2mm respectivamente. Os discos
foram pesados e o teor dos pigmentos foi expresso em pg/ml de massa fresca.
As leituras foram feitas em espectrofotdmetro (Beckman, modelo 640B).

A alocacao de carboidratos foi avaliada através da quantificagao dos
agucares redutores (AR), agucares soluveis totais (AST) e do amido de folhas,
caule acima e abaixo do ponto de enxertia e das raizes. Os tecidos vegetais
utilizados para a avaliagdo de massa seca foram moidos em moinho de facas
tipo Willev e modelo STAR FT-50, armazenados em freezer a -18°C. Os

extratos foram obtidos conforme Zanandrea et al. (2009), utilizando massa
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variavel, sendo 0,15 g (folha e do caule abaixo do ponto de enxertia), 0,1 g
(caule abaixo do ponto de enxertia), 0,3 g (raiz das cultivares) e 0,4 g (raiz das
selvagens).

Para a quantificagdo dos AST e do amido foi utilizado o método da
Antrona (Yemm e Willis, 1954), com modificacbes, sendo utilizado 2 mL da
solugcdo de antrona a 0,19% em acido sulfurico a 93,33%, em um volume
reacional de 3 mL, submetido a 100°C por 3 minutos. Os AR foram
quantificados segundo o protocolo descrito por Miller (1959), através do método
do Acido Dinitrosalicilico (DNS).

Os dados coletados foram submetidos a andlise de varidncia e as
médias agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o
programa estatistico SISVAR versao 5.6 (Ferreira, 2011). A relagdo entre os
didmetros acima e abaixo do ponto de enxertia foi avaliada considerando um
fatorial simples 4x2 (4 porta-enxertos x duas posigdes de medi¢cdes do diametro
do caule). A alocagao de carboidratos foi avaliada considerando um fatorial 37
duplo 4x4, sendo 4 porta-enxertos e 4 6rgaos (folhas, caule acima e abaixo do
ponto de enxertia e raizes). Para analisar as relagdes entre o metabolismo
primario (trocas gasosas e carboidratos) com o desenvolvimento das mudas,
foi obtido coeficiente de correlacdo de Pearson, utilizando as médias dos
tratamentos, com auxilio do programa estatistico PAST versao 3.25 (Hammer
et al., 2001).

1.2.3 Resultados

A utilizacdo da P. tuberculatum como porta-enxerto nao possibilitou a
formacdo da parte aérea, embora o porta-enxerto estava vivo, emitindo
brotacbes na base do caule, a ligagdo no ponto de enxertia ndo ocorreu
adequadamente (Figura 1), havendo eliminagcéo do enxerto ao longo do tempo
(Figura 2 A). A porcentagem de sobrevivéncia apresentou o menor valor,
34,5% (Figura 2 A), com auséncia total de brotamento (Figura 2 B). Os demais
porta-enxertos apresentaram, em média, 78% de sobrevivéncia (Figura 2 A) e
60% de brotamento (Figura 2 B).

Observa-se na Figura 2 A que os enxertos comegaram a morrer

quando o saco foi retirado, cerca de 30 dias apds o procedimento da enxertia,
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momento que iniciaram as brotagdes do enxerto. Também se verifica que no
momento da decapitagdo da parte aérea do enxerto (45 dias apds a enxertia),
intensificaram-se as mortes, inclusive brotos que haviam se formado sofreram
abscis&o.

Os portas-enxerto avaliados ndo apresentaram diferenga significativa
no comprimento do caule do broto (CChroto), didmetro do caule do broto
(DCbroto), Nnumero de folhas (NF), area foliar (AF), didametro do caule acima do
ponto de enxertia (DCac) € volume radicular (VR) (Tabela 1).0 porta-enxerto P.
hispidum apresentou o maior comprimento da raiz (CR), com valores cerca de
50% superior aos demais. O maior didmetro do caule abaixo do ponto de
enxertia (DCap) foi obtido com o porta-enxerto P. aduncum.

Nao foram observadas diferencgas significativas no acumulo de massa
seca nas folhas (MSsoha), No caule dos brotos (MSCurot), NO caule acima do
ponto de enxertia (MSCxc) € no caule do enxerto (MSCenx) (Tabela 2). A massa
seca do caule abaixo do ponto de enxertia (MSCab) foi inferior nas cultivares. A
massa seca da parte aérea das mudas (MSPA) e a massa seca do porta-
enxerto (MSpe) foram superiores nas cultivares em relacdo as espécies
selvagens, devido a presenga da massa seca da estaca (MSestaca), advinda do
processo de estaquia para a obtencao dos porta-enxertos das cultivares. A
‘Kottanadan™ alocou menor massa seca para o sistema radicular (MSraiz),
contribuindo para a menor massa total da muda (MST).

Os porta-enxertos avaliados nao influenciaram nos parametros de
trocas gasosas (Tabela 3), nos teores de clorofilas e no indice SPAD (Tabela 4)
das folhas da pimenteira-do-reino ‘Bragantina’. Os teores de carotendides
foram superiores nos porta-enxertos em relagcdo ao homoenxerto, exceto para
o a—Caroteno, que nao diferiu (Tabela 4).

A relacao entre os didmetros acima e abaixo do ponto de enxertia foi
influenciada pelos porta-enxertos, onde apenas o homoenxerto ndo apresentou
diferencas significativas (Figura 3 A). Para os demais porta-enxertos avaliados
o comportamento foi diferente. Para o P. aduncum o didmetro abaixo foi
superior ao diametro acima do ponto de enxertia, enquanto para P. hispidum e

a ‘Kottanadan™ ocorreu o inverso.
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Os teores de carboidratos diferiram entre os porta-enxertos
considerando os 6rgéos avaliados, exceto para o amido, que variou apenas
entre os orgéos (Figuras 3 B, C e D). O teor de agucares redutores (AR) e
agucares soluveis totais (AST) nas folhas e raizes nao diferiram entre os porta-
enxertos (Figura 3 B e C). O homoenxerto teve maior acumulo de AR e AST no
caule abaixo do ponto de enxertia com relagdo aos porta-enxertos avaliados.
No caule acima do ponto de enxertia o menor teor de agucares redutores (AR)
foi obtido com o porta-enxerto P. aduncum.

A alocagdo de carboidratos nos diferentes 6érgaos avaliados foi
influenciada pelos porta-enxertos, porém com padrdes distintos (Figuras 3 B, C
e D). No homoenxerto, AR e AST foram superiores no caule acima, seguido
das folhas e caule abaixo, que n&o diferiram e, inferior na raiz. Com a utilizacéo
do porta-enxerto P. hispidum, AR e AST foram superiores no caule acima,
seguido das folhas e do caule abaixo e raizes, que n&o diferiram. Para a
‘Kottanadan’, o mesmo comportamento que P. hispidum foi observado para os
AR, contudo, os AST foram superiores nas folhas e no caule acima, que nao
diferiram, seguido do caule abaixo e das raizes. No P. aduncum, AR foram
superiores nas folhas e no caule acima, enquanto os AST foram superiores nas
folhas e no caule abaixo.

Para o teor de amido n&o foi observada interagao entre porta-enxertos
e 6rgéao, sendo apenas significativo o efeito dos érgaos, com valores superiores
para folhas e caule acima, que nao diferiram, seguido do caule abaixo e das
raizes (Figura 3 D).

No estudo de correlagdo foram observadas relacbes positivas e
negativas entre as variaveis analisadas no estudo da enxertia (Figura 4). A
sobrevivéncia foi positivamente correlacionada com a taxa fotossintética e
inversamente proporcional a massa seca da parte aérea. O brotamento se
correlacionou-se positivamente com o teor de amido do caule abaixo do ponto de
enxertia.

O comprimento do caule do broto teve correlagdo positiva com numero
de folhas, massa seca do caule broto, condutancia estomatica e transpiracdo. O
namero de folhas correlacionou-se positivamente com o teor de acucares

redutores nas folhas e com o comprimento da raiz. A massa seca das folhas foi
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diretamente proporcional a massa seca total, concentragcao interna de CO»,
razao entre a concentracdo interna e externa de CO2 e inversamente
proporcional a eficiéncia intrinseca e instantdnea no uso da agua e aos
teores de carotendides (exceto o licopeno).

A massa seca do caule acima do ponto de enxertia foi diretamente
proporcional ao teor de AR e AST do caule acima do ponto de enxertia e
inversamente proporcional a EUA. A massa seca do caule abaixo do ponto
de enxertia correlacionou-se positivamente com a taxa fotossintética e
negativamente com a massa seca da estaca, do caule do porta-enxerto e da
parte aérea da muda.

O didmetro do caule do broto foi correlacionado fortemente ao teor
de amido acumulado no caule acima do ponto de enxertia. O didmetro do
caule acima correlacionou-se positivamente com o amido da raiz, enquanto o
diametro do caule abaixo do ponto de enxertia foi inversamente proporcional
com os acgucares soluveis totais da folha. A massa seca do caule acima do
ponto de enxertia foi diretamente proporcional ao teor de agucares redutores
e soluveis totais do caule acima do ponto de enxertia e inversamente
proporcional a eficiéncia intrinseca no uso da agua.

O teor de AST do caule abaixo do ponto de enxertia foi
positivamente correlacionado com o acumulo de massa seca e AR do caule
acima do ponto de enxertia. O teor de amido da folha correlacionou-se
positivamente com a massa seca das raizes e inversamente ao AR da raiz.
O teor de amido do caule acima do ponto de enxertia foi diretamente
proporcional ao brotamento e inversamente ao volume de raiz. O teor de
amido do caule abaixo do ponto de enxertia foi diretamente proporcional ao
didametro do broto. O teor de amido da raiz foi positivamente correlacionado
com o didmetro do caule acima do ponto de enxertia e com o teor de

clorofila a e total.

1.2.4 Discussao
Estudos sobre a enxertia com diversas espécies de plantas evidenciam
que sinais de incompatibilidade podem ocorrer na fase inicial ou tardia,

identificada entre trés a cinco anos apods enxertia (Baron et al., 2019). P.
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tuberculatum apresentou incompatibilidade inicial com a pimenteira-do-reino
‘Bragantina’, causada pela auséncia de ligagdo no ponto de enxertia, havendo
eliminagao do enxerto ao longo do tempo.

Sabe-se que um dos principais fatores responsaveis pela
incompatibilidade € a unido entre o enxerto e o porta-enxerto, que nédo ocorre
adequadamente, causando diversos prejuizos no metabolismo primario
(Albrecht et al., 2019). Embora até os 110 dias da condugédo do experimento
uma porcentagem reduzida tenha sobrevivido (34,5%), cerca de 40 dias depois
0s enxertos morreram.

A incompatibilidade entre P. tuberculatum e a ’‘Bragantina® nao
possibilitou o estabelecimento da parte aérea do enxerto. P. tuberculatum
apresenta elevado vigor vegetativo, observado pelo excessivo brotamento na
base do porta-enxerto, que mesmo apoés a eliminacdo do enxerto, continuou
vivo e emitindo brotagcdes. Estudos de enxertia com outras espécies
comprovam que porta-enxertos vigorosos muitas vezes nao possibilitam o
estabelecimento da unido com o enxerto, havendo elevada mortalidade (Li et
al.,, 2017). Isto acontece porque a energia e os esqueletos de carbono
necessarios para o estabelecimento do novo sistema vascular para conectar o
enxerto e o porta-enxerto e estabelecer uma nova planta funcional estdo sendo
direcionados para a brotagdo do porta-enxerto, que investem na formagao de
uma nova copa ao invés de consolidar a ligacao (Daley e Hassell, 2014).

Outra explicagdo para a incompatibilidade observada com P.
tuberculatum é a auséncia de produgao de tecido mucilaginoso apds o corte do
porta-enxerto. Em todos os demais porta-enxertos foi observada a produgao de
uma mucilagem quando seccionada, que pode ter auxiliado na redugao da
ocorréncia de oxidagao na regidao do corte conforme sugerido por Garner e
Beakbane, 1968.

A analise da sobrevivéncia ao longo do tempo possibilitou identificar
duas etapas criticas no processo de enxertia por fenda lateral, uma no
momento que retirou os sacos plasticos do enxerto e a outra apds a
decapitacao da parte aérea do enxerto. A queda na sobrevivéncia pode estar
relacionada a retirada do plastico como observado por Wendling et al. (2016).

Provavelmente isso se deve a exposi¢cao a superficie, que ainda nao estava
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bem soldada deixando exposta a oxidacao e infiltracdo de umidade. Ambos as
etapas estédo relacionadas com processos de elevada demanda energética e
indicam limitagdo na transferéncia de energia para manter a brotagédo do
enxerto. O fato que o tipo de recipiente também influencia na soldadura entre o
enxerto e porta-enxerto, isso porque, a formagao da unido esta intimamente
correlacionada ao desenvolvimento radicular, e a resisténcia hidraulica (Adams
et al., 2018), uma vez que, foi observado correlagdo direta do comprimento da
raiz com o desenvolvimento da parte aérea.

Como o homoenxerto nao diferiu dos demais porta-enxertos e as taxas
médias de sobrevivéncia (78%) e de brotamento (60%), possibilitou observar
que todos os porta-enxertos interespecificos (P. aduncum, P. hispidum) e
intraespecifico (‘Kottanadan’), apresentam compatibilidade inicial com a
‘Bragantina’.

A enxertia da pimenteira-do-reino em espécies nativas do género Piper
é uma pratica comum em paises como a india, sendo Piper colubrinum, a
principal espécie utilizada como porta-enxerto (Vanaja et al., 2007). De acordo
com a literatura, a sobrevivéncia de mudas da cultivar Panniyur-1 (no Brasil
registrada como ‘Bragantina’) enxertada depende do porta-enxerto, com maior
sucesso obtido com o uso da P. colubrinum, com sobrevivéncia de 76,2%
(Chinnapappa et al., 2018), de 86% (Lakshmana et al., 2016) e variando entre
25% a 100% dependendo da época do ano (Vanaja et al., 2007).

Estudos realizados com outros porta-enxertos indicam que a
sobrevivéncia depende do porta-enxerto e da cultivar. No estudo de Aarthi e
Kumar (2019), a sobrevivéncia foi de 60% com o porta-enxerto Piper
hymenophyllum e de 42% com Piper attenuatum, enquanto no estudo de
Chinnapappa et al. (2018), a sobrevivéncia foi de 38,9% com IISR Sakthi e
aproximadamente 45% para Piper argyrophyllum e 58% para IISR Thevam. No
entanto, as espécies avaliadas como porta-enxertos intra e interespecificos no
nosso ensaio, nunca foram testadas na enxertia da pimenteira-do-reino, sendo
inéditos os resultados do presente estudo.

Além da interagdo entre enxerto e porta-enxerto, outros fatores
determinam o sucesso da enxertia, como o método utilizado e a época que é

efetuada a enxertia. O método mais utilizado na enxertia da pimenteira-do-reino
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‘Panniyur-1’ em espécies selvagens do género Piper é enxertia de topo fenda
cheia (Chinnapappa et al., 2018; Lakshmana et al., 2016; Vanaja et al., 2007).
Recentemente, Aarthi e Kumar. (2019), avaliaram um outro método de enxertia,
denominado de "Stenting", no qual a unido do enxerto e a formagao das raizes
adventicias ocorre simultaneamente, identificaram pegamento de 41,11% da
Panniyur-1 enxertada sob P. hymenophyllum.

Nao foram encontrados na literatura nenhum trabalho que avaliou a
enxertia lateral em fenda cheia. Nesta técnica a parte aérea é preservada até a
formacdo do broto e é um método recomendado para frutiferas,
proporcionando maior crescimento, acumulo de matéria seca da planta e maior
a massa seca do sistema radicular, sendo mais suscetivel ao pegamento (De
Paiva et al. 2015; De Goes et al., 2016). Essa técnica foi escolhida neste
ensaio devido a evidéncias de melhor pegamento efetuada em ensaios
preliminares.

Sobre o efeito da época de enxertia, Vanaja et al. (2007), em um
estudo preliminar com genétipos da pimenteira-do-reino enxertadas em Piper
colubrinum, conduzido na regido de Panniyur, Kerala, na india, verificaram que
o maior pegamento (100%) foi no final do inverno/inicio da primavera, época de
menor precipitagdo. O clima da regido é bem diferente da nossa, mas as
condig¢des térmicas durante o periodo que eles observaram melhor pegamento
sdo semelhantes aos meses de condugao do presente ensaio de enxertia. No
entanto, as precipitacbes sao bem diferentes, havendo grande variacédo na
radiacao incidente, o que interfere diretamente na fotossintese e no
desenvolvimento vegetativo, influenciando no sucesso da enxertia. Portanto, é
importante efetuar estudos no Brasil, especialmente nas regiées produtoras,
para melhor compreensao do efeito do ambiente na enxertia da pimenteira-do-
reino, para se isolar o efeito do ambiente.

No presente experimento verificou-se que os porta-enxertos avaliados
nao influenciaram na capacidade fotossintética do enxerto (teores de clorofilas,
indice SPAD e trocas gasosas) e consequentemente ndo alteraram diversos
parametros de desenvolvimento da muda e nem na capacidade de producgao

de acgucares redutores (AR) e agucares soluveis totais (AST) nas folhas.
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Os teores de carotendides foram superiores nos porta-enxertos em
relagdo ao homoenxerto, que pode ser um indicativo da ocorréncia de estresse
provocado pela unido intra e interespecifica. Esse maior acumulo de
carotendides pode desempenhar um papel importante como antioxidante nao
enzimatico, sendo o licopeno principal carotendide antioxidante, cujo aumento
indica presenga de estresse (Kiran et al., 2019). Portanto, a capacidade
antioxidante dos carotendides provavelmente garantiu a homeostase nas
espécies reativas de oxigénio produzidas em fungdo do estresse da enxertia,
promovendo maior prote¢ao ao aparato fotossintético, garantindo assim, seu
funcionamento.

Uma caracteristica interessante observada entre os porta-enxertos
avaliados foi o maior comprimento do sistema radicular de P. hispidum, que
atingiu valores cerca de 50% superior aos demais. Por outro lado, "Kottanadan®
alocou 70% menos massa seca para o sistema radicular que os demais porta-
enxertos. O desenvolvimento do sistema radicular pode ser uma caracteristica
importante para a melhor eficiéncia do uso da agua sob condigdes de limitagao
hidrica, devendo ser avaliada em ensaios futuros para melhor compreensao
deste efeito (Franck et al., 2019).

Segundo Dias et al. (2013), o menor desenvolvimento das mudas pode
estar associado ao estresse sofrido no processo de enxertia ou mesmo por
incompatibilidade entre enxerto e porta-enxerto. No entanto, o maior acumulo
de massa seca da parte aérea das mudas e do caule do porta-enxerto
observados com o uso do homoenxerto e da "Kottanadan', ocorreu devido a
presenca da estaca, advinda do processo de estaquia para a obtencédo dos
porta-enxertos das cultivares. Essa estaca tem uma massa seca significativa,
que representa 81% da massa do caule do porta-enxerto. Portanto, esse maior
acumulo de massa nao pode ser indicativo de melhor qualidade da muda, haja
vista inclusive, que nao alterou a massa seca total da muda.

A caracterizagao da incompatibilidade ndo € um processo simples pois
pode haver pegamento e desenvolvimento posteriormente de sintomas de
incompatibilidade devido a falha na unido ou desenvolvimento de condigdes
anormais, padrdes de crescimento, e acumulo de carboidratos (Priyanka et al.,

2019). Apesar da porcentagem de sobrevivéncia, das caracteristicas
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fotossintéticas e de qualidade da muda indicarem que nao houve
incompatibilidade entre a '‘Bragantina’ e os porta-enxertos P. aduncum, P.
hispidum e a "Kottanadan’, a avaliagdo da relagdo entre os didmetros e massa
seca do caule abaixo e acima do ponto de enxertia, bem como a alocagao dos
carboidratos para os diferentes 6rgaos avaliados, em comparagdo com o
homoenxerto, indicaram que a ligagdo entre o enxerto e o porta-enxerto n&o
ocorreu adequadamente.

Os enxertos mal conectados limitam o transporte no xilema e no
floema, promovendo o acumulo de carboidratos nas partes superiores da
planta levando a incompatibilidade (Zarrouk et al., 2010; Albrecht et al., 2019).
Esses sinais de incompatibilidade sao percebidos principalmente em longo
prazo, pois durante o desenvolvimento da planta vai ocorrendo alocacao
inadequada de carboidratos e nutrientes, o que acarreta em estresse
metabdlico, que pode levar a morte das plantas (Goldschmidt, 2014; Baron et
al., 2019). Possivelmente as conexdes defeituosas entre a pimenteira-do-reino
e as espécies selvagens, sejam as causas da morte das plantas no campo
apos quatro anos observadas por Alconero et al. (1972) e Barriga et al. (1986),
com o uso de P. colubrinum como porta-enxerto.

A relacédo entre os didmetros acima e abaixo do ponto de enxertia é
considerado um indicador importante de incompatibilidade morfolégica
(Machado et al., 2017), podendo ser causado devido a diferengcas de vigor
entre enxerto e porta-enxerto, que pode acarretar desencontro entre os
sistemas vasculares na regido da enxertia com o desenvolvimento da planta
(Foster et al., 2017; Tamilselvi e Pugalendhi, 2017). No nosso ensaio apenas 0
homoenxerto ndo apresentou diferencas entre os diametros, comprovando que
existem sinais de incompatibilidade entre os demais porta-enxertos.

O maior didametro do caule abaixo do ponto de enxertia encontrado no
porta-enxerto P. aduncum, sendo inclusive o unico material cujo o didmetro
abaixo foi superior ao didmetro acima do ponto de enxertia, pode ser um
indicativo de incompatibilidade. Segundo Franco et al. (2018), o maior didmetro
no porta-enxerto do que no enxerto, é desejavel, pois, a pressdo aumenta,
gerando uma rapida distribuicdo dos solutos por toda a estrutura da planta.

Fato interessante observado é que houve um maior esgotamento de AST no
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caule acima do ponto de enxertia € uma redugao de AR no caule abaixo e nas
raizes, indicando que os carboidratos estavam sendo direcionados para outros
orgaos, como para o crescimento em didmetro do caule e brotagdes do porta-
enxerto (Ferriani e Krinski, 2019), haja vista que foi a espécie cujas brotagdes
eram mais intensas. No entanto, essa forgca maior do dreno ndo induziu
aumento na fotossintese.

Quando acompanhamos o transporte de carboidratos ao longo do
corpo da planta, observamos que existe uma maior resisténcia na passagem
do AST quando transportado pelo ponto da enxertia nos porta-enxertos em
comparagao ao homoenxerto. A capacidade de produg¢ao na folha (6rgao fonte)
€ a mesma entre os porta-enxertos, uma vez que os valores sio iguais a taxa
fotossintética e teor de AST. Considerando-se entdo as diferencas do
transporte no caule no ponto acima e no ponto abaixo da enxertia, verifica-se
que o menor valor de AST foi no homoenxerto (43), seguido do P. aduncum
(62), da "Kottanadan™ (77) e do P. hispidum (103). Quando observamos as
diferengas entre os diametros, verificamos que P. hispidum e a "Kottanadan®
tiveram teor de AST e diametro acima superior ao didmetro abaixo, podemos
entdo concluir que ambos os porta-enxertos tiveram limitacdo ao fluxo de
carboidratos.

Levando-se ainda em consideracao que as diferengas para as espécies
selvagens sao intensificadas pela forga do dreno do porta-enxerto para as
brotacbes na base do caule, podemos inferir que a ‘Kottanadan’ teve a maior
resisténcia ao fluxo devido provavelmente as conexdes vasculares defeituosas,
acarretando em menor acumulo de massa nas raizes (69% menor que os
demais). Podemos ainda pensar que devido ao reduzido desenvolvimento das
raizes, 'Kottanadan® teve baixa forca de dreno, limitando o fluxo dos
carboidratos.

Embora nao tenha sido observada diferencas entre os porta-enxertos,
a sobrevivéncia das mudas foi positivamente correlacionada com a taxa
fotossintética e inversamente proporcional a massa seca da parte aérea. A
eficiéncia da enxertia depende do reestabelecimento das conexdes vasculares
e todo processo que envolve divisdo e diferenciagcdo celular, depende de

energia e esqueletos de carbono, obtidos principalmente pela fotossintese,
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além disso, é fundamental a manutencao da hidratagdo dos tecidos (Baron et
al., 2019).

O estudo das correlagdes comprovou que um menor investimento em
parte aérea contribui para a redu¢do da conduténcia estomatica e transpiragao e
aumenta a eficiéncia do uso da agua. No entanto, & necessario um equilibrio
pois um investimento em folhas é necessario para o0 aumento na concentracao
interna de CO2, na razdo entre a concentragao interna e externa de COz e na
producado de agucares redutores nas folhas (lbrahim et al., 2017; Zheng et al.,
2019). Também é necessario investimento no sistema radicular, mantendo-se um
equilibrio entre raiz e parte aérea (Rouphael et al., 2018), haja vista a correlagao
positiva do numero de folhas com o comprimento da raiz.

Nao sO a capacidade de sintese de carboidratos nas folhas, mas o seu
transporte e alocacdo para os orgdos drenos sdo determinantes para o
desenvolvimento da muda enxertada. Uma maior fotossintese possibilita maior
massa seca do caule abaixo do ponto de enxertia, mas reduz a massa seca
da parte aérea da muda, sendo um forte indicativo da for¢ga do dreno do porta-
enxerto. Quanto maior o acumulo de AST nas folhas, menor o didmetro do
caule abaixo do ponto de enxertia, indicando que esta ocorrendo maior
investimento na formacao da parte aérea em relagcdo ao porta-enxerto. O
teor de AR e AST do caule acima do ponto de enxertia é determinante para o
acumulo de massa seca nesta regido. Portanto, a alocagdo de carboidratos
pode ser utilizada para compreender as relagdes fonte-dreno no processo de

enxertia.

1.2.4 Conclusodes

O metabolismo primario de mudas de Piper foi afetado pela enxertia,
porém apenas a enxertia interespecifica da ‘Bragantina’ sob P. tuberculatum
resultou em morte dos enxertos, evidenciando incompatibilidade precoce. A
enxertia nos demais portas-enxerto ndo alterou a sobrevivéncia, parametros
fotossintéticos e a qualidade da muda. No entanto, a analise de carboidratos e
as diferencas de didametro acima e abaixo do ponto de enxertia, revelaram
alteragdes nas mudas enxertadas em P. hispidum e a "Kottanadan' que podem

indicar incompatibilidade tardia. Concluidos que P. aduncum é o melhor porta-
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enxerto por apresentar maior compatibilidade inicial entre as selvagens, devido
ao menor impedimento ao fluxo de carboidratos.

Para estudos futuros devem ser abordados os fatores ambientais, a
época de enxertia, influéncia da retirada dos sacos plasticos na sobrevivéncia e
a compreensao da secre¢dao da mucilagem no processo de soldadura da
enxertia, assim como a relagcado entre fonte dreno devem ser estudados no

processo de enxertia.
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Figura 1. Mudas de pimenteira-do-reino Bragantlna enxertada sob diferentes porta-
enxertos. A- P. nigrum ‘Bragantina’, B- P. nigrum "Kottanadan", C- Piper hispidum,
D- Piper aduncum, E- Piper tuberculatum. A barra corresponde a 2 cm.
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Figura 2. Avaliacdo das mudas da pimenteira-do-reino ‘Bragantina’ enxertada em
Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de agrupamento de Scott-
Knotta 5% de probabilidade. A barra corresponde ao erro padrao da média de quatro
repeticoes.

diferentes porta-enxertos. A- Sobrevivéncia (%), B- Brotamento (%).
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Figura 3. Comparacédo entre os didmetros dos caules acima e abaixo do ponto de
enxertia e alocagdo de carboidratos em mudas de pimenteira-do-reino ‘Bragantina’
enxertadas sobre diferentes porta-enxertos. A- Didmetros dos caules acima (DC
acima) e abaixo (DC abaixo) do ponto de enxertia, B- Agucares redutores (AR), C-
Acucares soluveis totais (AST), D- Amido. Médias seguidas de letras iguais nao
diferem entre si, pelo teste de agrupamento de Scott-Knotta 5% de probabilidade. Na
figura A letras minusculas comparam diametros entre os porta-enxertos. Nas figuras
B e C letras maiusculas comparam entre os porta-enxertos para cada 6rgao e letras
minusculas comparam entre os 6rgdaos no porta-enxerto. A barra corresponde ao
erro padrdao da média de trés repeticoes.
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Figura 4. Matriz de correlagdo de Pearson entre o metabolismo primario (trocas
gasosas e carboidratos) com o desenvolvimento das mudas. Porcentagem de
sobrevivéncia (Sobrev.), porcentagem de brotamento (Brotam.), Comprimento do
caule do broto (CCbroto), comprimento da raiz (CR), diametro do caule do broto
(DCbroto), numero de folhas (NF), area foliar (AF), didametro caule acima do ponto
de enxertia (DCacima), diametro do caule abaixo do ponto de enxertia (DCabaixo),
volume radicular (VR), massa seca das folhas (MSfolha), massa seca do caule do
Broto (MSCbrot), massa seca do caule acima do ponto de enxertia (MSCac),
massa seca do caule do enxerto (MSCenx), massa seca do caule abaixo do ponto
de enxertia (MSCab), massa seca da estaca (MSestaca), massa seca do porta
enxerto (MSCPE), massa seca da parte aérea da muda (MSPA), massa seca da
raizes (MSraiz), massa seca total da muda (MST), taxa fotossintética (A, umol
CO?m?2 s), transpiragao (E, mmol vapor d’agua m? s™'), condutancia estomatica
(gs, mol m?2 s'), concentragéo interna de CO2 (Ci, mmol m=2 s7'), razdo entre a
concentracdo interna e externa de CO2 (Ci/Ca, ppm/ppm), eficiéncia no uso da
agua [EUA- A/E, ymol m2 s' (mmol Hz O m?2 s)], eficiéncia instantdnea no uso
de agua (EiUA- A/gs, ymol m2 s*' [mmol Hz O m?2 s")], eficiéncia instantanea de
carboxilagdo [EiC - A/Ci, ymol m2 s (umol m2 s)], clorofila a (Cla), clorofila b
(Clb), clorofila total (Cl total), p—Caroteno (B—Carot.), Zeaxantina (Zeax.),
a—-Caroteno (a—-Carot.), B-Criptoxantina (B-Cript.), Carotenoides totais (Carot.
totais), indice SPAD (SPAD), agucares redutores nas folhas (ARfolha), acucares
redutores no caule acima do ponto de enxertia (ARCac), agucares redutores caule
abaixo do ponto de enxertia (ARCab), acucares redutores nas raizes (ARraiz),
acucares soluveis totais nas folhas (ASTfolha), agcucares soluveis totais no caule
acima do ponto de enxertia (ASTCac), agucares soluveis totais no caule abaixo do
ponto de enxertia (ASTCab), agucares soluveis totais nas raizes (ASTraiz), amido
nas folhas (AMIDOfolha), amido no caule acima do ponto de enxertia
(AMIDOCac), amido no caule abaixo do ponto de enxertia (AMIDOCab), amido
nas raizes (AMIDOraiz). Elipses vermelhas indicam correlacao negativa, enquanto
as azuis indicam correlagdo positiva. Quanto mais fina a elipse, maior € a
correlacao entre as variaveis.



