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RESUMO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de @ma-do-reino Riper nigrumL.) e 0
Espirito Santo € o primeiro colocado entre os estadasileiros, com uma producéo de 37
mil toneladas do grdo. A fusariose, causada Ipesarium solanif. sp. piperis €
considerada a principal doenca da pimenteira, taraada pela podriddo das raizes e
secamento dos ramos. O objetivo deste estudo &iaava resisténcia de cultivares de
pimenta-do-reino (Kottanadan e Bragantina) ao sstrabidtico (déficit hidrico) e bibtico
(Fusarium solanif. sp. piperis), visando caracterizar o comportamento fisiol6gitas
plantas, a interacdo planta-patégeno e avaliaricgddetia de produtos alternativos no
controle da fusariose. Trés experimentos foramzadbs. Primeiro - avaliacao vitro do
crescimento micelial de quatro isoladosHdesolanif. sp.piperis, cultivados em diferentes
produtos, revelando que o silicio e quitosana iimdoez o crescimento fingico, enquanto
fosfito inibiu em 100%. Foi observado um efeito distatico e fungitéxico do
Carbendazim e os produtos ndo foram dose-depemsdeat@ as condicdes do estudo
(Capitulo 1). Segundo - realizado em casa de ve@eteste experimento comparou o
desempenho fisioldgico das cultivares KottanadaBragantina submetidas ao déficit
hidrico. Aos 12 dias de déficit hidrico, menordsralcdes fotoquimicas associadas a 90%
de sobrevivéncia conferem a cv. Kottanadan maiterdocia ao déficit hidrico. A
fotoinibicdo crénica observada para a cv. Bragansinstenta esse resultado (Capitulo 2).
Terceiro - foi realizado em viveiro e objetivou Ba|a os parametros epidemioldgicos
(Capitulo 3), biométricos (Capitulo 4) e fotosdiistes (Capitulo 5) das cultivares de
pimenta-do-reino inoculadas cof solanif. sp. piperis bem como o efeito de produtos
alternativos de controle da doenca como siliciosfitm e quitosana, aplicados
preventivamente e curativamente. Maior nivel dest@&scia & doenca foi observado para a
cv. Kottanadan, considerando maior periodo de iac@i» e as menores taxas de progresso,
indices de infeccdo, incidéncia e severidade dagdoeDe modo geral, maiores valores
dos parametros biométricos observados para a dtaréalan revelam que esta cultivar foi
menos afetada pela doenca quando comparada a agarBina. A correlacdo negativa
observada entre os parametros biométricos e aémdia e severidade da doenca
confirmam esses resultados. Independentemente wderidsgle da doenca, plantas
inoculadas cont. solanif. sp.piperis permaneceram fotossinteticamente ativas apos 180

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



maiores valores do teor relativo de clorofila, gasdmetros de fluorescéncia da clorodila

e de trocas gasosas analisados. Em ambas as redfiapesar da similaridade observada
entre as épocas de aplicacdo dos produtos altesaplantas suplementadas com silicio,
fosfito e quitosana, apresentaram melhor comportiomeomparativamente as plantas
infectadas e ndo suplementadas. Fosfito e Sil&monsais eficientes para a supressividade
da fusariose e indugao de resisténcia, consideraneh@nor incidéncia e severidade da
doenca, invariabilidade da producdo de biomassaae ndioria dos parametros

fotossintéticos para a cv. Kottanadan.

Palavras-chave Biometria ¢ crescimento micelial ¢ déficit hidmicc epidemiologia e

fluorescéncia da clorofila « pimenta-do-reino



ABSTRACT

Brazil is the third largest black peppédtiger nigrumL.) producer of the world and the
Espirito Santo State is the first producer amomrgBhazilian states, with a production of
37 thousand tons of grain. Fusariosis, causedrFbgarium solanif. sp. piperis, is
considered the major diseases affecting black pepharacterized by root rot and branch
drying. The objective of this study was to evaluaie resistance of black pepper cultivars
(Kottanadan and Bragantina) to abiotic (water d@fiand biotic Fusarium solanif.
piperis) stress, in order to characterize the physiolddiehavior of the plants, the plant-
pathogen interaction and to evaluate the alteregtioducts efficiency in controlling the
fusariosis. Three experiments were performed: firsh vitro evaluation of mycelial
growth of four isolates df. solanif. sp.piperis, cultivated in different products, revealing
that silicon and chitosan induced fungal growthjleviphosphite inhibited 100%. It was
observed a fungistatic and fungitoxic effect of @&rbendazim and the products were not
dose dependent for the study conditions (ChapteBédg¢ond - carried out in greenhouse
conditions, this experiment compared the physia@gperformance of two black pepper
cultivars (Kottanadan and Bragantina) submittedveder deficit. At 12 days of water
deficit, lower photochemical changes associateth @1% survival confer to Kottanadan
black pepper cultivar increased tolerance to wateficit. Chronic photoinhibition
observed in Bragantina cultivar sustains this tg€hapter 2). Third - carried out in plant
nursery conditions, this experiment aimed to ewvaluhe epidemiological (Chapter 3),
biometric (Chapter 4) and photosynthetic paramef€reapter 5) of the pepper cultivars
inoculated withF. solanif. sp. piperis as well as the effect of alternative products for
controlling (silicon, phosphite and chitosan), agglpreventively and curatively. Higher
level of disease resistance was observed for Kadi@mm pepper cultivar, considering a
higher incubation period and lower rates of progies infection index, and both
incidence and severity of disease. In general, d@righalues of biometric parameters
observed for Kottanadan show that this cultivar \ess affected by the disease when
compared to Bragantina cultivar. The negative datitn between biometric parameters
and incidence and disease severity confirm thesdtse Independently of disease severity,
plants inoculated witlfr. solanif. sp.piperis remained photosynthetically active after 180
days. However, the Kottanadan black pepper cultvas more resistant tBusarium

considering the higher values of the relative abpbiyll content, chlorophylla



fluorescence and gas exchange parameters analyzbdth pepper cultivars, in spite of
the similarity observed between application timdstlee alternative products, plants
supplemented with silicon, phosphite and chitodaom®d better behavior compared to
infected and non-supplemented plants. PhosphiteSalimbn are more efficient for both

suppressivity of fusariosis and resistance indac¢taonsidering the lower incidence and
disease severity, the invariability of the plardgrbass production as well as the majority of

photosynthetic parameters for the Kottanadan hpegdper cultivar.

Keywords: Biometry « mycelial growth « water deficit « epishiology ¢ chlorophylla
florescence e black pepper
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1. INTRODUCAO GERAL

A pimenta-do-reino Riper nigrumL.), originaria da india, é uma das especiarias
mais importantes e utilizadas no mundo. Desde odmn@000, é cultivada em escala
comercial em 26 paises, principalmente a Indonddalasia, Brasil, Vietnda, China e
Tailandia (RAVINDRAN, 2000).

A pimenta-do-reino foi introduida no Brasil por eobs portugueses no século
XVII, ficando restrita aos estados do litoral bieiso. Entretanto, o cultivo comercial
apenas se estabeleceu apés a introducdo da c@iivgapura por imigrantes japoneses,
em 1933 no municipio de Tomé-Acu - PA, onde tevieiona producdo comercial,
principalmente de pimenta preta e pimenta branoavBita de 1950, os japoneses e 0s
brasileiros introduziram o sistema de cultivo isign praticado na Malasia, tornando o
Brasil autossuficiente na producdo da cultura (DUERe ALBUQUERQUE, 2005).
Atualmente, o Brasil é o terceiro maior produtomutial de pimenta-do-reino e o Espirito
Santo é o primeiro colocado entre os estados éras) com uma producdo anual em
torno de 37 mil toneladas do gréao (IBGE, 2017).

Apesar da importancia da pipericultura no cenaragianal, nacional e
internacional, conhecimentos que garantam a pradsiggtentavel e econémica da cultura
ainda sdo escassos (SILVA et al. 2011). A fusarimeebém conhecida como podridao do
pé e podriddo das raizes, de ocorréncia restritaB@sil, € causada pelo fungo
hemibiotréfico Fusarium solanif. sp. piperis (TRINDADE e POLTRONIERI, 1997;
DUARTE et al., 2005). Como consequéncia da infedgagica, em areas de ocorréncia
da doenca, o ciclo produtivo da cultura foi alteraleé 12 para 5 a 6 anos (LEMOS et al.,
2011). Porém, a fusariose, doenca que inviabilizeultivo da pimenta nas lavouras
infestadas, ainda carece de estudo sobre cultivasstentes, métodos alternativos de
controle e manejo integrado.

Por conseguinte, a fisiologia da pimenta-do-reiam tsido pouco estudada e,
portanto, pesquisas que investiguem as vias mé&tabofjue conduzem ao cultivo e a
producdo de qualidade da cultura assumem grandertéaimgia no cenario mundial. A
fisiologia do estresse também é outra area de ssaamhecimento (RAVINDRAN,
2000). A identificacdo de parametros bioquimicosufisiolégicos ou indicadores de

resisténcia/tolerancia a diversos tipos de estsedséticos e abidticos auxiliam na



obtencéo de cultivares resistentes/tolerantes)dsalta produtividade (THANKARNANI
et al., 2003).

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a resisténcia de cultivares de pimentaeloe (Piper nigrum L.) ao
estresse abiotico (déficit hidrico) e bidticBusarium solanif. sp. piperis), visando
caracterizacdo do comportamento fisiologico dastpta acompanhamento da interacao

planta-patdgeno e eficiéncia de produtos alteroatho controle da fusariose.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Quantificar a eficiéncia dos produtos alternatiysilicio-Si, fosfito-Fos e quitosana-Qui)

no crescimento micelial dé. solanj em condi¢dem vitro;

- Comparar o desempenho fisiologico das cultivdeepimenta-do-reino Kottanadan-KOT

e Bragantina-BRA ao déficit hidrico;

- Quantificar a eficiéncia dos produtos alternatiysilicio-Si, fosfito-Fos e quitosana-Qui)
no controle da fusariose em plantas de pimentaen@rcultivadas em condicdo de

viveiro;

- Avaliar as alteracdes no desempenho fisiolégignientos fotossintéticos, fluorescéncia
da clorofilaa, assimilacdo de carbono, trocas gasosas e biapetri duas cultivares de

pimenta-do-reino, inoculados cdmsolani

- Comparar o efeito preventivo e curativo dos ptosdualternativos utilizados para o

controle da fusariose.
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5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1. Espécie Botanica

O géneroPiper pertence a classe das Eudicotiledoneas, ofiparalese familia
PiperaceaEMBRAPA, 2004). A posicao filogenética da familgperaceaeesta entre um
conjunto diversificado de eudicotiledoneas denodvngaleoervas”. Sao plantas que se
assemelham a monocotiledéneas em certas caracterigtgetativas, como, por exemplo,
estipula adaxial e feixes vasculares dispersos (OGNUE e DOYLE, 1989; LOCONTE
e STEVENSON, 1991). EnPiperaceae encontram-se células secretoras com 0leo
translicido, que ocorrem tanto nas folhas como deasais partes aéreas de todos 0s
membros desta familia. Os elementos secretoretas@mem representados por canais ou
células de mucilagem nos tecidos das espéciPipae (DASGUPTA e DATTA, 1980).

Esse género é mais diversificado nos tropicos aamws do que nos tropicos
asiaticos (cerca de 700 vs. 300 espécies, respewive). Poucas espécies sao
encontradas nas ilhas do Pacifico Sul (cerca &g e na Africa (apenas duas espécies
nativas). Sao abundantes em florestas de baixadémaétitude, raramente chegando a
2.500 m de altitude nos Andes tropicais. Os cerdeodiversificacdo de espéciesRiper
incluem o Sudeste Asiatico, o sul do México, os és)cb Choco, a Amazébnia e a Mata
Atlantica do Brasil (DYER e PALMER, 2004)

A pimenta-do-reino Fiper nigrumL.), nativa das florestas Umidas da Costa do
Malabar no sudoeste da india (NELSON e CANNON-EGHER,1), é uma planta perene,
semi-lenhosa e trepadeira. O caule é formado pas gartes distintas: a haste central que
possui raizes adventicias, grampiformes, que ggmam nos noés e aderem livremente no
suporte (ramo ortotropico) e as hastes lateraisdsdprovidas de raizes aderentes com
gemas originando as flores e frutos (chamados raedaitificacdo ou plagiotropicos). As
folhnas sdo pecioladas e localizadas a altura desemétentes nos ramos. O sistema
radicular das plantas oriundas de propagacdo demainpossui 3 a 6 raizes laterais
fasciculadas, localizadas, na maior parte, numéupdidade de até 30 cm, num raio de
aproximadamente 60 cm em torno da planta e umaesizal, que ajuda a fixar a planta
no solo. A inflorescéncia é uma espiga que podwiatlO a 12 cm, composta de floretas
aperiantadas. A fecundacdo normalmente se da #otes diferentes de uma mesma

espiga (geitonogamia). O fruto € uma drupa séssigiscente, proveniente de um unico



ovulo. Quando maduro, o fruto possui de 4 a 6 mmdidenetro e a casca adquire
coloragcédo avermelhada. A semente apresenta o eerdus@sbranquicado (Figura 1). No
Para, a maturacao ocorre no periodo de junho mbgetee no sul da Bahia e Espirito Santo
ha dois periodos de maturacdo: de marco a abrituibm a novembro. O intervalo entre
floracdo e maturacao é de seis meses (EMBRAPA,)2004

A Piper nigrumé considerada como a Unica especiaria cujos froboem ser
comercializados em 4 diferentes versdes de grdeta p graos em sua maioria maduros,
debulhados das espigas e secos ao sol ou em seEszaol@nca - graos debulhados, secos e
descascados; verde - graos debulhados ainda imatv@rmelha — grdos amadurecidos e
debulhados), embora a sua forma mais comum de c@iEacdo seja a preta
(EMBRAPA, 2004; PISSINATE, 2006).

Investigacdes fitoquimicas realizadas ao longodttasas décadas em pimenta-do-
reino revelaram uma ampla variedade de metab@gpeciais presentes nesta espécie, 0s
guais se distribuem em diferentes classes de cdogpa@snidas/alcaldides, propenilfendis,
lignanas, neoliganana, terpenos, flavonas e miseatide compostos, dos quais alguns
sdo encontrados apenas nesta espécie (PARMAR £99.).

Figura 1: Pimenta-do-reino: ramo de floragdo; Itetotal do cacho; 2- ovario, com estame; 3- estadn
fruto jovem, ainda verde, secdo longitudinal; 5,fredo maduro; 7 fruto sem casca; 8- fruto sem @asc
seccao longitudinal. Criacdo: 31 de Dezembro d&1B8nte: dominio publico.



5.2. Cultivares

A familia Piperaceaepossui larga distribuicdo no mundo, apresentaedmacde 10
a 20 géneros com aproximadamente 2.515 espéciesg@io disseminadas em todas as
regides tropicais (MACHADO, 2007). No Brasil, efamilia esta representada por cinco
génerosPiper, PeperomiaPotomorpheOttonia e SarcorhachifBARROSO et al., 2002;
SOUZA e LORENZI, 2005). O génerBiper apresenta um numero proximo a 700
espécies, das quais mais de 170 ocorrem nos estlad®ara, Espirito Santo, Bahia,
Maranh&o, Ceara e Paraiba (YUNCKER, 1972; PARMAI®71 IBGE, 2013). A espécie
mais importante desse génerdPier nigrum L. (Pimenta-do-Reino), que vem sendo
estudada desde 1819 (SENGUPTA e RAY, 1987). E ums wmhais valorizadas
condimentares do mundo, com grande valor econdnpeonitindo que a atividade
desenvolvida pelos pipericultores seja altament&vel (LIMA et al., 2010).

A espécie apresenta centenas de cultivares catiega india (MATHEW et al.
2001). No Brasil, as sete cultivares recomendadas p plantio sdo (POLTRONIERI e
LEMOS, 2014):

1- Apra folhas largas com 8,88 cm de largura e comprimemédio de 13,8 cm,
espigas longas com comprimento médio de 12 cm,endot varias fileiras de frutos
graudos (0,53 cm de diametro). Quando cultivadéenopsol, a planta, no terceiro ano,
apresenta forma cilindrica, com ramos de crescimeahtendo raizes adventicias bem
desenvolvidas que saem da regido dos nos. Os lhovarss apresentam coloracéo violeta.
As inflorescéncias apresentam floretas 100% heodifrs.

2- Bragantina uma selecéo clonal do hibrido “Panniyur-1” (PRABEKUMAR
et al., 2003), denominacdo da cultivar original india, apresenta plantas com folhas
largas, em forma de coracado, espigas muito lorgas, comprimento médio de 14 cm,
flores 100% hermafroditas que favorecem o enchimelats espigas, frutos graudos e
coloracao verde-claro dos brotos novos dos ramassgeimento.

3- Cingapura conhecida como “Kutching” na india. Apés trés smuo plantio,
apresenta plantas com formato cilindrico, folhagupeas e estreitas, espigas curtas,
comprimento médio de 7 cm, frutos de tamanho médtis. dois primeiros anos apresenta
bom desenvolvimento de ramos de crescimento queas&cterizam por apresentar
brotacdes de cor roxa.

4- Guajarina selecado clonal da cultivar indiana “Arakulam MahdJuntamente

com as cultivares Bragantina e Cingapura, chegoBrasil em 1982. As plantas adultas



apresentam formato cilindrico, folhas alongadaseetaimanho médio, espigas longas,
comprimento médio de 12 cm, com 90% de flores hiodidas, bom enchimento de
frutos nas espigas, frutos esféricos e graudos.réloes ortotropicos apresenta broto de
coloracao violeta.

5- lagar& Aos trés anos apos o plantio, as plantas bem afdas) apresentam
formato cilindrico. As brota¢cdes dos ramos ortdtdp sdo de tonalidade violeta. As
folhas sé@o estreitas, de tamanho médio. As floieshermafroditas em sua maioria. As
espigas apresentam comprimento médio de 9 cmtospiie frutos quando cultivada em
condi¢cdes ambientais favoraveis. Apresenta casséralms espessa.

6- Kottanadan plantas jovens, cultivadas a pleno sol, apresentarmato
cilindrico, ramos ortotropicos vigorosos emitinadzes de sustentacdo bem desenvolvidas.
Plantas adultas, apds sofrerem podas nos ramogoprtms, demoram a lancar novas
brotacdes. As brotacbes apresentam tonalidadetaiidds folhas sao largas, de tamanho
médio. As espigas apresentam comprimento médi@aen]l com boa formagédo de frutos
e enchimento de espiga. Os frutos apresentam-$erera esférica de tamanho médio.

7- Kuthiiravally: folhas largas e compridas, espigas longas compgoranto
médio de 12 cm, com extremidade recurvada repletdritos graudos (0,49 mm de
diametro). Em cultivo a pleno sol, a partir do ¢é@r@ ano, a planta apresenta arquitetura
em formato cilindrico, com ramos de crescimentot@mio raizes adventicias bem
desenvolvidas saindo da regido dos nés. Os braiesraimos de crescimento sédo de
coloracao violeta.

Duarte (2001) relata que a cultivar Guajarina éesopa Bragantina em relagéo ao
estresse hidrico e a qualidade dos gréos e que &sdeultivares brasileiras sdo bissexuais
e exibem variabilidade quanto ao comprimento, tdmafixacdo, numero de espigas ou

bagas, além dos caracteres morfologicos.

5.3. Importancia econdmica, rendimento e producéo

A pimenta-do-reino era um dos bens mais procurgmiles nobres europeus,
chegando a ser utilizada como moeda até mesmo gamasto de impostos. Depois de
dominarem o seu cultivo, a pimenta-do-reino foi teenando mais acessivel e se
difundindo, o que motivava muitos estudiosos decépotentar descobrir o caminho das
indias, culminando em grandes viagens que ultrapass fronteiras oceanicas
(ALUMIAR, 2013).



A pimenta-do-reino chegou ao Brasil através dosrmd portugueses no século
XVII, ficando restrita aos estados do litoral bigiso. Entretanto, o cultivo racional apenas
se estabeleceu apdés a introducdo da cultivar Qimggpor imigrantes japoneses, em 1933
no municipio de Tomé-Acu - PA, onde teve inicioradocdo comercial, principalmente
de pimenta preta e pimenta branca. Por volta d€),185 japoneses e o0s brasileiros
introduziram o sistema de cultivo intensivo pralicana Malasia, tornando o Brasil auto-
suficiente na producéo desta cultura (DUARTE e AKBIERQUE, 2005).

Comparativamente ao Vietnd, Indonésia, india e dajéo Brasil oscila entre o
terceiro e quarto maior produtor mundial da especi&egundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2017), a area ai@vno Brasil com pimenta-do-reino foi
de aproximadamente 21,5 mil hectares e a produgégitacerca de 48 mil toneladas em
2015. A estimativa da producédo para 2017 é alcaficamil toneladas. A area plantada, a
area colhida e o rendimento médio apresentam oresth de 56,8%, 9,8% e 10,4%,
respectivamente (IBGE 2017).

O crescimento da producéo de pimenta-do-reino m® &eanca 29,8% em relacéo
ao ano anterior, havendo destaque também paralagém no Espirito Santo, com avanco
de 146,6%. O rendimento médio no estado deve cré&;6% e a area a ser colhida
36,3%. Os aumentos refletiram os dados do Esphdtoto, segundo maior produtor do
Pais, com participacao de 44,8% no total a seryzidd, tendo o Grupo de Coordenacao
de Estatisticas Agropecuarias (GCEA/ES) aumentateaplantada da cultura no Estado
em 82,0%. Atualmente, o Estado do Espirito Santssydp aproximadamente, 14 mil
hectares de area plantada de pimenta-do-reinoposed@1 hectares em producdo e o
restante em formacao. O rendimento médio das lagasta em torno de 4 mil kg/hectare.
A producao até o més de abril de 2017 foi de, apradamente, 36 mil toneladas de
pimenta-do-reino (IBGE, 2017). E o terceiro prodgo@ mais gera divisas no agronegécio
capixaba (SEAG, 2013). Os plantios se concentranNode do Estado, tendo como
destaque o municipio de Sdo Mateus, com mais dedgb%ea cultivada e da producéo.
De acordo com a Secretaria de Estado da AgriculAbvastecimento, Aquicultura e Pesca
(SEAG, 2013), Sao Mateus produz, sozinho, quasel@%da producao brasileira. Todos
0S outros municipios, a partir do segundo, est@alitados no Para, destacando-se
Igarapé-Acu, Tomeé-Acu e Baido, entre outros.

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

india consome cerca de 50% de sua producdo (BARBQ@SY8). Assim, a maior parte da



producéo brasileira € exportada principalmente pafastados Unidos, México, Argentina
e Europa (IBGE, 2013).

5.4. Fusariose e sua importancia na pimenta-do-rein

Apesar da importancia da pipericultura no cenaregianal, nacional e
internacional, a atividade, frequentemente é rele@e esquecimento. A falta de pesquisas
para melhoramento, manejo e combate as doencakmewe falta de conhecimento
cientifico sobre a cultura. Assim, mesmo doencagl&astadoras como a Fusariose néao
sao totalmente estudadas, e as técnicas de preverginbate a esta e outras doencas nao
sao eficientes (SILVA et al. 2011). Como conseqigre ciclo produtivo da cultura, que
durava, em média, 12 anos foi alterado, tornanduoage curto, com uma média de cinco a
seis anos de sobrevivéncia em area de ocorréncaoelaca (LEMOS et al., 2011). A
severidade das doencas causadaspsariumspp. esta condicionada a fatores favoraveis
tais como temperatura, umidade, plantio em solemcmos, presenca de nematoides,
ocorréncia de pH baixo e adubacdo com baixo tepotessio, além da falta de resisténcia
do hospedeiro (SANTOS, 2008).

O centro de origem da pimenta-do-reino é a indaeococorre maior disperséo e
variacdo genética dessa espécie. No entanto, ggratGausador da fusariose ndo ocorre
no Hemisfério Oriental (WAARD, 1980; WAARD e ZAUBINL984), o que nao propicia
pesquisas visando ao controle dessa doenca. Povegyano Brasil, sua reproducéo
(propagacéo clonal de base genética comum) origintiivos homogéneos geneticamente
e, consequentemente, vulneraveis a acdo dessergaicimmo (POLTRONIERI et al.,
1999).

A introducéo da planta no Brasil, ocorrida em 1883estado do Para, bem como
sua exploracdo comercial, levou ao monocultivo uwltua, o que permitiu 0 surgimento
de varias doencas (ALBUQUERQUE e DUARTE, 1991). Adndao-das-raizes,
conhecida como fusariose, € a principal doencardanta-do-reino de ocorréncia restrita
ao Brasil (KIMATI et al., 1997; TRINDADE e POLTROHERI, 1997; TREMACOLDI,
2010). A doenca € responsavel por dizimar lavounasras. Detectada primeiramente no
Estado do Para em 1957, somente em 1976, o ageoltggieo foi identificado como
Fusarium solanif.sp. piperis (ALBUQUERQUE e FERRAZ, 1976; ALBUQUERQUE e
DUARTE, 1991). A fusariose esta, atualmente, digsada em todos os estados



brasileiros produtores de pimenta-do-reino. Desdenatatacdo do patégeno no Para, mais
de 10 milhdes de pimenteiras morrem por ano (DUART&., 2005).

5.5. Fusarium solani

O agente causal da fusariose &usarium solani(Mart.) Appel & Wr. emend.
Snyd. & Hans. f. sppiperis, Albuguerque (Telemorfdlectria haematococcBerk. & Br.

f. sp. piperis Albug.). Na forma teleomorfica (fase sexuada)uongb produz peritécios
redondos ou piriformes, avermelhados, com superfigjosa de consisténcia gelatinosa e
ascos contendo oito ascosporos. Na fase anam(idsm assexuada), o fungo produz trés
tipos de esporos: macroconidios, microconidios midéns intermediarios. A partir do
espessamento da parede celular das hifas e c@alascroconidios, realiza-se a producgéo
de clamiddésporos (DUARTE et al.,, 2005). Os macratios sdo conidios hialinos e
septados, produzidos em esporodoquios, que s&tratueas de frutificacdo do fungo na
fase assexuada. Algumas espécies produzem, tamé@Emilios em micélio aéreo,
denominados de microconidios. A produ¢do de macmiceoconidios é variavel, em
funcdo das condi¢cdes do ambierf@sariumspp. produz ainda os clamiddsporos, que sao
as estruturas de resisténcia deste fungo (HAWKSWORLTal., 1995; WINDELS, 1992).

A fase teleomoérfica do fungo é conhecida e poderecoos género&ibberellae Nectria
(WINDELS, 1992). Em meio de cultura BDA, o fungorf@a colbnias de cor branca-
acinzentada, com areas de cor verde-limao, quesdocais de maior concentracdo de
conidios. Os microconidios séo cilindricos, assiy#aou unisseptados e produzidos em
fidlides laterais longas ou em conididforos em farme cacho. Os macroconidios
apresentam de cinco a nove septos e formato fomfoDs clamiddsporos sdo globosos e
podem sobreviver no solo por varios anos (FISCHER. £2005) (ANEXO 1)

O complexo de espécies Basarium solant FSSC € um importante componente
da microbiologia mundial. O grande numero de egségertencentes a este género
evidencia a diversidade de habitats nos quais mdaem sobreviver. Dentro de cada
espécie déusariumpode haver ainda uma subdivisdofoumae speciale$EDEL et al.,
1997). O conceitéormae speciale6SNYDER e HANSEN, 1953) € usado para reconhecer
isolados patogénicos que foram morfologicamentee®antes a isolados saprofiticos da
mesma espécie, mas que diferenciam em sua hakiligada parasitar hospedeiros
especificos. ALBUQUERQUE e FERRAZ (1976) testararaespecificidade de isolados

patogénicos dé&. solania pimenta-do-reinoRijper nigrun), utilizando feijao Phaseolus



vulgarig), ervilha Pisum sativury) abdbora Cucurbitasp.) e batataSplanum tuberosum
e ndo obtiveram sintomas de podriddo induzidos prelsenca do fungo. Os autores, assim
comprovaram a especificidade dos isolados patogé€nestados B. nigrum atribuindo-
Ihes a denominac&ormae specialis piperis

Existem ainda espécies do FSSC que possuem unedlade de enzimas, as quais
podem contribuir para a viruléncia ou patogenicgdd@uhto a planta hospedeira. Elas
incluem as cutinases, as proteases e pectinasestpaar as barreiras da planta, a pisatina
demetilase, para detoxificar as fitoalexinas eraagibiossintéticas 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 deep#rea. Quando iniciada pelas
raizes, as folhas assumem coloracdo amareladanantere flacidas, ocorrendo a queda
prematura. Os internodios também amarelecem e ea@énmedida que a doencga evolui,
ocorre 0 secamento total da planta. O sistemauladié reduzido e se torna necrético.
Esta necrose pode evoluir até 30 cm acima do agbaytir da base da planta (VENTURA
e COSTA, 2004; TREMACOLDI, 2010). Na fase de prauyca doenca promove a queda
dos frutos. No entanto, quando a doenca se in&ipante aérea, esta é caracterizada pela
presenca de ramos amarelados em uma planta bempsagdExaminando-se o0 ramo
plagiotropico até o ponto de inser¢cdo no ramo mpdto, observa-se uma lesdo escura na
regido do n6. Com a evolucdo da doenca, é obserwvabBramento na parte superior e
inferior da planta (VENTURA e COSTA, 2004; SILVA a&it, 2011) (ANEXO 2).

O efeito patogénico d€. solani € devido a secrecdo de uma ampla gama de
enzimas hidroliticas envolvidas na penetracdo enadcdo dos tecidos da planta
hospedeira durante a infeccdo (WALTON, 1994). SdguAnnis e Goodwin (1997),
enzimas de degradacédo da parede celular podemaarogliferentes reacdes patogénicas
em cada interagdo planta-patégeno. Também foi ptogpie a presenca de depolimerases
na parede celular microbiana pode ser tdo imp@&tpata a planta, atuando como sinais
ativadores de varios processos fisiologicos, conmalacdo de respostas de defesa vegetal,
como também para o proprio agente patogénico, gquagem como fatores de viruléncia
(WALTON, 1994).

Os fungos patogénicos incluem um grande e heteeog@mpo de organismos que

ocupam importante posicao tanto na agricultura coasopopulacdes naturais (BURDON



& SILK, 1997). Além disso, exercem influéncia naokxdo de seus hospedeiros,
adaptando-se, por sua vez, as mudancas do gehéspedeiro para aumentar as situacdes
de intima coevolucdo (PYROZINSKI & HAWKSWORTH, 1988

Uma vez dentro do sistema radicular, os fungosrséalmente limitados a raiz ou
a base da planta e, em determinado momento, inieiaisseminagdo para 0 sistema
vascular. A combinacg&o do fungo crescendo no sssterscular e os efeitos de toxinas nas
plantas variam consideravelmente. Tais efeito®lfigicos podem incluir mudancas na
fixacdo de CQ e respiracdo, alteracdes na permeabilidade da raemle até mesmo
degradacdo das membranas celulares e pigmentdsseside proteinas, alteracdo do
potencial hidrico e absor¢cdo de nutrientes e agauasando a murcha e morte da planta
(SNOEIJERS et al. 2000; WHEELER e RUSH, 2001).

Os patégenos de incidéncia radicular, como os dawsa da fusariose,
coevoluiram com as plantas por milhdes de ano$ée edtamente adaptados ao ambiente
subterraneo em associacdo com o hospedeiro (BRUE®SRY). Este fato, aliado a sua
sobrevivéncia por periodos muito longos no solofelta de cultivares comerciais com
resisténcia satisfatoria, torna o seu controleitlifAlém disso, devido a infec¢ao inicial e
ao desenvolvimento subsequente das doencas ocoymreaemaioria das vezes, abaixo do
nivel do solo, patégenos radiculares sdo comparatmte inacessiveis a manipulagao
direta do homem e as doencas frequentemente naosdmas até que atinjam estadios
bem avancados, quando as op¢des de controle t@adimitadas (WHEELER & RUSH,
2001).

Entretanto, o0 modo de penetracdo ke solani f. sp piperis ainda ndo esta
completamente definido. De acordo com Xing e WedtgR006), provavelmente a
penetracdo ocorre de modo direto, ou seja, duegErminacao de clamiddsporos ou de
macroconidios, que entram em contato com o sistadieular das plantas como ocorre no
patossistem&usariumx Glycine maxsoja).

Essa interacdo entre planta e patdégeno € de eximenesse para a humanidade, ja
que grande parte da economia mundial baseia-sdilizagfio de espécies vegetais, as
quais podem sofrer sérios danos em virtude do atatps patdgenos (BARBIERI e
CARVALHO, 2001).



5.7. Controle da doenca

No caso da pimenta-do-reino, algumas medidas qeeingm a entrada do
patogeno na area de plantio tém dado alguma coigdib reduzindo a disseminacéo da
doenca (SILVA et al., 2011). Dentre estas, o napnaveitamento de tutores provenientes
de &reas onde a doencga tenha ocorrido € uma pradicada. Recomenda-se, também, que
areas com histoérico de ocorréncia da doenca namadjlizadas para um plantio antes de
5 a 8 anos apos o ultimo plantio (VENTURA e COS2804). O uso de cobertura morta
no periodo de menor precipitacao e o uso de adalmaganica também tem sido sugerido.
Recomenda-se, também, evitar o transito de maquigesolas provenientes de areas
infectadas. Segundo Ventura e Costa (2004), a pedajda da eliminacédo do material da
lavoura e da aplicacdo de fungicida constituem saglée controle do patdogeno em fase
inicial de infeccdo. Entretanto, estas medidascal@ter preventivo, ndo eliminam em
definitivo a disseminagao deusarium

Até o momento, ndo ha tratamento quimico eficaztraoo Fusarium nem
tampouco cultivares de pimenta-do-reino comerciaissistentes a fusariose
(TREMACOLDI, 2010). Entretanto, métodos ou produtaefiernativos tém sido
parcialmente testados visando o aproveitamentaae atividades antibidticas (fungicidas
e fungistaticas) no controle de doencas de plamdasusca por métodos/produtos
alternativos de manejo das doencas, em substitigd8ométodos convencionais, vem
aumentando nos ultimos anos, em decorréncia dasefeocivos que os defensivos
agricolas provocam ao meio ambiente e a saude fnasim, os estudos para controle
da fusariose com uso de métodos alternativos, eloementes com as estratégias da

agricultura moderna e vdo em direc&o aos interexssr®micos e ecologicos.

5.8. Estresse Abidtico e Bidtico

De um modo geral, as plantas sofrem exposicaoraant varios tipos de estresses,
biodticos e abibticos, em seu ambiente natural. Bataeviver sob tais condi¢bes, as
plantas apresentam mecanismos de percepg¢ao assextenos, permitindo uma resposta
as condi¢cdes ambientais (FUJITA et al., 2006).

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

Resposta ao estresseo efeito imediato, em geral de carater prejadik&la ocorre

em uma escala de segundos a dias.



Aclimatacéo é o ajustamento morfoldgico e fisiologico realiagpela planta (como
individuo) para compensar um desempenho ruim, aEd$0si¢cdo ao estresse. Ela ocorre
em uma escala de dias a semanas.

Adaptacdo € a resposta evolutiva que resulta de alteragig@®ticas nas
populacdes, levando a uma compensacao morfolédisamigica. Ocorre em uma escala
de tempo muito maior do que a da aclimatacdo (perste muitas geracoes).

O estresse hidrico € considerado um dos mais ianged fatores abidticos que
compromete a fotossintese, o crescimento e prodatie das plantas (BOYER, 1982;
LICHTENTHALER, 1998). Estudos recentes sobre aagid climética indicam que as
temperaturas médias aumentardo entre’C3-Ros proximos 50-100 anos, afetando
drasticamente os sistemas agricolas globais (IPZDDy/). Simultaneamente, podem
ocorrer aumento da seca, inundacdo e ondas de @&®GC, 2008; MITTLER e
BLUMWALD, 2010). Uma mudanca na variabilidade d&sias e da temperatura pode
afetar os rendimentos e a qualidade nutricional aatiras (PORTER e SEMENOQV,
2005).

A planta responde ao estresse hidrico por meio @sanismos adaptativos, que
permite ao sistema fotoquimico e bioquimico supddhestresse (YORDANOV et al.,
2000). A fotossintese é particularmente sensiwgh por efeitos fotoquimicos, como a
deficiéncia do funcionamento do FSIl ou degradadd® tilacoides, seja por problemas
bioquimicos como a desativacdo da rubisco ou dea®wnzimas do ciclo de Calvin
(LIMA, 2002; DaMATTA, 2006). Com efeito, os danossgéncadeados pelo déficit hidrico
podem ser superiores aos danos oriundos de todms#tros fatores bidticos e abidticos em
conjunto (LAMBERS et al., 2008). Tais danos estaadionados a uma complexa rede de
mudancas morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicasoadeculares (PASSIOURA, 1997).

As alteracbes morfoldgicas incluem a reducdo daatdim da planta e da folha,
abscisdo foliar e reducdo da produtividade. Podetssebém mais complexa, como o
aumento do volume do sistema radicular e reducamatsa fresca e seca de diferentes
partes da planta (parte aérea, caule e raiz) (TA@RRRAS et al., 1996). As raizes atuam
como sensor do déficit de agua no solo, enviandaissi(acido abscisico) a parte aérea,
detectado pelas células-guardas dos estdmatos,avaeges de qualquer déficit hidrico ser
observado nas folhas (ZHANG e DAVIES, 1990; SALAHTADIEU, 1997). Essas
alteracbes ocorrem, indiretamente, devido a umia si&r mudancas fisiolégicas, como
reducdo do conteddo de agua na folha (HETHERINGT®ONVOODWARD, 2003;
HOSSEINI SALEKDEH et al. 2009), fechamento dos esttos (ROYER, 2001),



deposicdo de cera na cuticula (KERSTIENS, 2006dug& da fotossintese
(OUKARROUM et al., 2007) e producao de solutos nig@ds que protegem as plantas de
estresses por meio de diferentes rotas metabdR@sINERT e JENSEN, 1996). No
entanto, a sensibilidade dos estématos ao défidrico e a reducdo da area foliar séo
mecanismos que limitam a produtividade, uma vezrqdezem a absor¢cdo de £ a
interceptacdo de luz, respectivamente. (LAWLOR eROICT, 2002; HENZELL et al.,
1975). O fechamento estomatico parcial ou tot@ associado ao potencial hidrico foliar e
ao teor de agua no solo e resulta em uma diminuigédaxa de transpiracdo. A reducédo da
concentracdo intracelular de GCa qual reduz a taxa de assimilacdo de,,Csa0
normalmente observadas no déficit hidrico causamdodesequilibrio entre a atividade
fotoquimica do FSIl e o requerimento de elétrona pafotossintese (MEDRANO et al.,
2002; DeELL e TOIVONEN, 2003; HONG-BO, 2008).

No estresse biotico, o ataque constante de fuhgoérias e virus sobre as plantas
pode causar enormes perdas econémicas na agrceltambém ter um impacto ecoldgico
na natureza. Em um nivel molecular, a resisténdi@eacas exige uma firme comunicagao
cruzada entre as diferentes vias de sinalizacédo ptlagas. O reconhecimento, por
receptores do sistema imunolégico da planta, deéentds derivadas dos patdégenos,
provoca uma cascata de sinais onde algumas orgaegkrcem funcdes vitais para
determinar reacfes imunoldgicas adequadas contsavanedade de agentes de estresse
bidtico (KANGASJ RVI et al., 2012).

Patogenos vasculares afetam os processos fisiokglas plantas hospedeiras
(DALY, 1976). As relacdes hidricas de plantas degemodem ser afetadas em funcéo de
distarbios no funcionamento de estématos, do awndatresisténcia ao fluxo e/ou a
absorcéo de agua pelas raizes, tornando as plargpsdeiras mais sensiveis a deficiéncia
hidrica (SYVERTSEN et al., 1980). Além disso, aeotao por patégenos geralmente leva
ao desenvolvimento de &reas cloréticas e necroticasima diminuicdo na producdo de
fotoassimilados (SCHREIBER et al., 1986; SCHREIBEB04), nas trocas gasosas e na
fluorescéncia da clorofila (BERGER et al., 2007). Por outo lado, a plantacemtato
com microrganismos patogénicos, ativa o fluxo des,idosforilagcdo/desfosforilacdo de
proteinas e a producdo de moléculas sinalizadoras @cido salicilico, acido jasmdnico,
etileno e espécies reativas de oxigénio (EROS).l&s& a regulacdo da expressao génica e
a inducao de respostas de defesa, como por exeojodalecimento da parede celular e o
acumulo de fitoalexinas e proteinas relacionadpatagénese (DANGL e JONES, 2001;
GARCIA-BRUGGER et al., 2006).
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CAPITULO 1 — Evaluation of in vitro inhibition of mycelial growth of Fusarium

solanif. sp.piperisby different products in Brazil
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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.

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).
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RESUMO

Estresses ambientais provocam constantemente zogjoa producdo vegetal. Estudos
atuais sobre a variacdo climatica indicam aumeattethperatura média entre 3& nos
proximos 50-100 anos, com aumento da seca, o aqiarafdrasticamente os sistemas
agricolas globais. O déficit hidrico € consideradm dos mais importantes fatores
abidticos que limita a fotossintese, o crescimenprodutividade das plantas. O objetivo
desse estudo foi avaliar a resposta de paramasiodoficos e biométricos de duas
cultivares de pimenta-do-reino (Kottanadan e Bragapsubmetidas ao déficit hidrico. O
experimento foi realizado em condi¢cfes de casaedetacao, seguindo um delineamento
em blocos casualizados (DBC), em esquema fatoxié@l [2ultivar (cv.): Kottanadan e
Bragantina e dias de déficit hidrico (DDH): 2, 4,8 10 e 12], com 3 repeti¢bes. Os
parametros avaliados foram: conteudo relativo de§GRA), pigmentos fotossintéticos,
parametros biométricos e fluorescéncia da clorddilaPara a cv. Bragantina foram
observadas reducdes nos valores de CRA, na coacaotde pigmentos fotossintéticos e
alteracdes nos parametros do teste-JIP. Além dissoentos na producdo quantica basal
dos processos nao fotoquimicos no FEIYRmM) e diminuicdes na eficiéncia maxima do
processo fotoquimico no FSIF{/Fy), no indice de desempenho para a conservacao de
energia para reducdo dos aceptores finais do FBh(P no rendimento quéantico
fotoquimico maximo ou eficiéncia fotoquimica maxima FSIl ( Py), na probabilidade
com que um elétron é captado do intersistema ef@gado par a reducdo dos aceptores
finais no lado aceptor do FSIRp), no rendimento quéantico do transporte de elétdans
Qa para o FSI (Rp), no rendimento quantico para o transporte decgigtno FSII (Eo) e

na eficiéncia com que um elétron pode mover-se paradeia transportadora de elétrons
( Eo) também foram observados para essa mesma culjuando comparada a
Kottanadan. Decréscimos nos valores de massa d&iangeca da parte aérea e raiz,
namero de folhas e volume de raiz foram observa@oa as cultivares Bragantina e
Kottanadan, aos 10 e 12 DDH, respectivamente. tantice a porcentagem de
sobrevivéncia das plantas, ao final do experiméitaproximadamente 90% e 10% para
Kottanadan e Bragantina, respectivamente. As cespithenta-do-reino avaliadas sao
diferentes em resposta ao déficit hidrico. A cvit&madan é tolerante ao déficit hidrico,

mantendo a atividade fotoquimica até 12 DDH.



Palavras-chave:Bragantina ¢ estresse hidrico ¢ fluorescéncia diofila a « Kottanadan
resisténcia/tolerancia  teste JIP «



ABSTRACT

Environmental stresses constantly cause lossedamt production. Current studies on
climate change indicate increases of average teaanpes between 3-5 °C in the next 50-
100 years, with increases of drought, which wilastically affect global agricultural
systems. The water deficit is one of the most ingrdr abiotic factors limiting
photosynthesis, growth and plant production. Thealve of this study was to evaluate
the response of physiological and biometric paramsedf two black pepper cultivars
(Kottanadan and Bragantina) submitted to watercdeflThe experiment was performed
under greenhouse conditions following a randomizledk design, in a factorial scheme
2x6 [black pepper cultivars (cv.): Kottanadan angdantina and six days after water
deprivation-DAWD: 2, 4, 6, 8, 10 and 12 days] witheplicates. The parameters evaluate
were: relative water content (RWC), photosynthgiigments, biometric parameters and
chlorophyll a fluorescence. To Bragantina, reductions of the RVpGotosynthetic
pigments and alterations of JIP-test parameterse vdiserved with the water deficit.
Furtermore, increases in basal quantum yield ofpitoeess non-photochemical in PSII
(Fo/Fm) and reductions of maximum efficiency of the plobimical process in PSII
(Fv/iFp), overall performance index @®R&), maximum quantum yield of primary
photochemistry or maximal efficiency of photosystiérq Py), Efficiency/probability with
which an electron from the intersystem electrorriees moves to reduce end electron
acceptors at the PSI acceptor sid®g, quantum vyield of reduction of end electron
acceptors at the PSI acceptor sid®q), quantum vyield of electron transportEp) and
Efficiency/probability for electron transport (ET),e. efficiency/probability that an
electron moves further thanaQ( Ep) were observed for this black pepper cultivar when
compared to Kottanadan. Decreases of dry mattes wiagerial part and root values, leaf
number and root volume were observed to the Bragam@ind Kottanadan at 10 and 12
DAWD, respectively. However, the plant survival gamtage at the end of experiment was
about 90 and 10% in Bragantina and Kottanadangotisely. The black pepper cultivars
evaluated are different in response to water defidie cv. Kottanadan is tolerant to the

water deficit, maintaining the photochemical agyivintil 12 DAWS.

Keywords: Bragantina ¢ chlorophylla fluorescence ¢ JIP-test ¢ Kottanadan e

resistance/tolerance « water stress e



1. INTRODUCAO

Dentre os fatores que afetam o crescimento, o des@mento e a produtividade
dos vegetais, pode-se destacar o déficit hidridd) (Bomo um dos mais impactantes
(LIMA et al., 2012). As respostas ao déficit hidridependem da espécie, da duracédo do
estresse, do gendtipo da planta, da fase de ddgemeoto e dos fatores ambientais
(BRAY, 1993). Nesse contexto, as plantas podem irexdderancia, resisténcia ou
suscetibilidade (quando reduz o crescimento, paulerbgar a morte, dependendo da
magnitude do estresse) (CAMBRAIA, 2005). Cerca @& 9da agua absorvida pelas
plantas € perdida para a atmosfera pela transpirdgioximadamente 2% é usado para
aumento de volume ou expansdo celular e 1% pareeggsos metabdlicos como a
fotossintese (TAIZ e ZEIGER, 2013).

O déficit hidrico é caracterizado pela reducédo @uelido de agua, diminuicdo do
potencial hidrico e perda de turgor, fechamentesiématos e diminuicdo do crescimento
celular. O déficit hidrico severo pode resultar ama limitagdo na fotossintese, em
disturbios de metabolismo e, finalmente, na more pthnta (JALEEL et gl 2008;
FAROOQ et al., 2008). Aléem disso, gera modificagdasconcentracdo de clorofilas,
sendo estas estudadas em determinadas plantasimdicazlores fisioldégicos de estresse
(MOHAWESH e AL-ABSI, 2009). As clorofilas sao pigmtes responsaveis pela captura
de luz usada na fotossintese, essenciais paravarsén da energia luminosa em energia
quimica (na forma de ATP) e poder redutor (NADPBERUS e MARENCO, 2008). A
tolerancia das plantas ao estresse abidtico é nudtoplexa devido a intrincadas
interacdes entre fatores de estresse e varios fsm@smmoleculares, bioquimicos e
fisioldgicos que afetam o crescimento e desenvaabmda planta.

Andlises das respostas fotossintéticas induzidak @d@H proporcionam
informacBes sobre os mecanismos que permitem ddaplaxercer controle sobre o
balanco energético das folhas durante a limitagdagia (YORDANOV et al., 2000). Os
dados disponiveis sobre ajustes fotossintéticoplanas vasculares sob DH sugerem dois
tipos de respostas, incluindo mudancas rapidasude prazo (segundos a minutos) e de
longo prazo (horas a dias). Os processos de aelp@atem curto prazo envolvem
principalmente a regulacédo da capacidade de abslowe as taxas de fluxo de elétrons
sob condi¢bes de DH. Por outro lado, em um DH eralasle tempo maior, as alteracdes

nas expressoes genéticas e 0s processos de siatpgaeinas sdo induzidos em favor da



estabilidade do fotossistema e de minimizar os sléoto-oxidativos (EBERHARD et al.,
2008; GUHA et al, 2013). Além disso, quando o DHeapnta evolucéo lenta, o seu
primeiro efeito biofisico significante consiste maducdo da turgescéncia celular,
caracterizada pela diminuicdo do volume celulantragéo das células, afrouxamento das
suas paredes e, consequentemente, o0 murchameatolske primeiro efeito compromete
0 crescimento da planta, uma vez que a diminuigdiudjor afeta diretamente a expanséo
foliar e alongamento das raizes e controla a alseestomatica necessaria para o influxo
de CQ, requerido no processo fotossintético e no cremtion(LARCHER, 2006; TAIZ e
ZEIGER, 2013).

Em outro aspecto, diversos fatores podem ocasiomadancas no aparato
fotossintético e seus efeitos podem ser estudagastiada fluorescéncia da clorofda A
técnica torna possivel avaliar a eficiéncia fotagoa do fotossistema Il (FSII) por meio
de um método simples, rapido, sensivel e ndo diestrutilizado em investigacdes de
danos ou reparos causados no sistema fotossintig@lantas em funcdo de diversos
tipos de estresse (SUASSUNA et al., 2011; MARTINAYZ&t al., 2012). A avaliacéo da
fluorescéncia da clorofila revela o nivel de excitacdo da energia que daifossintese
e fornece subsidios para estimar a inibicdo ourm d& processo de transferéncia de
elétrons do FSII (STRASSER et al.; 2000).

Nesse estudo, avaliou-se a fluorescéncia transi@atelorofila a, através dos
parametros do teste JIP bem como os parametrosétrioos envolvidos na resposta
fisiologica de duas cultivares de pimenta-do-rekattanadan e Bragantina, em condigdes
de déficit hidrico.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e cultivo

Mudas de pimenta-do-reino, cultivares (cvs.) Kaittan (KOT) e Bragantina
(BRA), com 3 meses de idade e aproximadamente 3@eraltura, foram obtidas do
Viveiro Pingo de Ouro (Corrego do Giral, Jaguarg;E&edenciado pelo Registro
Nacional de Sementes e Mudas - Ministério da Agtca, Pecuaria e Abastecimento
(RENASEM). As mudas foram transplantadas para vaptisicos com capacidade para
5L, preenchidos com solo e provaso na proporc¢a8:tlgv/v) e mantidos em casa de
vegetacdo (Centro Universitario Norte do Espiriamts, Universidade Federal do Espirito
Santo, CEUNES/UFES), a temperatura média de 3002 de umidade relativa e
radiacéo fotossinteticamente ativa média de 9@l m? s'). Previamente, foi feita a
calagem do solo de acordo com a recomendacéo tseaté solo. Para a adubacdo do m
de solo foi utilizado 3,12kg CaN©2,3kg NHH.PO,, 750g KCI, 400g MgS® 39g
CuSQ, 92g HBO3, 91g MnSQ e 340mg ZnSQ(Adaptado de PREZOTTI et al, 2007).

Durante o periodo de 4 meses de aclimatacéo, mmgploram irrigadas a cada dois
dias com 500 mL de agua. Semanalmente, as plarts frrigadas com solucéo nutritiva
com 100% de forga ibnica (adaptado de FERNANDESI.et2002), em substituicdo a
agua. Cada irrigacdo foi feita com 500 mL por @daté agua pura ou solucao nutritiva.
Esse procedimento foi realizado até as plantas ledanpm 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 supresdadrrigacao por 12, 10, 8,6, 4 e
2 dias. Os dias foram escolhidos com base em umriexgnto prévio, para o qual 100%
de mortalidade foi observada para ambas as cuwsvapds 14 DDH. ApoOs cada ciclo de
déficit hidrico, cada vaso foi irrigado com 500rel @ua, e, em seguida, o tratamento foi
reiniciado. Plantas submetidas a 2 DDH foram camaihs controle (testemunha). Cada
ciclo foi considerado completo ao final de 12,806, 4 e 2 dias (Figura 1) (ANEXO 4).



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
Ciclo1 | Ciclo 2 | Ciclo 3

2 2 2

Figura 1: Esquema de implementagdo do déficit éadiDH): 12, 10, 8, 6, 4 e 2 corresposdem ao numero
dias de submisséo das cultivares ao DH.
DH = dias de déficit hidrico

2.3. Conteutido Relativo de Agua (CRA)

A avaliacdo do conteudo relativo de agua (CRA)fdloi realizada no periodo da
manha (6:30 — 7:30), em trés plantas de cada teamtmmDe cada planta retirou-se a
terceira ou quarta folha completamente expandidaamice para a base, da qual foram
extraidos cinco discos foliares com 0,78 cm? da @@ disco. O CRA foi determinado
seguindo a metodologia proposta por Barrs e Wdath€r962). Os discos foram pesados
imediatamente ap0s serem extraidos das folhasndibte, assim, a massa fresca do
tecido (MF). Em seguida, a massa turgida do te(M®) foi obtida hidratando-se os
discos foliares com agua destilada por 24 horaplana de Petri. A massa seca do tecido
(MS) foi aferida apdés a secagem dos discos foliamesestufa durante 72h a 60°C. As
respectivas massas foram determinadas em balaggal dle precisdo (0,0001 g). O
calculo do CRA foi realizado de acordo com a sdguifbrmula e expresso em

porcentagem (%).

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

As mesmas folhas utilizadas para a avaliagdo dtegda relativo de 4gua (CRA)
foram utilizadas para a extracdo e quantificacd® pigmentos fotossintéticos: clorofilas
(Chl) a, be total e pigmentos carotendides. A concentracadaefila a e b foi utilizada
para o calculo da razdo clorofilaclorofila b (Chl a/b). Para a determinagdo da
concentracdo dos pigmentos fotossintéticos fordimades 3 discos foliares com 1 cm de



didmetro, os quais, em seguida, foram imersos emh. 8e Dimetilsulfoxido (DMSO) em
tubos de ensaios envolvidos com papel aluminiotubes foram mantidos em banho-
maria, onde permaneceram por 24 horas a 65°C.rRostente, foram determinadas as
leituras da densidade oOtica em espectrofotometemé®ys 10S UV-Vis, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EUA) a 470nm, 645nm e 663nmn@n, 1949). Para a obtencao da
massa seca, os discos foliares foram lavados com degstilada e secos em estufa por 72
horas a 65°C.

As determinacdes das concentracdes dos pigmenussifateticos foram realizadas

de acordo com as equacdes propostas por Lichten(i@i87) e expressas em mtM$:

Clorofilaa = (12,7 x A663 — 2,69 x A645 / 1000 x MS) x V
Clorofilab = (22,9 x A645 — 4,68 x A663 / 1000 x MS) x V
Clorofila total = (20,2 x A663 — 2,69 x A645 / 100MS) x V
Carotenoides = (1000 x A470) — (1,82 x Cipr (85,02 Clob) / (198) x V

Onde: A470 = absorbancia em 470 nm; A645 = abscr@édem 645 nm; A663 =
absorbancia em 663 nm; V = volume da amostra (i) = massa seca da amostra (g).

2.5. Parametros Biométricos

Para avaliar os efeitos do déficit hidrico sobrepasametros biométricos das
plantas de pimenta-do-reino, cada planta foi sejgaean parte aérea e raiz. Cada parte da
planta foi lavada e pesada e, posteriormente, @&ondda em sacos de papel
devidamente identificados. A secagem do materiairea em estufa com circulacéo
forcada de ar, durante 72 horas a 60°C. A masseafrda parte aérea — MFPA, a massa
fresca da raiz — MFR, a massa seca da parte adiSPA e a massa seca da raiz — MSR
foram determinadas em balanca digital de preci82@0Q1 g) e expressas em g.pldnta
(WILSON et al., 1999). O volume da raiz (VR) foilmdado por meio do método da
proveta, pela diferenca entre o volume inicial énal, apds a insercdo das raizes. O

namero de folhas (NF) também foi obtido por meicdetagem direta.

2.6. Fluorescencia da clorofila a

A cinética de inducao da fluorescéncia da clordifmi medida utilizando-se um
fluorémetro Handy-PEA (Hansatech, UK), em folhagejts completamente expandidas
(terceira ou quarta folha a partir do apice), sedmi a metodologia descrita por
STRASSER e STRASSER (1995). As folhas foram pregigm adaptadas ao escuro por



30 minutos utilizando-se clipes foliares (Hansatdd¢K). A emisséo da fluorescéncia da
clorofila a foi induzida por um Gnico e forte pulso de luz @80 mol (fétons) nfs'] e
registrada entre 18 e 1s em uma area de 4mm de diametro. Em 1s diedoddram
registrados 120 sinais de fluorescéncia. A fludes@ aos 50s foi considerada congy
(fluorescéncia inicial) e aos 300ms consideradaocém (fluorescéncia maxima). Para
analise do comportamento dos fostossistemas | (ESI) (FSIl), varios parametros
bioenergéticos foram derivados a partir do tranisi€IP, de acordo com as equacdes do
teste-JIP, utilizando-se o software Biolyzer (Latorio de Bioenergética, Universidade de
Genebra, Suiga). O teste-JIP foi analisado com bas€eoria de Fluxo de Energia em
Biomembranas (STRASSER e STRASSER, 1995; STRAS$ER 2004).

Os parametros utilizados neste estudo foragEm (producéo quantica basal dos
processos nao fotoquimicos no FSHY/F, (eficiéncia maxima do processo fotoquimico
no FSIl) e os fluxos especificos por centro de @&af(RC) em termos de absorgéo
[ABS/RC = My/VI]j Py], captura [TR/RC = My/Vy], transporte de elétrons [FRC =
(Mo/V3)  Eo = (Mo/Vy)(1 - Vj)] e dissipacdo [RIRC = (ABS/RC) - (TR/RC)]. Além
disso, o indice de desempenho para conservacaoedgia para reducdo dos aceptores
finais do PSI [Plota = (RC/ABS) . [ Po/(1§ Py) . ( Eo/(1 — Eg) . (Ro/(1 — Ro)], 0
rendimento quantico fotoquimico maximo ou efici@nittoquimica méaxima do FSlj [Py
= TRy / ABS =Fv/Fm)], a probabilidade com que um elétron é captadotisistema e
transferido para reducdo dos aceptores finaisdwdaeptor do FSI Ry = (1 V )/(1V 3)],

o rendimento quantico para o transporte de elétran$=SIl [ Eo = ET/ABS)] e o
rendimento quéantico para reducdo dos aceptoreketierss no lado aceptor do P$Hp =
j Po. Eo. Ro=j Po(1V )] foram calculados.

2.7. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em Delineamento em @&oCasualizados (DBC), em
esquema fatorial 2x6, sendo o primeiro fator regameslo pelas cultivares (cv.) Kottanadan
e Bragantina e o segundo fator representado pélesrde déficit hidrico (DH) 2, 4, 6, 8,
10 e 12 dias. Foram utilizadas 3 repeticdes, #aatio 36 parcelas, com 3 plantas por
parcela. As plantas foram submetidas a 3 cicloBlderepresentados na Figura 1. Para
efeito de avaliagéao, foram considerados os daddosbao final do ciclo 3. Em fungéo da
baixa taxa de sobrevivéncia da cv. Bragantina 8pmdslos de déficit hidrico (Figura 2), os

dados referentes a 12 dias de déficit hidrico (DEddam desconsiderados. Portanto, o



fatorial passou a ser 2x5, onde os dados de ansbadtevares foram analisadas até o 10°
DDH. Uma analise em DBC foi realizada separadameata a cv. Kottanadan em todos
os dias de DH (2, 4, 6, 8, 10 e 12). Todos os daatasn submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e os efeitos dos tratamentos com déficdritb foram avaliados pelo teste de
Tukey, por meio do software ASSISTAT 7.7 beta (SALY AZEVEDO, 2016).

Figura 2: Porcentagem de sobrevivéncia de plantdapimienta-do-reino, cultivares Kottanadan (KOT) e
Bragantina (BRA), apés 3 ciclos de déficit hidribH = dias de déficit hidrico



3. RESULTADOS

3.1. Contetido Relativo de Agua (CRA)

Sob déficit hidrico (DH), observou-se reducéo digaiiva no CRA nas plantas de
pimenta-do-reino, com interacao significativa@®1) entre os fatores cv. e DH. Maiores
valores de CRA foram obtidos para a cv. Kottanagieando comparada a Bragantina, que
diminuiu significativamente os valores de CRA aogo do DH. Entretanto, até o 4° DDH
nenhuma diferenga entre as cultivares foi obseraadazalores de CRA. Observou-se uma
manutencdo de 59% e 22% no CRA ap06s 10 DDH pacasaKottanadan e Bragantina,
respectivamente, comparativamente aos seus reggectintroles (Figura 3A).

Diferenca significativa também ocorreu para a mtt&adan submetida a 12 DDH
(p 0,01). Apos o ultimo dia de tratamento, houve duigédo nos valores de CRA em

51%, em comparacao ao controle (Figura 3B).

Figura 3: Conteudo relativo de agua (CRA) em folttas cultivares Kottanadan)(e Bragantina () (A) e
cultivar Kottanadan (B), apés 10 e 12 DDH, respectiente. DDH = dias de déficit hidrico

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (301)

Barras verticais indicam erro padrdo. As médiasiseg pela mesma letra ndo diferem estatisticanesrite

si, pelo Teste de Tukey, ao nivel de 1% de protoizinié.

Na interagdo entre fatores, letras mindsculas méicak representam “cultivar”; letras mailsculas na
horizontal representam “DH".



3.2. Pigmentos Fotossintetizantes

As concentracdes dos pigmentos fotossintéticossaptaram alteracdes ao longo
do DH. Os dados analisados estatisticamente mastrdiferenca significativa para os
fatores cv. (Tabela 1), DH (Tabela 2), para a ag@&o cv. e DH (Tabela 3), ap6s 10 dias e
para a cv. Kottanadan (Tabela 4) ap6s 12 diasateantento.

Em relacdo ao fator cultivar, as médias apresestadaTabela 1 referentes a
concentracdo de clorofika razéo clorofilea/b e carotenoides revelam diferenca estatistica
entre as duas cultivares. Os resultados obtid@sgaoncentracéo de clorofdee clorofila
total foram significativos apenas para o fator DHipstrando que os valores desses
pigmentos diminuiram com o aumento do déficit impd$abela 2). Na interacdo entre os
fatores cv. e DH, nenhuma variacdo foi observada paconcentracdo dos pigmentos
clorofila a, razao clorofila/b e carotenoides em Kottanadan apés 10 DDH. Poo tadp,

a partir do 6° DDH, reducdes significativas na emi@acao desses pigmentos foram
descritas para a cv. Bragantina (Tabela 3).

Quando a cv. Kottanadan foi analisada isoladamergapres valores de Cal Chl
b e Chltotal foram obtidos no 12° DDH, sem alteracdes sigrifiea para a razao
clorofila a/b e carotenoides, os quais mantiveram-se constamesodos os dias de

tratamento (Tabela 4).

Tabela 1: Concentracdo de pigmentos fotossintégeosplantas de duas cultivares de Pimenta-do-reino,
submetidas a 10 dias de déficit hidrico (DDH). @ht clorofila a; Chl a/lb = razéo clorofila a/clorofila b;
Carot. = carotenoides, representando as médiastaiael com significancia apenas para cultivar.

. Chl a Carot.
Cultivares (ma.g MS) Chl a/lb (mg.g* MS)
KOT 3255a 1,44 a 453,05 a
BRA 26,20 b 1,18 b 303,65 b

Médias seguidas pela mesma letra na vertical rfécedi entre si, ao nivel de 1% de probabilidad® @),
pelo teste de Tukey. KOT - Kottanadan, BRA — Bréigan



Tabela 2: Concentracdo de pigmentos fotossintégeosplantas de duas cultivares de Pimenta-do-reino,
submetidas ao déficit hidrico. Chl= clorofilab e Chl total = clorofila total, representando adiag do
fatorial com significancia apenas para déficit ioialr

DH
(Dias) 2 4 6 8 10
N 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
'\’E')e:,[a 28,02 A 2418 AB 20,27 AB 19,89 AB  1442B
1 Média
Chl total (mg.g~ MS) cultivares
KOT 60,89 55,19 49,59 46,68 4527 51,53 a
BRA 49,69 58,94 45,21 45,26 27,12 4524 a
'\E")Zﬂf‘ 55,29 A 57,07 A 4740AB  4597AB  36,20B

Médias seguidas pela mesma letra mailscula naombaize pela mesmas letra mindsculas na vertical na
diferem entre si, ao nivel de 1% e 5% de probadéd(p 0,01; p 0,05), pelo teste de Tukey.
Kottanadan; BRA — Bragantina. DDH = dias de défiditrico.

Tabela 3: Concentracdo de pigmentos fotossintégooplantas adultas de duas cultivares de Pimenta-d
reino, submetidas ao déficit hidrico. GhE clorofila a; Chl a/b = razéo clorofilaa/clorofila b; Carot. =
carotenoides, representando as médias do fatonaimteracéo significativa.

Chl a " 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 38248
4 34,86 aA 35,09 aA 1,37 aA 1,44 aA 458,21 aA 38@AB
6 34,70 aA 28,46 aAB 1,53 aA 1,39 aA 480,26 aA 41884
8 38,29 aA 26,85 aAB 1,51 aA 1,04 bAB 490,82 aA 19%BC
10 34,46 aA 08,21 bB 1,38 aA 0,75 bB 436,31 aA 140C3

Médias seguidas pela mesma letra mailscula nadmbaize pela mesma letra mindscula na vertical ndo
diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidg@®,05), pelo teste de Tukey. KOT - Kottanadan; BRA —
Bragantina. DDH = dias de déficit hidrico.

Tabela 4. Concentracédo de pigmentos fotossintétiaces a cultivar Kottanadan submetida ao déficitibd.
Chl a = clorofilaa; Chl b = clorofilab; Chl total = clorofila total; Chh/b = razéo clorofilaa/clorofila b;
Carot. = carotenoides

Chl a Chlb Chl total Carot.
DDH (mg.g* MS) (mg.g* MS) (mg.g* MS) Chi alb (mg.g* 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 237 458,21 a
6 34,70 a 20,84 ab 49,60 ab 253 480,26 a
8 38,28 a 20,34 ab 46,69 ab 252 490,82 a
10 34,46 a 18,82 ab 4527 ab 238 436,31 a
12 08,06 b 05,99 b 14,47 b 1,38 a 449,57 a

Médias seguidas pela mesma letra na vertical, nf@oeth entre si, ao nivel de 5% de probabilidade
(p 0,05), pelo teste de Tukey. DDH = dias de défitdtibo.



3.3. Parametros Biométricos

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

Todos o0s parametros biométricos analisados foraetadds pelo DH, com
interacéo significativa entre os fatores cv. e D&% (p 0,01) e 5% (p0,05) para massa
de matéria fresca da parte aérea (MFPA) e volumeaade (VR), respectivamente,
indicando que a MFPA e VR das cvs. dependem dos B®Huais foram submetidas (2,
4, 6, 8 e 10) (Figura 4 AE).

N&o houve diferenca significativa para a interagdioe cv. e DDH nos parametros
massa de matéria seca da parte aérea (MSPA), massetéria fresca e seca da raiz
(MFR e MSR, respectivamente) e numero de folhag,(MBicando que a resisténcia das
cultivares independe da intensidade do DH (Figur®,@,D,F). Entretanto, para tais
parametros, houve diferenca significativa a 1%0(P1) entre as cultivares, sendo que a
cv. Kottanadan apresentou maior tolerancia ao Camfiém houve diferenca significativa
a 1% (p 0,01) entre os DDH (2, 4, 6, 8 e 10) (Figura 4 B,E).

Foram observadas reducdes nos valores da massatéiganfresca e seca da parte
aérea (MFPA e MSPA, respectivamente), massa deimétésca e seca da raiz (MFR e
MSR, respectivamente) e numero de folhas (NF) engdo do aumento do DH para
ambas as cultivares. Para a cv Kottanadan, o votlewaiz (VR) ndo presentou alteracdes
até o 10° DDH (Figura 4 A-F).

A cv. Kottanadan, quando analisada isoladamentfterjuiestatisticamente (0,01)
para todos os parametros biométricos analisadas#pBDH (Tabela 5).



Figura 4: Massa de matéria fresca da parte aékfaRA (A), massa de matéria seca da parte aéreaRAMS
(B), massa de matéria fresca da raiz — MFR (C)sende matéria seca da raiz — MSR (D), volume de—rai
VR (E) e nUmero de folhas/planta — NF (F) das eaitts Kottanadan e Bragantina, submetidas ao DH.
DDH = dias de déficit hidrico

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade Qp05)

Barras verticais indicam erro padrao. As médiasigeg pela mesma letra ndo diferem estatisticaneanite

si, pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de proioizioié.

Na interacdo entre fatores, letras mindsculas mnéicak representam “cultivar”; letras mailsculas na
horizontal representam “DDH”.



Tabela 5: Avaliagdo dos parametros biométricos wtivar Kottanadan, apds 12 dias de déficit hidrico
MFPA (massa de matéria fresca da parte aérea), MBRAsa de matéria seca da parte aérea), MFR (massa

de matéria fresca da raiz), MSR (massa de matéda da raiz), VR (volume de raiz) e NF (numero de
folhas/planta).

DDH MFPA MSPA MFR MSR VR NF/
(@) (@) ()] (@ (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 11,43 a 55,00 a 26,33 a
6 60,38 a 13,14 ab 64,08 ab 10,80 ab 53,33 a 24,33 a
8 56,46 a 12,54 abc 60,87 ab 10,17 ab 50,00 a 23,33 a
10 48,59 ab 10,82 bc 50,33 b 756 46,67 ab 16,89 b
12 33,35 b 10,20 ¢ 4559 b 55,9¢ 31,67 b 14,00 b

Médias seguidas pelas mesmas letras na verticaldiiérem entre si, ao nivel de 1% de probabilidade
(p 0,01), pelo teste de Tukey. DDH = dias de défitdtibo

3.4. Fluorescéncia da Clorofila a

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

Os valores das raz0eSy/Fm e Fv/iFy, mantiveram-se constantes para a cv.
Kottanadan ao longo do DH. No entanto, para a cag&tinaFo/Fm aumentou no 10°
DDH e Fv/Fy diminuiu a partir do 6° DDH (Figura 5 A,B). De naama geral, aumentos
significativos em ABS/RC foram observados a padtir 8° e 10° DDH, para as cvs.
Kottanadan e Bragantina, respectivamente (Figura 88 valores de T#RC foram
maiores para a cv. Kottanadan no 10° DDH. Entretamtseveridade do tratamento nao
alterou o comportamento da cv. Bragantina (Figupy. PPara o parametro BRC,
observou-se diminuicdo dos valores no 10° e arpadeti8° DDH para Kottanadan e
Bragantina, respectivamente (Figura 5E). O fluxo diesipacdo de energia (JRC)

pY

aumentou a partir do 8° e 6° DDH para ambas as/ands, Kottanadan e Bragantina,
respectivamente (Figura 5F).

Quando a cv. Kottanadan foi analisada isoladametddos os parametros
apresentaram diferenca significativa @@1), caracterizadas pelas alteragbes ocorridas no

12° DDH, exceto para THRC, o qual manteve-se invariavel ap6s 12 DDHO(pP5)
(Tabela 6).



Figura 5: Variacao nas razoegFm (A) e Fv/F, (B); Fluxo de absorcéo de energia por centro dede (C);
Fluxo de captura de energia por centro de reacfid-{ixo de transporte de energia por centro dedeéE)
e fluxo de energia dissipada por centro de red€fdd plantas de pimenta-do-reino, cultivares kattian e
Bragantina, submetidas ao DH.

DDH = dias de déficit hidrico

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (701)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade Qp05)

Barras verticais indicam erro padrdo. As médiasiseg pela mesma letra ndo diferem estatisticanesrite

si, pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de prolukaik.

Na interagdo entre fatores, letras mindsculas mdicak representam “cultivar”; letras mailsculas na

horizontal representam “DH".



Tabela 6: Efeitos do déficit hidrico (DH) sobre graetros do Teste JIP em folhas de pimenta-do-reino,
cultivar Kottanadan.

DDH Fo/Fm FviF, ABS/RC TRy/RC ETJ/RC DI¢/RC
2 0,28 b 3,19 a 2,74 b 194a 1,02a 0,69 b
4 0,25 b 3,18 a 288 b 20la 101a 0,72 b
6 0,26 b 2,93 a 3,03 b 211a 1,02a 0,95 b
8 0,28 b 2,64 a 333 b 2,89a 092a 1,20 b
10 032 b 2,38 a 363 b 3,75a 0,69a 1,70 b
12 0,52 a 0,99 b 4,82 a 3,19a ,2500 2,62 a

Médias seguidas pela mesma letra na vertical, nf@oeth entre si, ao nivel de 1% de probabilidade
(p 0,01), pelo teste de Tukey. DDH = dias de défitdtibo

3.5. Indice de desempenho: Rl

Houve diferenca significativa para a interacdoesns fatores cv. e DDH (p,05)
nas plantas de pimenta-do-reino submetidas ao BHvalbres de R foram maiores
para a cv. Kottanadan e ndo mostraram variacamragoldos 10 dias de tratamento.
Contrariamente, observou-se diminuicdo deqla partir do 8° DDH para a cv.
Bragantina (Figura 6A).

A anadlise estatistica realizada apenas para a @ttakadan apresentou diferenca
significativa nos dias de DH (p,01). Uma diminuicdo nos valores der,Rl ocorreu a

partir do 8° dia de tratamento (Figura 6B).

Figura 6: indice de desempenho para a conservagaenergia dos fétons absorvidos pelo FSIl para a
redugdo dos aceptores finais do FSI, cultivaresakiatan e Bragantina (A) e cultivar Kottanadan épps
10 e 12 DDH, respectivamente. DDH = dias de défiidtico

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade Qp05)

Barras verticais indicam erro padrao. As médiasisaeg pela mesma letra ndo diferem estatisticaneanite
si, pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de proluzk.



3.6. Eficiéncias quanticas ou rendimentos

Para os parametrgsP, (eficiéncia quantica maxima do FSIQR, (rendimento
quantico de transporte de energia entre o FSIl le)FBEy, (Rendimento quantico da
reducdo para os aceptores finais do FSBy (Probabilidade de um éxciton capturado
mover um elétron para além daej Ry (rendimento quantico de fétons absorvidos pelo
FSIlI e transportados da agua até os aceptoregttersl do FSIlI), observou-se diferenca
significativa na interacéo cv. e DH (01).

Em todos os parametros, a cv. Kottanadan mostrdorega maiores que 0s
observados para a cv. Bragantina e sem variacdo 4@ DDH (Figura 5 A,B,D,E),
exceto parq Ep, para o qual reducdes significativas foram obta@$ongo dos 10 dias de
tratamento (Figura 5C). Para Bragantina, os menaakses nos rendimentos quanticos
foram observados com o aumento da severidade d@-[QHra 5 A-C).

A Tabela 7 apresenta os resultados da analiséstiseapara a cv. Kottanadan, apos
12 DDH. Em geral, os valores @€, dRy, j Ey, Ep e j Ro diminuiram no ultimo dia de

tratamento.



Figura 7: Rendimento quantico maximo do FSII (AgnRimento quantico maximo de transporte de energia
entre o FSII e FSI (B); Rendimento quéntico da ¢ddupara os aceptores finais do FSI (C); Probaliédle

um éxciton capturado mover um elétron para alén@QgaD); Rendimento quéntico maximo de fétons
absorvidos pelo FSIl e transportados da dgua ad¢eystores de elétrons do FSII (E), em duas cuttivee
pimenta-do-reino, submetidas ao DH.

DDH = dias de déficit hidrico

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (701)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade Qp05)

Barras verticais indicam erro padrao. As médiasigeg pela mesma letra ndo diferem estatisticaneanite

si, pelo Teste de Tukey ao nivel de 1% e 5% degtnittade.

Na interacdo entre fatores, letras minusculas mnéicak representam “cultivar”; letras mailsculas na
horizontal representam “DH".



Tabela 7. Rendimentos quanticos para a cultivatakaetian, apds 12 DDH.

DDH j Po dR, i Eo Eo i Ro
2 0,72a 0,31a 0,38 a 0,49 a 0,11a
4 0,75 a 0,32 a 0,38 a 0,50 a 0,12 a
6 0,74 a 0,31a 0,35a 0,47 a 0,10 a
8 0,71a 0,37 a 0,29 a 0,41 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,b1 0,02 b

Médias seguidas pela mesma letra na vertical, nf@oeth entre si, ao nivel de 5% de probabilidade
(p 0,05), pelo teste de Tukey. DDH = dias de défitdtibo



4. DISCUSSAO

4.1. Contetdo Relativo de Agua (CRA)

Estudos evidenciam que plantas bem hidratadaseaya®s valores de CRA entre
85 e 95%, mas, por outro lado, sob DH severo esleses podem ser reduzidos abaixo de
40% (COCKERHAM e LEINAUER, 2011). De acordo com resultados obtidos neste
trabalho, a cv. Kottanadan mostrou valores de CBifa de 40% em todos dos dias de
DH. Ao contrario, a cv. Bragantina apresentou duigiéio dos valores a partir do 6° dia de
tratamento (Figura 3A), mostrando-se abaixo dogmieado no 8° dia de tratamento (38%
de CRA). Ao final da imposicdo ao déficit hidrias plantas apresentaram folhas com
59% de CRA para a Kottanadan e 22% de CRA paragaBtina, quando comparadas as
respectivas plantas controle. Uma diminuicdo do G&WA resposta ao déficit hidrico
também foi observada em uma grande variedade deaplpor outros autores (NAYYAR
e GUPTA, 2006; YANG e MIAO, 2010).

Os resultados apresentados na Figura 3B revelamimmesimo apos 12 dias de DH, a
cv. Kottanadan apresentou valores de CRAI206) acima dos referenciados por
Cockerham e Leinauer (2011), evidenciando melhpacddade de manutencao skatus
hidrico foliar. Infere-se que essa capacidade psssdevido a presenca de caracteristicas
morfologicas diferenciadas como paredes celularas mignificadas ou cuticulas mais
espessas para atuar no controle da perda de aglad ZEIGER, 2013). Aléem disso, de
acordo com Blum (2005), o CRA pode ser mantido dumeis elevados mesmo em
condicOes severas de DH, desde que a planta afgesareficiente mecanismo de ajuste

osmotico.

4.2. Pigmentos fotossintetizantes

Para Kottanadan, nenhuma variacao significativeomeentracéo para ChJ razao
Chl a/b e pigmentos carotendides foi observada durant® asas de tratamento (Tabela 1,
Tabela 3). De acordo com O’Neill et al. (2006), anmencdo da razdo Chlb esta
relacionada a melhor capacidade de tolerar a caodie deficiéncia hidrica, devido a
estreita relagdo estabelecida entre clorofilasgrmial fotossintético e produtividade das
plantas.



Em adic&o, de acordo com Egert e Tevini (2002),accamcanismo de prote¢cdo ao
déficit hidrico, as plantas podem sintetizar mdiEswom atividade antioxidante, como os
pigmentos carotendides, ascorbatotocoferol, glutationa e flavonodides ou, ainda,
aumentar a sintese de enzimas antioxidantes (p@s®es, superoxido dismutase e
catalases). Assim, o fato da cv. Kottanadan naesaptar alteracéo significativa para Chl
a, razdo Chh/b e carotenodides em todos os dias de DH, evidems@ prote¢éo contra a
foto-oxidagcdo. Shvaleva et al. (2006) também n&mminaram variacdes nos pigmentos
fotossintéticos em plantas de globulus (eucalipto-comum ou eucalipto da
Tasmania), submetidas a estresse hidrico com pga B 50% da transpiracdo. A
quantidade de &gua fornecida foi calculada a pdatidiferenca de peso do pote entre as
regas sucessivas. Todas as plantas foram irrigadas ponto de escoamento no primeiro,
dia, e depois regadas duas vezes por semana, i aoon o regime de tratamento, até
completar 7 semanas.

Contrariamente, para a cv. Bragantina, a diminuit@® concentragdes de Ghl
razdo Chi/b e carotenoides indicam alteracdes na atividadefbinica da planta (Tabela
3), como observado nos resultados apresentado$igags 5 a 7. Apesar disso, 0S
resultados apresentados na Tabela 2 revelam gpgoentos Chb e Chltotal foram
afetados pelo DH na mesma proporcdo em ambastases.

A avaliacdo da cv. Kottanadan apos 12 DDH é mostred Tabela 4 e evidencia
uma maior tolerancia ao déficit hidrico, pois sotaam dia 12 observa-se uma diferenca
significativa em relacéo ao dia 2 (controle) par&larofilasa, b e total.

Uma diminuicdo na razao Cld/b sugere que o complexo coletor de luz da
membrana dos tilacdides é afetado pelo déficit idod(PARIDA et al. 2003), e
consequentemente, reduz o fluxo de energia deférénsia de elétrons na cadeia
fotossintética (MURCHIE e HORTON, 1997). Neste dstureducdes significativas no
fluxo de energia para o transporte de elétrong/RET foram observadas (Figura 5 E).
Nesse sentido, as plantas da cv. Bragantina mastiae menos resistentes ao estresse.
Outros autores também evidenciaram menor resistéias plantas em decorréncia do DH,
com reducdes na concentracao de clorofilas e pigmeéRARIDA et al., 2007; GHOTBI-
RAVANDI et al., 2014; MAGHSOUDI et al., 2015).



4.3. Parametros Biométricos

As plantas de pimenta-do-reirsubmetidas ao DH apresentaram caracteristicas
morfologicas tipicas do estresse, incluindo a marehqueda de folhas nos tratamentos
mais severos (10 e 12 DDH). A taxa de sobrevivédagplantas, apés 3 ciclos de DH, foi
alta para Kottanadan (acima de 90%), porém, muiteabpara Bragantina (11%) (Figura
2).

Diante os resultados apresentados na Figura 4ssved inferir que as alteracdes
biométricas das cultivares sédo independentes datantientos para a maioria dos
parametros avaliados, com excessao para MFPA e VR.

A resposta das plantas ao déficit hidrico se mstisifgeralmente de quatro formas:
limitacdo no crescimento, adaptacdes morfolégiedsptacoes fisioldgicas e alteracdes
metabolicas. As alteracdes morfoldgicas podem seirdples afericdo, como reducdo do
tamanho da planta e da folha, absciséo foliar e¢ém da produtividade. Mas podem ser
também mais complexas, como o aumento do volumsistema radicular e reducéo da
massa fresca e seca das diferentes partes da [jeautizz aérea, frutos e caule)
(TORRECILLAS et al., 1996). Essas alteracbes oocorrimdiretamente, devido a uma
série de mudancas fisiolégicas, como a reducdo almeddo de agua na folha
(HETHERINGTON e WOODWARD, 2003), fechamento doesitos (ROYER, 2001),
deposicdo de cera na cuticula (KERSTIENS, 2006yg&o da fotossintese (SRINIVASA
et al., 2001) e producéo de solutos organicos quiegem as plantas de estresses por meio
de diferentes rotas metabdlicas (BOHNERT e JENSIPBNG).

De acordo com Larcher (2006), um dos processosldgcos mais sensiveis a
deficiéncia hidrica é o crescimento celular, o qiata o crescimento das plantas. Por este
motivo, a reducdo do crescimento é consideradanzepa e mais séria consequéncia da
restricdo hidrica nos vegetais (TAIZ e ZEIGER, 20Ehtretanto, a extensao e a natureza
dos efeitos do déficit hidrico nas plantas ocoresmfuncédo da intensidade e da duragéo
do estresse, bem como da capacidade genética pixsessem tolerar o estresse hidrico
(DaMATTA et al., 1997; LARCHER 2006; DIAS et alQ@7).

A producdo de massa de matéria seca da parte @énegsa de matéria seca das
raizes sdo varidveis que permitem inferir sobreaastocacdo organica, facilitando a
compreensao do desempenho vegetal em termos dttipidade e a baixa disponibilidade
hidrica pode implicar em redu¢des no acumulo démnaaseca nessas regides (SADRAS e

MILROY, 1996). Nesse estudo, a reducao da pareaaénto fresca como seca observada



com o aumento do DH esta correlacionada com a &ddg numero de folhas por planta
(Figura 4 A,B,F) em ambas as cultivares de pimepntaeino.

De acordo com Bernier et al. (2008), plantas m&®resas sob condi¢cbes de
privacdo de agua, teoricamente, apresentam mea@issolOgicos que permitem o seu
desenvolvimento nessas condi¢cdes. Contudo, a bsamascessiva requer uma maior
quantidade de agua no solo devido a maior trarggoraotal da planta. Assim, a
aceleracdo da senescéncia e da abscisao foliaoadixdes de DH € um mecanismo que a
planta utiliza para reducdo da area foliar, tendma resultado direto a reducdo da
transpiracdo (TAIZ e ZEIGER, 2013). Smit e Singé606) também relataram que a
senescéncia foliar ocorre apds a redugcdo no sungnuas folhas. Essa reducdo é uma
estratégia para diminuir a superficie de transpoa@ 0 gasto metabodlico para a
manutencado dos tecidos (INMAN-BAMBER e SMITH, 20@MIT e SINGELS, 2006;
INMAN-BAMBER et al., 2008). Entretanto, a manuteagde folhas verdes pode ser um
indicativo de tolerancia a seca. De fato, a semeszdoliar e a paralisacdo do surgimento
de folhas sdo respostas ao estresse promovido gimiédcia hidrica dependentes do
genotipo (SMIT e SINGELS, 2006).

Singh e Singh (2003), estudando os efeitos do Dhplamtas jovens dBalbergia
sissooRoxb. (Jacarandd), verificaram reducdo signifigatia massa seca da parte aérea,
raiz e total, de acordo com a severidade do estragbcado. Ao estudar as variaveis
morfologicas de quatro cultivares de cana-de-acé@sg@ostas ao DH, Holanda et al.
(2015), verificaram que as cultivares que apresamtanenor investimento no crescimento
radicular foram as mais suscetiveis ao DH, corafdo com nossos resultados
observados para a cv. Bragantina. Entretanto, delacom Freitas et al. (2005), plantas
que apresentam grande producédo de biomassa rads&idamais aptas a condicbes de
estresse ambiental, por possuirem maior facilidddesustentacdo, além de maior
superficie e eficiéncia para absor¢do de aguareentgs, corroborando com os resultados
encontrados nestre trabalho para a cv. Kottanadamgo alterou o volumede raiz (VR)
apos 10 DDH (Figura 4 C-E). Por outro lado, a dingéo do crescimento da parte aérea
acompanhada pela relativa alocacdo de massa secaaiza&s € indicativo de uma
estratégia adaptativa para diminuir a desidratagéiante o periodo de DH (KOOYERS,
2015; WAGHORN et al., 2015).



4.4. Parametros técnicos do Teste-Jip e fluxos effws por centro de reagéo

Segundo Rohé&cek (2002), um aumento da r&g&on, producdo quantica basal do
processo nao-fotoquimico no FSII, € indicativo d&esse e sugere, ainda, que valores
normais em torno de 0,14 e 0,20 sdo comumente issara literatura para este
parametro. Os resultados apresentados nesse estigliam que em todos os tratamentos
de DH os valores da raz&e/Fm foram maiores do aqueles sugeridos por ROHACEK
(2002), principalmente no 10° DDH para a cv. Bréigan uma vez que para a cv.
Kottanadan, nenhuma alteracdo foi observada amldog dias de déficit hidrico. Este
resultado evidencia a inferioridade da cv. Bragentho que se refere a raz&gFm
(Figura 3A).

Outro fato a ser observado é que o aumento deskgdoe se deve,
consequentemente, ao aumento ocorrido gne/ou reducdo entm (dados néao-
mostrados), o que resulta no aumento da r&z#eém. De acordo com Baker (2008), o
aumento de revela destruicdo do centro de reagdao do FSIIQP68 diminuicdo na
capacidade de transferéncia da energia de excitg@mtena ao FSIl. Por outro lado, a
diminuicdo daFm caracteriza deficiéncia na fotorreducdo da quinAn@,), que pode
estar associada a inativagdo do FSIl nas membdmsaslacoides, afetando diretamente o
fluxo de elétrons entre os fotossistemas (STRASSERI., 2004). Assim, a perda de
atividade do FSIlI nos dias mais susceptiveis ao pidyavelmente, esta associada a
diminuicdo da capacidade de reoxidacao das quinoesisitando em menor eficiéncia no
transporte de elétrons para o FSI (DE LAS RIVAS ARBER, 1997). Em nossos
resultados, observou-se aumentd-ge-m somente para a cv. Bragantina, sugerindo que a
severidade do DH resultou em uma menor capacidaidssintética. Maghsoudi et al.
(2015) obtiveram resultados semelhantes, quanddiagara 0 comportamento de
cultivares de trigo na presenca e auséncia de a&daeres valores déo/Fm foram
observados nas plantas submetidas ao DH. Outraglosstcorroboram com nossos
resultados (BAKER e ROSENQVIST, 2004; OHASHI et, a2006; HABIBI e
HAJIBOLAND, 2013).

Por conseguinte, uma reducao significativa na r&zédb, para a cv. Bragantina
sugere uma aparente mudanca na taxa de transpagtétbns do FSIl ao aceptor primario
de elétrons em condi¢cdes de DH (Figura 3B). Essdanga pode ser devido a aumentos
na fluorescéncia inicialHp). Tal comportamento pode ser atribuido a um auonent

namero de CRs inativos, baixa transferéncia ou udimgde energia entre os sistemas



antena até os CRs do FSII devido a dissociagde entomplexo do sistema antena e o
nucleo do FSII, ou a inativagdo do complexo de wén do oxigénio (CEO) (De ELL et
al. 1999; GHOTBI-RAVANDI et al., 2014). Adicionalmte, uma diminuicdo na razao
Fv/F, € indicativo de um declinio na taxa fotoquimican@dida que o pool de aceptores
primérios de elétrons se oxida, ou uma reducacad@mho do pool desses aceptores de
elétrons associados a atividade do FSIl (KRAUSE EIS®, 1991). Nossos resultados
revelaram diminuicado dev/F, a partir do 6° DDH para a cv. Bragantina. Pormiddo,
nenhuma alteracdo significativa para a cv. Kottanatbi observada, reforcando as
diferencas na sensibilidade das cultivares aoitéfidrico. Resultados semelhantes foram
observados por Meng et al. (2012) e Wu e Bao (26 estudos com cultivares de trigo
oriundas de regides de clima seco e de clima unidoautores registraram reducdes
significativas emFv/F, em ambas as cultivares submetidas ao DH, porémmenor
intensidade para a cultivar de clima seco, conadiemais tolerante ao DH.

Com o aumento do DH, os valores de ABS/RC aumentam8° e 10° DDH, para
as cvs. Kottanadan e Bragantina, respectivamenguréc 3C). Aumentos da razao
ABS/RC, definida como uma medida aparente do tamdahantena, podem significar (1)
que uma fracdo de CR estd inativa, por exemplajesérmnsformada em centros nao-
redutores de Qou (2) um aumento no tamanho da antena funciguoal,fornece energia
de excitacédo para os CRs ativos, (YUSUF et al.02BEDILLAS et al., 2011). ABS/RC
€ calculado como o numero total de fotons absosvigkelas moléculas de clorofila nos
CRs dividido pelo numero total de CRs ativos, seinflaenciado por variagdes na razédo
de CRs ativos/inativos (STRASSER e STRASSER, 1885HTA et al., 2010). Nossos
resultados corroboram com os de Gomes et al. (2EL#)a et al. (2013) e Falqueto et al.
(2017), os quais descreveram valores altos de ABSpRra cultivares e clones de
maracuja Passiflora edulisSims), morango e seringueirddvea brasiliensid..) apds 5,
10 e 28 dias de suspensao hidrica, respectivam@stautores atribuiram os aumentos em
ABS/RC a menor sensibilidade ao déficit hidrico.

A cascata de energia comeca a partir da absordd@8)(por pigmentos da antena
no FSII e termina na reducdo dos aceptores firaislétrons no lado aceptor do FSI. Os
fluxos de energia intermediarios sdo o fluxo detwap(TR), definido como o fluxo de
energia que leva a reducdo da feofitina (Pheo) e €@ fluxo de transporte de elétrons
(ET) que se refere ao transporte de elétrons ak@QAl (STRASSER et al., 2010). No
presente estudo, o comportamento dos fluxos degienpara a captura (GRC ), o

transporte (EJRC) e para a dissipacdo (IRC) também variou ao longo dos DDH, com



a cv. Kottanadam apresentando maior eficiéncia eoatpamente a cv. Bragantina
(Figura 3D-F).

Segundo Oquist et al. (1992) e Strasser et al4(2@0inativacdo dos CRs favorece
0 aumento da dissipacéo de energia por CR¥RDI). Isto ocorre porque a energia ndo esta
sendo direcionada ao transporte de elétrong/lRE), passando, entdo a ser dissipada na
forma de calor (QYRC), a despeito do aumento nos valores do fluxoakgorcao
(ABS/RC) e de captura de energia (IRRC).

Nossos resultados mostram comportamento semelbatreeas cultivares, embora
a cv. Bragantina ndo tenha apresentado variaca®dRyYRC apds 10 dias de tratamento
(Figura 3 D), indicando que uma maior quantidad€CBs ativos estd sendo responsavel
pela captura de energia de excitacdo absorvidaolray lado, os resultados obtidos para a
cv. Kottanadan estdo de acordo com aqueles despatoJiang et al. (2008), trabalhando
com Citrus grandis(L.) Osbeck cv. Tuyou (laranja comum), submetigdsatamento com
aluminio, e STRASSER et al. (2010), trabalhando etaberlea rhodopensisubmetidas
ao déficit hidrico. O autores evidenciaram elevag@@® TR/RC em plantas sob estresse,
indicando que uma menor quantidade de CRs atiwése esndo responsaveis pela captura
da energia de excitagdo que é absorvida.

Aumentos em IRC estdo diretamente relacionados a conversadrda€tiutores
em CRs dissipadores, transformando-se em um meoande fotoprotecdo do FSII
(STRASSER et al., 2004). Dessa forma, aumentosss#pedcao de energia na forma de
calor e decréscimos significativos na eficiénciatrdasporte de elétrons para as reacdes
redox além da QA (Eo, = (ETYTRg) atuam como um mecanismo de fotoinibicdo
(STRASSER et al.,, 1995; JIANG et al.,, 2008). Dianteexposto, nossos resultados
sugerem que tal mecanismo de prevencao de darapsmeato fotossintético ndo se aplica a
cv. Bragantina, uma vez que os valores FléFm (j P) diminuiram a medida que
aumentou o DH (Figura 5A). O comportamento dessee eoutros parametros aqui
apresentados sugerem um processo fotoinibitérisiardpara a cv. Bragantina, ocorrendo
a reducao da eficiéncia fotoquimica do FSII de\ddtanos que tendem a ser irreversiveis.
Esses danos causam a fotodestruicdo de estrutaras a proteina D1 nos CRs e
destruicdo dos pigmentos fotossintéticos (KRAUSE SOMERSALO, 1989)
principalmente os carotenoides (Tabela 3). Os tadod apresentados na Tabela 7 para a
cv. Kottanadan apdés 12 DDH reiteram a maior tolgedrao DH em relacdo a cv.

Bragantina. Embora tenha apresentando diferenga#icativas (p 0,05) nos parametros



avaliados aos 12 DDH, a porcentagem de sobrevid@as plantas foi alta (Figura 2) e
permaneceram fotossinteticamente ativas (dadoswatrados).

4.5. indice de desempenho: Rl

O indice de desempenho+tf) € o parametro mais sensivel do teste JIP, pois
incorpora varios outros parametros que sdo avaliado fluorescéncia transiente OJIP
(YUSUF et al., 2010; MEHTA et al., 2010), como motemplo, o rendimento quantico
maximo da fotoquimica primaria,P, (usandoF, e Fm), a probabilidade de mover um
elétron além do QA -, Ey (usando V), a probabilidade com que um elétron se move do
intersistema dos aceptores de elétrons reduzidasaceptor final de elétrons do FSI,

Ro (usando Ve V), e a relacdo RC/ABS (usand®y, V; e a inclinacao inicial do OJIP).
Portanto, qualquer alteracéo no transiente da ©&b¥pressa em RBl,, enquantd-v/Fm é
sensivel apenas a relac&y/Fm (YUSUF et al., 2010; STRASSER et al., 2004,
STRASSER et al., 2000).

Photwa reflete, ndo necessariamente, o desempenho deatquanta, o qual é
governado por mecanismos muito mais complexos. idan&, em varios estudos sobre
estresse, encontrou-se uma forte correlacdo estnga@metros P € 0S parametros
fisiol6gicos, como o crescimento da planta ou a @& sobrevivéncia (STRASSER et al.,
2007; TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008). Em nossagsultados, a cv.
Kottanadan apresentou alta porcentagem de sobmev@vém relacdo a Bragantina,
considerando 12 DDH (Figura 2), indicando alta cajale dessa cultivar em suportar
esse tipo de estresse.

De acordo com Oukarroum et al. (2007), um pronucidecréscimo no CRA
(Figura 3) estéa relacionado com os dados do imtiagesempenho (PI), corroborando com
os resultados do presente estudo (Figura 6). Keottanadan n&o apresentou alteracdo no
Photat @p0s 10 dias de imposicdo ao DH e seus valoré3Rde permaneceram acima do
limite minimo preconizado (Figura 6A e Figura 3A).

Contrariamente, a cv. Bragantina apresentou dip@itunos valores de Bk ja no
8° DDH (Figura 6A), valores reduzidos de CRA (F&BA) e baixa taxa de sobrevivéncia
(Figura 2). Uma diminuicdo ou um aumento deqklexpressa perda ou ganho na
capacidade de conservacdo de energia, respectit@rdSUF et al., 2010). Dessa
maneira, podemos observar que as cultivares denfarti®-reino avaliadas neste estudo

apresentam comportamentos diferentes em relacdonserwacdo de energia. Mesmo



guando a cv. Kottanadan foi analisada isoladamérigura 6B), observou-se que a
reducdo nos valores derR}; aos 12 DDH foi menor a observada na cv. BragaminsalO
DDH. GUHA et al. (2013), observaram que um aumemoABS/RC, DJ/RC, associada a
reducdo de Ep e Ry, causou diminuicdo dos indices de desempenho),(Rils expor
plantas de amoraMprus spp.) a 10 DDH.

Outros autores também avaliaram o indice de des¥mpdas plantas (YUSUF et
al., 2010; OUKARROUM et al., 2007; CHEN et al.,, PQIXIANG et al.,, 2013;
FALQUETO et al., 2017).

4.6. Eficiéncias quanticas ou rendimentos

Os resultados desse estudo apontam para uma naditidéde da cv. Kottanadan
em manter elevados niveis dé, sob déficit hidrico (Figura 5A), o que, segundsiEee
Bacic (2005) pode ser um indicativo de maior efici@ no uso da radiacdo pela
fotoquimica e, consequentemente, de maior assiéwilage carbono. Entretanto, a
diminuicdo do parametroP, (razdoFv/Fm) é um indicador de efeito fotoinibitério quando
as plantas estdo submetidas a qualquer tipo dessste pode representar tanto uma
regulacdo fotoprotetora reversivel ou uma inativag&versivel do FSIl (STRASSER et
al., 1995). Neste estudo, alteracbes no FSIl favhservadas para a cv. Bragantina, uma
vez que houve diminuicdo dé a partir do 6° DDH (Figura 5A). Resultados semeatibs:
foram observados por Ghotbi-Ravandi et al. (20G4ando analisaram o comportamento
do FSII em duas cultivares de cevadibordeum vulgarelL., cv. Morocco e Yousof),
submetidas ao DH. Os valores di, diminuiram drasticamente na cultivar Morocco e
ficaram préximos aos valores de plantas tratadaslcewomicina, um inibidor da sintese
de proteinas nos cloroplastos. De acordo com asemjtesses resultados indicam que o
DH acelera a inibicdo do FSII, uma vez que a idibica sintese de proteinas inibe os
mecanismos de reparo do fotossistema.

Até o 10° DDH, nenhuma variacdo nos valoresdBg Ey e ] Ry e pequenas
variacbes em Eq foram observados para a cv. Kottanadan. Emboradimmauicéo nestes
parametros tenha sido observada no 12° DDH nelitaacuo processo fotoquimico nao
foi totalmente alterado (Figura 7; Tabela 7).

Por outro lado, para a cv. Bragantina, valores zields dos parametros foram
observados a medida que o DH aumentou. De manenal, qlteracdes no processo

fotoquimico iniciaram-se aproximadamente ao 6%eidratamento. Apesar dos aumentos



observados em ABS/RC e em JRC com o DH, os valores do fluxo de energia para o
transporte de elétrons (EFRC) foram reduzidos, diminuindoEy, ou seja, o rendimento
guantico para o transporte de elétrons no FSlirgbabilidade de um éxciton capturado
mover um elétron além da QA Ep) também foi reduzida. Diminuices gnip e Ep
indicam que o DH inibiu as rea¢fes luminosas pliesée as reacdes independentes de luz
apos a QAdevido a interrupcao no fluxo de elétrons atéaeptres do FSI (XIANG et
al., 2013). Esses efeitos foram observados comrnvatiensidade para a cv. Bragantina
(Figura 7 A-E).

Silvestre et al. (2014), estudando leguminosasiwsiase tolerantes ao déficit
hidrico, observaram que para os genotipos tolesamte valores de THRC e EH/RC
foram mantidos proximos as condi¢cdes controle, pemio uma grande eficiéncia na
movimentacdo de elétrons para a cadeia de traesperlétrons (CTE). Por outro lado, os
genotipos considerados sensiveis apresentaram esenalores parfEy e Ep quando
submetidos ao DH. Esta tendéncia também foi obdarymra os outros parametros
estudados, sugerindo um baixo desempenho fotossing uma alta suscetibilidade do
genotipo Lathyrus aphacaem condicdes de DH, assim como observado para.a cv
Bragantina.

Chen et al. (2015), avaliando o comportamentcAderatina adenophorderva-
daninha),Digitaria sanguinalis(grama comum)Arabidopsis thaliana- suscetiveis - e
Gossypium barbadendalgodéo) eNicotiana tabacum{tabaco) — tolerantes, submetidas
ao herbicida acido tenuaz6nico, concluiram que ay@metrog Eq e Ep das espécies
suscetiveis diminuiram consideravelmente na prasdacherbicida. Os autores sugerem
que o tratamento resultou num acumulo rapido den@s centros de reacdo do FSII,
mostrando um aumento dg {Fluorescéncia variavel relativa em 2 ms) deviddlaqueio
do fluxo de elétrons do FSIlI alémaQ Sob estresse por aluminio (Al), reducdes nos
rendimentos (Ro, Ro) € no fluxo ETB/RC foi descrita enCitrus, danificando todas as
reacfes redox fotoquimica e ndo-fotoquimica, irdticpelos decréscimos emagy e
Photar (JIANG et al.; 2008). Estes resultados estdo dwdaccom os descritos neste
trabalho, principalmente para a cv. Bragantinaa @agual reducdes significativos desses
parametros foram observados a medida que aumentdyd (Figura 5E, Figura 6A,
Figura 7 A,E).

De acordo com Xiang et al. (2013), a diminui¢caoreledimento quantico para a
reducdo dos aceptores finais de elétrons do fetessa | por féton absorvido Rp) e a



eficiéncia com que um elétron pode mover-se dasisiema dos aceptores de elétrons
reduzidos para o receptor final de elétrons do(HSJ) indica alteracdo no lado aceptor do
FSI. Nossos resultados corroboram com esses autdres/. Bragantina apresentou
diminuicdo nos valores deRy e R a partir do 4° e 10° DDH, respectivamente (Figura
B,E). Contrariamente, ndo houve variacdo dessesngaros para a cv. Kottanadan apos
10 DDH.

Por fim, podemos inferir que o déficit hidrico n@omprometeu o aparato
fotossintético das plantas da cv. Kottanadan, uezague todos os parametros analisados
mantiveram-se sem alteragcbes até o 8° DDH. Entoetas resultados apresentados na
Tabela 7 demonstram que alteragcdes nos rendimguéodicos ocorreram apos 12 DDH.



5. CONCLUSOES

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

A cv. Kottanadan foi tolerante a 12 DDH considemmdanalise dos parametros
biométricos, associada a maior porcentagem de\woéneia e CRA, e menores alteracdes
fotoquimicas das plantas.

Reducdo nos valores de CRA, nos pigmentos fotétgios e alteracdes nos
parametros da fluorescéncia da cloraoéilandicaram susceptibilidade da cv. Bragantina ao
déficit hidrico.

Fotoinibicdo cronica foi evidenciada pela diminoigle Py, Ry, Ro, Eoe Ey,
para a cv. Bragantina.

A cv. Bragantina foi suscetivel a 10 DDH, apresettal0% de sobrevivéncia e
22% de CRA.
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RESUMO

A fusariose da pimenta-do-reino ou podriddo dagesgé causada pelo fungosarium
solanif. sp piperise ocasiona consideraveis perdas na producao.egtdo teve como
objetivos (1) avaliar a resisténcia de duas cukisae pimenta-do-reino inoculadas com o
patogeno, (2) avaliar o efeito de diferentes prosluio controle da fusariose e (3) avaliar a
época de aplicacdo desses produtos, analisandmrponentes epidemioldgicos da
doencga. O experimento foi realizado em DelineamemntoBlocos Casualizados (DBC),
com 3 fatores e 4 controles e as avaliacdes foestasfpelo teste de agrupamento de Scott-
Knott. Todos os dados foram submetidos a analiseadéncia (ANOVA) por meio do
software Genes 3.1. Plantas de pimenta-do-reino @nmeses de idade foram
transplantadas para vasos com capacidade para Shlaeonde foram aclimatadas até
completarem 6 meses de idade, quando iniciou-seag@b dos produtos. Os produtos
Silicio, Fosfito e Quitosana foram adicionados w@sos 30 e 15 dias antes da inoculagéo
(aplicagdo preventiva) e 15 e 30 dias apoés a iagéol (aplicacdo curativa). A cada 15 dias
apos a inoculagéo, foram calculados a incidéncsayaridade e o periodo de incubacgéo da
doenca. Aos 180 dias apds a inoculacdo (DAI), @dseva curva de progresso e a area
abaixo da curva, além do indice de infeccéo dagien

Os produtos Fosfito e Silicio, aplicados prevemtigate e curativamente,
promoveram alteracdes no desenvolvimento da doeedazindo significativamente o
indice de infeccéo, a area abaixo da curva, incidém severidade, aumentando o periodo
de incubacéo e controlando a fusariose para avauliottanadan. A cultivar Bragantina
foi mais suscetivel a doenca que a Kottanadan eregfmondeu diferenciadamente aos
tratamentos aplicados.

Palavras-chave: Controle alternativo fusariumsolani f. sp. piperis ¢ Piper nigrume

resisténcia ¢ susceptibilidade



ABSTRACT

The fusariosis or root rot of black pepper is cdulsg the fungug-usarium solanif. sp.
piperis and causes considerable losses in production. sttdy had as objectives (1) to
evaluate the resistance of two black pepper cufiv@oculated with the pathogen, (2) to
evaluate the effect of alternative products in oahhg the fusariosis and (3) to evaluate
the time of application of these products, by analy the epidemiological components of
the disease. The experiment was performed undemioeise conditions following a
randomized block design (RBD), with 3 factors antbatrols. The evaluations were made
using the grouping test of Scott-Knott. All datarevesubmitted to analysis of variance
(ANOVA) using Genes 3.1 software. Four-months-olthck pepper plants were
transplanted in 5-L pots (one plant per pot), acdimated until six-months-old, when the
products were applied. The products Silicon, Phivs@nd Chitosan were added in each
pot 30 and 15 days before the inoculation (preverdpplication) and 15 and 30 days after
the inoculation (curative application). The incidenseverity and incubation period of the
disease were calculated every 15 days after inthonlaAt 180 day after inoculation
(DAI), it was obtained the disease progress cuhearea under the disease progress curve
and the infection rate.

Phosphite and Silicon, applied preventively andatvely, promoted changes in
disease development, significantly reducing theanbn rate, the area under the disease
curve, the disease incidence and severity incrgabim incubation period and controlling
the fusariose in the Kottanadan pepper cultivare Tultivar Bragantina was more
susceptible to the disease than Kottanadan andffevedtial response to the treatments
applied was observed.

Keyword: Alternative control Fusariumsolanif. sp.piperise Piper nigrume resistance
susceptibility o



1. INTRODUCAO

A pimenta-do-reino Riper nigrumL.), originaria da india, € uma planta perene,
semi-lenhosa e trepadeira. O génBiper pertence a classe das Eudicotileddoneas, ordem
Piperalese familiaPiperacea(EMBRAPA, 2004).

A cultura da pimenta-do-reino foi introduzida n@Bit pelos portugueses durante o
periodo colonial e ganhou importancia comercial aatip da década de 30, quando
comecou a ser cultivada por imigrantes japonesa®giao de Tomé-Acgu, no estado do
Para (DUARTE et al.,, 2016). O Brasil oscila entréemeiro e quarto maior produtor
mundial da especiaria com uma producao anual emil@oneladas em 2015 (IBGE,
2015). O crescimento da producéo de pimenta-d@-@cancou 29,8% em relacdo ao ano
anterior, havendo destaque também para a produgdespirito Santo, segundo maior
produtor do Pais, com participacdo estimada emd@®%4no total a ser produzido (IBGE,
2017). O consumo dessa especiaria no Brasil é peqgi®%), sendo a maior parte da
producdo exportada principalmente para os Estadidol), México, Argentina e Europa
(IBGE, 2013).

Apesar da importancia da pipericultura no cenaragianal, nacional e
internacional, ainda faltam conhecimentos que d¢amana producdo sustentavel e
econbmica da culturdSILVA et al. 2011). Mesmo a fusariose, doenca rape
inviabilizar o cultivo da pimenta nas lavouras stéglas, ainda carece de estudo sobre
variedades resistentes, métodos alternativos deot®re manejo integrado. Tal situacao
compromete o futuro da producdo da pimenta-do-rejue € o terceiro item na pauta de
exportacdo do Estado (SEAG, 2014).

O Fusarium é um importante componente da fitopatologia munda grande
namero de espécies pertencentes a este génerma@side diversidade de habitats nos
quais elas podem sobreviver. Dentro de cada esdé&easariumpode haver ainda uma
subdivisdo odormae specialepatogénicas ou ndo-patogénicas, ambas abrigadaslemsm
naturais ou cultivados, onde podem permanecer figgamente, por longo periodo de
tempo no solo (EDEL et al., 1997). O agente cadadlisariose em pimenta-do-reino é o
Fusarium solaniMart.) Appel & Wr. emend. Snyd. & Hans. f. gpperis Albuquerque
(Telemorfo Nectria haematococc®erk. & Br. f. sp.piperis Albug.) (DUARTE et al.,
2005).



Dessa forma, a fusariose tornou-se o principal Ipmoé fitossanitario da
pipericultura brasileira (HOMMA, 1998; DUARTE e ALBQUERQUE, 2005), uma vez
gque apresenta sintomas em qualquer estagio devibserento da planta, ndo havendo
retrocesso da doenca ou cura ap0s a infeccdo. @wmurh sadia possui um ciclo
produtivo de 12 anos, mas reduz drasticamente a& anos de producéo devido ao
atague da doenca, o que compromete a manutencdprodacdo (TRINDADE e
POLTRONIERI, 1997; LEMOS et al., 2011). No EstadoEkpirito Santo, a doenca foi
detectada ha cerca de 30 anos e ocorre em todao rggodutora (VENTURA e
MILANEZ, 1983).

A intensidade da fusariose é influenciada por é&staromo temperatura, umidade,
plantio em solos arenosos, presenca de nemat@desgéncia de pH baixo e adubacéo
com baixo teor de potassio, além da falta de érsisd do hospedeiro (SANTOS, 2008).

No patossistem#&iper nigrumx Fusarium a infeccdo ocorre especialmente no
periodo chuvoso, quando a umidade relativa do&allba. Temperaturas em torno de 22-
24°C favorecem o desenvolvimento de sintomas ragana parte aérea (SCHERM e
YANG, 1996). Entretanto, os sintomas caracteristam patdgeno aparecem durante o ano
todo. Outros fatores também contribuem para o apaemto da doenca como 0 excesso
de nitrogénio e o estresse hidrico. Lavouras maibag sdo importantes focos de
disseminacdo do patdgeno. A doenca, geralmentéaise em reboleira, podendo evoluir
posteriormente para todo o pimental, tornando-m@ticamente inviavel (VENTURA e
COSTA, 2004).

O modo de penetracdo do fungo nas raizes aindéohémpletamente elucidado.
Provavelmente, acontece de forma direta, ou sejqeretracdo ocorre durante a
germinacao de clamidosporos ou macroconidios, gtrare em contato com o sistema
radicular das plantas como ocorre no patossisteusarium x Glycine max(XING e
WESTPHAL, 2006).

De acordo com Trindade e Poltronieri (1997) e VentiCosta (2004), a infeccdo
deF. solaniem pimenta-do-reino pode ocorrer nas raizes ouamss.

Os patégenos de incidéncia radicular, como os dawsa da fusariose,
coevoluiram com as plantas por milhdes de ano$de edtamente adaptados ao ambiente
subterraneo em associacdo com o hospedeiro (BRUE®SRY). Este fato, aliado a sua
sobrevivéncia por periodos muito longos no solofalta de cultivares comerciais com
resisténcia satisfatoria, torna o seu controleitlifAlém disso, devido a infec¢éo inicial e

ao desenvolvimento subsequente das doencas ocoymreaemaioria das vezes, abaixo do
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nivel do solo, patégenos radiculares sdo comparatnte inacessiveis a manipulagao
direta do homem e as doencas frequentemente naootddas até que atinjam estadios
bem avancados, quando as opc¢des de controle temdimitadas (WHEELER e RUSH,
2001).

Até o momento, ndo ha tratamento quimico eficaztraoo Fusarium nem
tampouco cultivares de pimenta-do-reino resisteatéssariose (TREMACOLDI, 2010).
Entretanto, métodos ou produtos alternativos té&io garcialmente testados visando o
aproveitamento de suas atividades antibioticagg{fiolas e fungistaticas) no controle de
doencgas de plantas.

A busca por métodos/produtos alternativos de masteeggadoencas, em substituicao
aos metodos convencionais, vem aumentando nososlamos, em decorréncia dos efeitos
nocivos que os defensivos agricolas provocam ao ambiente e a saide humana. Assim,
0s estudos para controle da fusariose com uso tdosalternativos, sdo concernentes
com as estratégias da agricultura moderna e vadigao aos interesses econémicos e
ecologicos.

Produtos alternativos tém sido testados para aaentlas principais doencas de
plantas (SILVA e PEREIRA, 2008; FERREIRA et al.020PINTO et al., 2010; SILVA,
2011; ACCIOLY et al., 2012; CAIXETA et al., 2012para a maioria dos produtos do
mercado, ainda ndo existem estudos cientificoxcgomprovem sua efetividade no controle
da fusariose da pimenta do reino.

O silicio tem sido testado como uma alternativa macontrole de varias doengas
em plantas e tem mostrado resultados promissoressiffomas da mancha-aquosa do
meloeiro, causada pela bactékicidovorax avenasubspcitrulli foram significativamente
reduzidos em doses altas de SIBERREIRA, 2009). Em bananeira, a aplicacdo de
diferentes doses de silicio mostrou eficacia no @i aoFusarium oxysporuni. sp.
cubensd ACCIOLY et al., 2012).

Da mesma forma, o efeito de diferentes concentsaghe fosfito sobre o
crescimento micelial e esporulagdo dos fung@ollétotrichum lindemuthianum
Pseudocercospora grisegldusarium oxysporumsSclerotinia sclerotiorumn tem sido
parcialmente investigado, com resultados contrad&d Enquanto houve acéo inibitoria
do fosfito de potassio sobfe lindemuthianure F. oxysporunt.sp. phaseolj reduzindo
significativamente o crescimento micelial e a esla@éo dos respectivos patogenos,
Pseucercospora griseol& Sclerotinia sclerotiorumforam insensiveis ao fosfito de

potassio em todas as dosagens testadas (CAIXETA,e2012). O fosfito também foi



utiizado como uma alternativa de controle para adriddo de colo e raizes do
maracujazeiro resultante da infeccdo por causada pego Fusarium solani
apresentando um bom nivel de inibicdo do crescionetelial do fungo em condicdes in
vitro (SILVA, 2011).

Outra medida para o manejo da fusariose é o udordes de matéria organica
(hidrolisado e emulsdo de peixe, carapaca de cemtae quitosana). A quitosana é a
forma desacetilada da quitina formando um polimei@degradavel. Entretanto, em
estudos realizados com crisanten@hifysanthemum morifoliurh.), o uso de quitosana
para o0 controle deFusarium gerou resultados variaveis, ndo sendo possivel o
estabelecimento de uma resposta padrédo (PINTQ, &0dl0). Por outro lado, a infeccao
por Fusariumfoi efetivamente suprimida em tomateitg/¢opersicon esculentutn) com
0 uso de hidrolisado de peixe (MATTOS, 2007; VISCON2008). Por fim, o controle
biolégico da doenga, por meio de microorganismactéyias endofiticas) também foi
realizado por Benchimol et al. (2000).

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

componentes epidemioldgicos da doenca.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e cultivo

Mudas de pimenta-do-reino, cultivares (cv.) Kottara (KOT) e Bragantina
(BRA), com 4 meses de idade, foram obtidas do Yveingo de Ouro (Cérrego do Giral,
Jaguaré-ES), credenciado pelo Registro Naciongbataentes e Mudas - Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (RENASEM).msdas foram transplantadas para
vasos plasticos com capacidade para 5L e tutoemasstacas de madeira medindo 2 cm
x 1m de comprimento. Todos os vasos foram devidéenealocados sob pallets de
madeira para evitar contato direto com o solo améie

O desenvolvimento das plantas ocorreu em vivem sombrite a 50%, situado
no Centro Universitario Norte do Espirito Santojvdrsidade Federal do Espirito Santo
(CEUNES/UFES). Neste periodo, as plantas foramadas diariamente e nos meses mais
quentes, a irrigacao foi feita duas vezes ao di@s Vezes por semana, as plantas foram
irrigadas com 100 mL de solucdo nutritiva 2 com %00e forca idnica (adaptado de
Fernandes et al., 2002). Esse procedimento foizesll até as plantas completarem 6
meses de idade, quando iniciou-se a aplicacdordosijos de controle da fusariose. Apos
a aplicacéo dos produtos, as plantas receberam_Sferaolucéo nutritiva, duas vezes por
semana, até o fim do experimento, por 6 meses (ANEX

As plantas foram podadas em corte bisel, entre artgue quinto ramo

plageotrépico, para estimular a brotagéo latefafraacao da copa.

2.2. Tratamento do solo

O solo utilizado para o cultivo das plantas foiraeto da Fazenda experimental do
Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUWBFES) e classificado como
Planossolo Héaplico, franco argilo arenoso, faseveeplano (NICOLE, 2014).

A solarizacao foi baseada em GHINI (2004) e redhzaor um periodo de 3 meses.
A calagem foi feita de acordo com a recomendacdmdhlse de solo. Para a adubacéo do
m® de solo foi utilizado 3,12kg CaND2,3kg NHH,PO,, 750g KCI, 400g MgS®) 399
CuSQ, 92g HBO3, 91g MNnSQ e 340mg ZnSQY(Adaptado de PREZOTTI et al, 2007).



2.3. Produtos alternativos de controle da fusariose

A fonte de fosfito utilizada foi Fosetyl-Al (Bay®re seguiu a dose recomendada
para a cultura do café, correspondendo a 2,0 kgrdduto comercial/hectare (1000
plantas). De acordo com a Embrapa (2004), 1 hedey@menta-do-reino corresponde a
1600 plantas.

A fonte de silicio foi o Silicato de Calcio (Aldhic Chemistry), e a dose
recomendada foi de 1g/kg de solo (ACCIOLY et all20 Silicio e fosfito foram diluidos
em agua destilada para serem adicionados aos @astés pontos previamente marcados
ao redor do coleto da planta. Os produtos forancagus utilizando-se uma seringa com
volume de 10 mL.

A dose de Quitosana (Fagfrutilizada foi de 1g/kg de solo (baseada em PINTO
et al.,2010 e BENCHIMOL et al. 2006). Por ser igsel em agua, sua adicdo aos vasos
foi na forma de pd, em trés pontos previamente agax ao redor do coleto da planta.

Os produtos foram adicionados aos vasos em dugsi@j@s: antes da inoculacao
do fungo (preventivo) e apds a inoculacdo (curativA aplicacdo dos produtos
preventivamente ocorreu 30 e 15 dias antes da legim e a aplicacdo curativa foi
realizada 15 e 30 dias apods a inoculacao.

Os controles positivo (sem inoculacao) e negateon(inoculacao) néo receberam

0s produtos.

2.4. Material biologico e cultivo

Foi utilizado o isolado d&usarium solanif. sp. piperis CML 2466, da Colecdo
Micoldgica de Lavras, Universidade Federal de LawaMG. O fungo foi mantido em
placas de Petri contendo o meio BDA (Batata Degtrdbgar), a 4°C. Para a inoculacao,
discos de 5 mm da cultura pura foram transferidoa placas de Petri, contendo 0 mesmo
meio. As placas foram incubadas a 25°C em B.O.@cfi@mical Oxygen Demand), com
fotoperiodo de 12h, por 15 dias.

De acordo com Vaz (2013), o nivel de patogenicidimlésolado CML 2466 € 9,
baseado na escala de notas proposta por Ventur@, (280 publicado) (Tabela 1).



Tabela 1: Escala de notas para avaliagéo da fesagioPiper nigrum causada pdf. solanif. sp.piperis

Nota Descricdo

1 Sem sintomas perceptiveis

2 Sintomas muito leves no ponto de inoculacdo ¢le&mm)

3 Algumas folhas cloréticas, lesGes nos entrends(Bim)

4 Folhas com clorose (lesdo 15-20 mm)

5 Plantas com sintoma de murcha e clorose (les&b 20m)

6 Clorose e murcha das folhas e ramos; pode ocanegfegdos entrenés
(lesdo 25-30 mm)

7 Clorose, murcha e necrose limitada em cerca ded#¥folhas e queda
dos entrends (lesdo 30-35 mm)

8 Sintomas severos ocorrem a queda dos entresde (685 mm)

9 Sintomas de desfolha severa, clorose e murcha &mdas folhas ou

mais. Plantas mortas

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

A suspensédo de esporos Flesolanifoi preparada pela adicdo de 20 mL de agua
destilada esterilizada a cada placa contendo oofusgndo estas raspadas com alca de
Drigalsky, para uma eficiente extracdo dos esp@daSontagem de esporos foi realizada
em Camara de Neubauer e a suspens&o foi ajustemdarpa concentracdo de®lsporos

por mL™.

2.6. Inoculacao dos vasos

Um volume de 10 ml da suspensdo de esporos na rdoeg#o citada foi
adicionado a cada vaso, proximo ao coleto dasgdaitos vasos do tratamento controle
positivo foi adicionado 10 ml de agua destiladaerstada (ANEXO 6).

2.7. Curva de progresso da doenca e parametrosciefedos

A curva de progresso da doenca foi realizadazatitio-se os valores de incidéncia
e severidade da doenca, avaliados a cada quirgeat#al 80 dias apos inoculagéo (DAI).
A incidéncia e a severidade da fusariose na pirmovaino foram avaliadas em

todas as plantas. A incidéncia foi determinada pelaentagem de plantas com sintomas



da doenca em relacao ao total de plantas avaliadgaanto a severidade foi estimada pela
porcentagem de area ou volume de tecido vegetaitelddLFENAS e MAFIA 2016),
com o auxilio de uma escala de notas para isolddds. solani patogénicos &iper
nigrum (VENTURA, 2010, n&do publicado) (Tabela 1).

A é&rea abaixo da curva de progresso da doenca (BA& calculada por meio da
equacgao (CAMPBELL & MADDEN, 1990):

Onde:

AACPD: Area abaixo da curva de progresso da doenca;
Yi = Proporcéo da doenca na i-ésima repeticao;

Ti = Tempo em dias na i-ésima observacao;

n = Numero total de observagdes.

A taxa de progresso da doenca (R) foi calculadeact®do com Campbell &
Madden (1990), baseado na férmula:
R = (L/t)*In(X/Xy)
Onde:
t = tempo decorrente entre a primeira e ultimaiagao (dias);
In = logaritmo natural;
X = severidade da doenca na ultima avaliacéo (%);

Xo = severidade da doenca na primeira avaliacao (%).

O periodo de incubacéo foi calculado pelo nimeraids entre a inoculacéo e o
surgimento dos sintomas da doenca em 50% das plaatzuladas (Bergamin Filho et al,
1995).

O indice de infeccao, aos 180 DAI, foi calculadcaderdo com McKinney (1923)
pela férmula:

IDO = (grau da escala x frequéncia) x 100

numero total de unidades x grau maximo da escala

utilizando-se os dados de severidade da doengaaest com o auxilio de escala de notas
de 0 a 9 (Tabela 1), descrita por Ventura, 2016 fiblicado) e Abawi e Pastor-Corrales
(1990).



Apés a finalizacdo do experimento, o patdgeno &salado com o intuito de
completar o Postulado de Koch (ANEXO 7).

2.8. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em Delineamento em @&oC€asualizados (DBC),
com 3 fatores e 4 controles. O primeiro fator repmntado pelas cultivares (cv.)
Kottanadan (KOT) e Bragantina (BRA), o segundo rfatepresentado pelos produtos
silicio, fosfito e quitosana (Si, Fos e Qui) e ccé@ro fator representado pela época de
aplicacao: preventiva (P) e curativa (C). Apesas ttatamentos serem compostos por 3
fatores e seus respectivos niveis, a analise eneesgfatorial limitaria a comparagdo com
0s controles positivo e negativo para cada cultivsgsim, na analise de variancia,
desconsiderou-se os efeitos dos fatores e suaages e, no desdobramento da mesma,
realizou-se teste de agrupamento de Scott-Knotanfraitilizadas 3 repetices, totalizando
48 parcelas, com 10 plantas por parcela (Figurd&ada o estudo das relagdes entre as
variaveis, foram realizadas analises de correligéar de Pearson (r). A significancia das
correlacdes foi analisada pelo teste “t” de Stuéemnivel de 5% de probabilidade. Todos
os dados foram submetidos a andlise de varian®#{AA) por meio do software Genes
3.1 (CRUZ, 2016).

Figura 1: Disposicdo dos tratamentos em viveircaliaado no Centro Universitario Norte do EspiBnto
(CEUNES/UFES).

KOT — Kottanadan; Bra — Bragantina

CP — controle positivo (sem indculo); CN — contnoégativo (com indculo)

Fos-P = fosfito preventivo; Si-P = silicio prevemwti Qui-P = quitosana preventivo
Fos-C = fosfito curativo; Si-C = silicio curativQui-C = quitosana curativo



3. RESULTADOS

3.1. Curvas de progresso da doenca

As curvas de progresso da fusariose em plantasynfa-do-reino, cultivadas em
viveiro, estao representadas na Figura 2. De umongadal, houve diferenca sobre o
progresso da doenca nas plantas das cv. KottarmaB8aagantina, tratadas previamente e
curativamente com Si, Fos e Qui. Os componentedegpoldgicos, baseados na
incidéncia e severidade da doenca, foram analissgtatisticamente e sdo apresentados ao
longo dos resultados.

Figura 2: Curva de progresso da fusariose, aoD¥80em plantas suplementadas com Silicio (Si) fios
(Fos) e Quitosana (Qui), antes e apoés a inoculdgBc. controle positivo e CN - controle negativoe B -
tratamento preventivo (P); C e D - tratamento ¢uwgiC). KOT - Kottanadan; BRA — Bragantina.



3.2. Incidéncia e Severidade da doenca

Aos 180 DAI, incidéncia da doenca (ID) variou en?@% e 100% e mostrou
diferenca estatistica (p,01) entre os tratamentos. Menor ID foi observpdea a cv.
Kottanadan, nos tratamentos Qui-P (57%), Si-C (53¢ (50%), Fos-P (43%), e Fos-C
(37%). No entanto, o tratamento Qui-C apresentouormid (67%). Embora né&o
inoculado, o controle positivo (CP) apresentou osiiels da doenca (20%). A cv.
Bragantina apresentou ID acima de 70% em todogatarientos e nos controles positivo
(CP) e Negativo (CN) (Figura 3).

Figura 3: Incidéncia (%) dBusarium solanif. sp. piperis em pimenta-do-reino, aos 180 DAI em plantas
tratadas com Silicio (Si), Fosfito (Fos) e Quitad@Qui), preventivamente (P) e curativamente (@.-C
controle positivo e CN - controle negativo. KOT etkanadan; BRA - Bragantina. Médias seguidas da
mesma letra mindscula na coluna néao diferem entpels teste de agrupamento de Scott-Knott, a 1% de
probabilidade. As barras representam o erro pathkdnédia.

A severidade da fusariose também foi avaliada 809)Al e apresentou variacdes
ao longo da escala de notas (Figura 4). Assim, coasresultados para incidéncia da
doenca (Figura 3), observou-se a menores notaswigidade para a cv. Kottanadan em
todos os tratamentos bem como nos controle postivegativo. Os dados com as médias
estatisticas estao representados na Tabela 2.

As plantas com nota 1 sdo aquelas sem sintomasgeigisde doenca. A cv.
Kottanadan apresentou melhores resultados quegaiiaa, em todos os tratamentos. As
plantas que receberam notas 2, 3, 4 e 5 ndo difemstatisticamente entre os tratamentos,

em ambas as cultivares.



Observou-se auséncia de plantas da cv. Kottanaaras notas 6, 7, 8 e 9, exceto
para o tratamento Si-P e CN. Entretanto, de moda,ges maiores severidades da doenca

foram observadas para a cv. Bragantina, com naiasade 6, representando 59,6% de

plantas doentes (Figura 4; Tabela 2).

Figura 4: Efeito do Si (Silicio), Fos (Fosfito) @i@Quitosana), em duas épocas de aplicacao (pieaenP
e curativa — C) na severidade [elesolaniem duas cultivares de pimenta-do-reino. KOT - &wdtdlan; BRA

— Bragantina.
*Escala de notas: Ventura, 2010 (ndo publicadobélal)



Tabela 2: Efeito do Silicio, Fosfito e Quitosanee¢entivo — P; curativo — C) na severidade-deolaniem
pimenta-do-reino.

Severidade deF. solani (%)

NOtaS 1** 2n.s. 3H.S. 4H.S. 5n.s. 6* 7* 8** 9**
Si-P 16.7 a 4.4 3.3 1.1 - 22b 33a - 22 b
Fos-P 189 a 6.7 4.4 33 - - - - -
Qui-P 144 a 10.0 8.9 - - - - - -
5 Si-C 14.4 a 4.4 10.0 - 4.4 - - - -
X | Fos-C 20.0 a 11.1 - - 22 - - - -
Qui-C 14.4 a 10.0 6.7 5.6 1.1 - - - -
CP 26.7 a 4.4 0.0 2.2 - - - - -
CN 5.6 b 4.4 16.7 1.1 - 22b 11b - -
Si-P 44 b 3.3 1.1 - - 33a 44 - 16.7 a
Fos-P 22 b - 5.6 - - 55a - 7.8 a 10.0 a
Qui-P 22 b - 3.3 1.1 - 56a a2 67a 78a
=5 Si-C 4.4 b 4.4 3.3 1.1 11 78a 22a 33b 33b
@ | Fos-C 89 b 6.7 2.2 - - 56a hl1 11b 78a
Qui-C 44 b 4.4 5.6 - 22 44a 56a 22b B4
cP 8.9 b 3.3 33 - - 44a bl 11b 111 a
CN - 8.9 1.1 - 1.1 44a 22a 22bl33a

** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade Qp5)

"Sn&o significativo

Médias seguidas da mesma letra mindscula na caléoadiferem entre si pelo teste de agrupamento de
Scott-Knott.

(-) auséncia de plantas com essa nota. Notas @ abel

3.3. Area abaixo da curva da doenca (AACPD)

Com base nos estudos de incidéncia e severidalbejotase a area abaixo da
curva da doenca (AACPD). Houve diferenca signifi@af{p 0,01) para os dois parametros
avaliados (Figura 5). Para a cv. Kottanadan, a ABQkara incidéncia (AACPDI)
evidenciou menor incidéncia de doenca em todogatanientos, inclusive no controle
negativo (Figura 5A). O mesmo pode ser observada paACCPD para severidade
(AACPDS), mostrando que a severidade foi menor asedsatamentos para a cv.
Kottanadan (Figura 5B). Para a cv. Bragantina, ode tratamentos mostraram alta
porcentagem de AACPDI e AACPDS, exceto para ortratdo Fos-C, para o qual baixa

incidéncia com maior severidade da doenca foi ebsler (Figura 5 A,B).



Figura 5: Area abaixo da curva de progresso da g@o@ara incidéncia (AACPDI) - (A) e severidade
(AACPDS) - (B), avaliadas aos 180 DAI, em duas @dses.pimenta-do-reino (KOT — Kottanadan; BRA —
Bragantina), considerando a média dos tratamewotatsate (CP — controle positivo; CN — controle regg

e daqueles com aplicagédo preventiva (P) e curd@ade Silicio (Si), Fosfito (Fos) e Quitosana (Qui
Colunas seguidas da mesma letra ndo diferem enpelcsteste de agrupamento de Scott-Knott, a 1% de
probabilidade. As barras representam o erro pathkdnédia.

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

Os valores da taxa de progresso da doenca (R)adpeate incubacao (Pl) também
apresentaram diferenca significativa@1), pelo teste de Scott-Knott (Figura 6A). Rara
cv. Kottanadan, a taxa de progresso da doencadoonpara todos os tratamentos, exceto
para o CN. Contrariamente, a cv. Bragantina aptesemaiores taxas de progresso

comparada a Kottanadan, e todos os tratamentogt¢ex@P) foram iguais ao CN. O



periodo de incubac¢do foi maior para todos os traténs da cv. Kottanadan, variando
entre 90 e 100 dias. O fungo inoculado em plantatadas previamente com Fos
apresentou Pl de 120 dias. Embora o controle pos{t{tP) ndo tenha sido inoculado,
sintomas de doenca foram observados e, portafRbdo fungo nessas plantas foi de 130
dias (Figura 6B). Para a cv. Bragantina, de modalge Pl deF. solanifoi de 60 dias,
exceto para o controle negativo (CN), que apresesiotomas de doenca aos 45 DAI
(Figura 6B).

Figura 6: Taxa de progresso da doenca (A) e perdedocubacéo (B) dE. solanif. sp.piperisinoculado
em plantas de pimenta-do-reino tratadas com Sci®il Fos (Fosfito) e Qui (Quitosana), 30 e 15diates

da inoculagao (P — preventivo) e 15 e 30 dias apéasculacdo (C — curativo). Colunas seguidas dsnmae
letra ndo diferem entre si pelo teste de agrupamdat Scott-Knott, a 1% de probabilidade. As barras
representam o erro padrdo da média.



3.5. indice de infeccéo da doenca (indice de McKay)

O indice de infeccdo da doenca (IDO) também difestatisticamente (j0,01)
entre os tratamentos avaliados (Tabela 3). Pava léattanadan, menores valores de IDO
foram observados em todos os tratamentos, excedo(ua-C, a qual apresentou 36,91%
de infeccdo. Diferentemente, a cv. Bragantina a@ptest maior IDO para todos os
tratamentos, exceto para Si-C (10,41%) e Qui-C 15%9). Em relacdo a classe de reacao
a doenca, as plantas da cv. Kottanadan tratadagosra Qui, preventivamente e Si e Fos,
curativamente e o CP, mostraram-se resistentefeécéo fungica. Os tratamentos Si-P e
CN foram classificados como tolerantes. A cv Braigannao apresentou classe de reacdo
R (resistente). As plantas tratadas com Si-C e@iaram classificadas como tolerantes;
as plantas tratadas com Si-P, Fos-P, Qui-P, Fos-CPereceberam classificacdo S
(sensivel) e o CN foi AS (altamente sensivel) andad ANEXOS 8, 9, 10, 11, 12).

Tabela 3: indice de infeccdo da fusariosesplanif.sp.piperis) em duas cultivares d@iper nigrum(KOT -
Kottanadan; BRA - Bragantina) e reacdo a doenca.

KOT BRA
indice de infecgdo Céa;:(;eége indice de infecgdo Céae?;ége

(IDO)* (CR) (IDO)~ (CR)

Si-P 6.93c T 50.22 b S
Fos-P 0.20d R 30.43b S
Qui-P 0.21d R 40.23 b S
Si-C 0.26d R 1041c T
Fos-C 0.22d R 36.94b S
Qui-C 36.91b S 13.75¢ T
CP 0.15d R 33.57b S
CN 6.97c T 70.13 a AS

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

CR - Classe de Reacdo; R - Resistente; T - Toker&u Suscetivel; AS - altamente suscetivel.

Médias seguidas da mesma letra mindscula na caléoadiferem entre si pelo teste de agrupamento de
Scott-Knott a 1% de probabilidade.



4. DISCUSSAO

A curva de progresso da doenca, usualmente expretsaglotagem da proporcao
de doencaversuso tempo, € a melhor representacdo de uma epidétriavés dela,
interacdes entre patdgeno, hospedeiro e ambiedenpser caracterizadas (BERGAMIN
FILHO e AMORIM, 1996).

No patossistemd&iper nigrum x Fusarium solani o hospedeiro € perene e de
origem tropical. O patégeno é um fungo que proditmutiras de resisténcia, o que gera
uma epidemia de média ou longa duracdo, dependeedalguns fatores como
temperatura, umidade e a resisténcia do hospedeteamperatura maxima média durante
a conducédo experimento foi de 29,4°C e a minima4jé°C. A umidade relativa média
oscilou entre 82,4% e 77,4%. Ambas as variaveistiveaam-se dentro do intervalo
favoravel a doenca.

Na Figura 2 sdo apresentadas as curvas de progiles$osariose em plantas
pimenta-do-reino cultivadas, ao longo do tempa@tattas com diferentes produtos. Para os
trés tipos de produtos testados, em duas épocaglidacdo, observa-se pontos de maior
crescimento da doenca, seguidos de periodos comrime@nsidade de crescimento. Esses
periodos de crescimento elevado da doenca coincidema producdo de cachos (dados
nao mostrados). De acordo com O’Connell (2012),@mh infeccdo pdf. solanipossa
ocorrer em qualquer estadio de desenvolvimentoa éase de plena producdo que as
plantas sdo frequentemente infectadas e desenvadueiomas de doenca com maior
intensidade.

Outro fator que favorece a atuacdo do patogenot@&mperatura e a umidade
elevadas, agravando ainda mais a doenca (DUARTELBU®UERQUE, 1999;
BERGAMIN FILHO et al.,, 2011). No caso dé solani temperaturas entre 25-35°C
favorecem o seu desenvolvimento e a evolucdo dacdaao campo (BEDENDO, 2005).
Apesar dos dados de temperatura mencionados coamsidom os registrados no periodo
de realizacdo deste experimento, observa-se clatamee houve diferenca na evolucéo
do patdgeno em relacdo as cultivares de pimentaido- e aos produtos avaliados,
independente da temperatura, que mostra o efeitesii@éncia e dos préprios tratamentos

na evolucéo temporal da doenca.



Independente da situagdo, varios parametros impesgala curva de progresso da
doenca podem ser caracterizados, como: época de ad epidemia, quantidade de
indculo inicial, taxa de progresso da doenca (Rja abaixo da curva de progresso da
doenca (AACPD), indice de infeccdo entre outrogddain Filho et al., 1995; Bergamin
Filho e Amorim, 1996), os quais atingiram maiorakxes e maiores taxas de crescimento
na cv. Bragantina, indicando maior susceptibilidddsta cultivar ao isolado testado. A
quantificacdo de doencas também é necesséariagard®m estudo de medidas de controle,
como para a determinacdo da eficiéncia de um fidegiou 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 aKottanadan em todos os
tratamentos avaliados, exceto no CN. Diante dessedtados, observou-se que os trés
produtos testados influenciaram a incidéncia dancieara a cv. Kottanadan, tanto na
aplicacdo preventiva quanto na curativa, considerague o CN apresentou maior
porcentagem de incidéncia. Entretanto, houve mamdéncia da doenca nas plantas da
cv. Bragantina tratadas com Si, Fos e Qui, antg®da a inoculacdo, nao diferindo do CN
(Figura 3).

Em relagdo a severidade da doenca (Figura 4, Td)elas resultados foram
semelhantes aos encontrados para a incidéncia elzcalem relacdo as cultivares. A
severidade foi menor nas plantas da cv. Kottanatljpesar do tratamento Si-P apresentar
notas de maior severidade da doenca (6, 7 e Qrcemagem de plantas sem sintomas
visiveis de doenca neste tratamento (nota 1) faom@®s outros tratamentos (Fos e Qui
preventivos e Si, Fos e Qui curativos) foram cfasgios até a nota 5 de severidade, o que
corresponde a 25% de severidade da doenca (ABAWASTOR-CORRALES, 1990).
Contrariamente, para a cv. Bragantina, todos dantentos atingiram notas maiores de
severidade da doenca (6 a 9), acima de 40%. Agkssw, mesmo apresentando maior
severidade, houve diferenca entre os produtos [@&he

Os valores da Area Abaixo da Curva de Progressbagsca (AACPD) também
foram significativamente diferentes entre os traatos. Menor AACPDI foi observado
para a cv Kottanadan em todos os tratamentos. Endsam estatisticamente iguais, o
Fos-P, Fos-C e Si-P destacaram-se por apresentaegiores valores de AACPDI para a

cv Kottanadan. Para a cv Bragantina observaramasar@s valores de AACPDI em todos



oS tratamentos. Apesar de serem estatisticamardes jgnaiores valores foram observados
para Fos-P e Qui-C, além do CN (Figura 5A). A AAGP[Figura 5B) apresentou
comportamento semelhante, revelando que a cv. ikaattan apresentou menor severidade
da doenca, principalmente no tratamento Fos-C.

Muitos autores relatam a eficiéncia do Silicio, Eosfito e da Quitosana em
controlar sintomas de doencas causadas por furgfogémicos (CHERIF et al, 1994;
EPSTEIN, 1994; BELANGER, et al., 2003; BAUSTISTA-R®S et al. 2003;
FAUTEUX et al., 2005).

Em relacdo a eficiéncia dos produtos na supresgleida doenca, observou-se que
para a cv. Kottanadan, o Si reduziu a AACPDI e ABSPem 57,8% e 32,2%,
respectivamente, quando aplicado preventivamentelords aproximados foram
apresentados no tratamento curativo com Si (redde&s2,9% para intensidade e 21,1%
para severidade) (Figura 5 A,B). Nossos resultada®boram com os de Diogo e Wydra
(2007) que avaliaram a influéncia do Si no pattesia tomateiro§olanum lycopersicon
L.) x Ralstonia solanacearunagente causal da murcha-bacteriana, e verificeedonzoes
de 33,8% e 81,2% para a area abaixo da curva deessw da severidade da doenca nos
gendtipos King Kong 2 e Hawaii 7998, respectivameie acordo com o0s autores,
andlises imuno- histoquimicas indicaram que o 8epeduzir a colonizacéo pela bactéria
nos vasos do xilema devido a inducédo de mecanigmossisténcia basal, como mudancas
na estrutura de polissacarideos pécticos da pacetidar. Pozza et al. (2004) ,
incorporando 1 g de silicato de Ca em 1 kg de safiostverificaram reducgéo de 63,2% de
folhas de cafeeiro afetadas por cercosporiosed8%eno total de lesbes por plantas, além
do aumento significativo nos teores de Si foliar @mparacdo ao controle. Schurt et al
(2012) relataram que o Si contribuiu de forma efité para o aumento da resisténcia fisica
das bainhas de plantas de arroz tratadas com &dguafectadas coiRhizoctonia solani

Entretanto, resultados semelhantes nao foram tEsco presente trabalho para a
cv. Bragantina. O comportamento dessa cultivar dodratada com Si-P e Si-C mostrou
que os dois modos de aplicacdo agiram similarmeateeducdo da AACPDI da doenca
(reducéo de 33,3%). Apesar disso, a AACPDS revglmi Si-P reduziu apenas 15% da
severidade e o Si-C estimulou a severidade da dang3,6% (Figura 5B).

Os mecanismos de supressao dos patdgenos peltspiatridas com Si ainda nao
foram muito bem elucidados. Para tanto, existens @xplicacdes para essa supressao: a
primeira seria que o acumulo do Si na epiderme da@epenetracdo do tubo infectivo dos
fungos nos tecidos da planta (MENZIES et al., 199DHYASEKARAN, 1997; LIMA



FILHO et al., 1999), formando uma barreira fisiéa.segunda seria que o Si afeta
consideravelmente os mecanismos de defesa em Plantéio atua apenas de forma
passiva na resisténcia (LIANG et al., 2005), estimdo a producdo de fitoalexinas,
compostos fendlicos, quitinases, peroxidases e waoime lignina (EPSTEIN, 1999
RODRIGUES et al., 2003).

Em experimentos realizados vitro, a presenca de Si ndo afetou a esporulacéo de
F. solani induzindo o crescimento micelial do fungo em ®da concentracdes testadas
(D’ADDAZIO et al., 2016). Outros autores tambémiobtam resultados semelhantes com
Pestalotia longisetul{ CARRE-MISSIO et al., 2010) Eusariumspp eVerticillium spp.
(KAISER et al., 2005).

A expressao da inducéo de resisténcia, atravesiditagio de fitoalexinas dentre
outras vias, vem sendo desenvolvida pela indUustgimquimica, através de produtos
alternativos como o caso dos fertilizantes folisémse de fosfitos.

Os resultados apresentados neste trabalho revelaro fpsfito aplicado as plantas
de pimenta-do-reino da cv. Kottanadam resultou naraer porcentagem na reducdo da
AACPDI da doenca, tanto na forma preventiva (71,4%ho na forma curativa (67,4%)
guando comparado aos outros produtos testados. BPAS foi de 40,1% e 57% para
Fos-P e Fos-C, respectivamente. A acéo dos fosidbse os fungos pode se dar de forma
direta (FENN e COFFEY, 1985; FENN e COFFEY, 1980)por meio da ativacdo de
mecanismos de defesa da planta (GUEST e GRANT,)1881 acordo com (GUEST e
BOMPEIX, 1990), o tratamento com fosfitos induzlanpa a apresentar resposta imediata
ao ataque de patdgenos, o que reforca os resutbadessados para a cv. Kottanadan.

Os resultados deste trabalho corroboram com osuttesoautores. Na cultura da
soja, houve reducdes significativas na incidénceeeeridade de sintomas da ferrugem
asiatica devido ao emprego de fosfito como fedilie foliar (GASPARIN et al., 2012).
De acordo com Smillie et al. (1989), a aplicacadaéito promoveu protecdo de plantas
de fumo contra a invasdo do patégdPloytophthora nicotiangeresultando em lesdes
menores quando comparadas as plantas nao trataddesfito. Plantulas de citro€itrus
sinensiy tratadas com diferentes formulacbes de fosfitaango inoculadas com
Phytophthora citrophthor& Phytophthora palmivorapresentaram redu¢do no niumero de
plantas afetadas (TUSET et al., 2003; ORBOVIC gt24108). Jackson et al. (2000), ao
avaliarem o comportamento de fosfitos no patossstéucaliptus marginatae

Phytophthora cinnamomiobservaram que baixas concentracdes de fosfitesamptam



acao indireta, com reflexo no acimulo de fitoalagie fendis, enquanto o uso de elevadas
concentracdes, a atuagao é direta sobre o patdgeno.

Afek and Sztejnberg (1989), com base em tratameobos fosetil-Al e acido
fosforoso, em plantas d@itrus macrophylla laranja azeda e limdo rugoso, sugeriram
inducdo de resisténcia em citros pelo aumento ndugéo de fitoalexinas. Os autores
também sugeriram que o efeito vivo do fosetil-Al pode ocorrer de duas maneiras:
tratamentos em niveis baixos do fosetil-Al incretagam os mecanismos de defesa do
hospedeiro, e em altos niveis atuariam como umtadengistatico. De acordo com Feen
e Coffey (1989), o efeito do fosfito de potassidas¢do potente quanto o do fosetil-Al,
pois possui modo de acgéo similar.

Resultados contrarios foram observados para a cagaBtina. A aplicacdo
preventiva de fosfito reduziu em 28,3% a AACPDUdd&nca, mas aumentou em 5,4% sua
severidade. Entretanto, no tratamento curativo femfto, a reducédo da intensidade e da
severidade foi de 51,6% e 23,1%, respectivamente.

Apesar de varios trabalhos relatarem a eficacitosftos em reduzir doencas em
plantas, principalmente doencas causadas por otosy(eOSTER et al., 1998), ndo ha
relatos para doencas vasculares. Uma hipétesepmiaa eficacia do fosfito em controlar
a incidéncia e severidade da fusariose na cv. Bteiga quando aplicado preventivamente,
pode estar relacionada a duas formas de acéodwspesto. De acordo com Nojosa et al.
(2005), a acéo indireta do fosfito envolve a ativade mecanismos de defesa da planta
como producdo de fendis ou a lignificacdo da pamlalar da planta, impedindo a
penetracdo ou desenvolvimento de fungos nos tewiglpstais (PASCHOLATI e LEITE,
1995; AGRIOS, 2005). A acao direta ocorre espewifiente sobre o patdgeno,
danificando a membrana plasmatica e a parede calak hifas (KING et al., 2010).
Considerando os resultados obtidos para a cv. Btiaga infere-se que a aplicacéo
preventiva do fosfito ndo exerceu ativacdo nos mien@s de protecédo da planta, sendo
evidenciados pela baixa redugcao na incidéncia @ ae@inento da severidade da doenca.
Pode-se considerar, entdo, que a aplicacdo ddofagfids a inoculacdo mostrou efeito
sobre o patégeno.

Em testesn vitro, Aradjo et al. (2008) verificaram a inibicdo destimento das
culturas e a velocidade de crescimento miceliaCdietotrichum gloeosporioidesigente
causal de mancha foliar em maca Gala, em relacésstamunha, quando utilizadas

diferentes formulacfes de fosfito. Resultados seaméés foram descritos por D’Addazio



et al. (2016), os quais relataram 100% de inibigaocrescimento micelial de quatro
isolados dé-usarium solanf. sp.piperisna presenca de fosfito.

As propriedades antimicrobianas da quitosana tétanpmlizado sua utilizacéo.
Piero e Garda (2008), relataram que a quitosanaziee severidade déolletotrichum
lindemuthianunem torno de 70%, quando utilizou-se o produtoa$ dntes da inoculagéo,
como também induziu resisténcia ao fitopatégendeadjmeiro-comum. Lin et al. (2005) e
Bautista-Bands et al. (2006) relataram que quitosana faiegfie em controlar algumas
doencas induzindo resisténcia na planta ou causaltelacao morfoldgica no patdgeno.
Entretanto, outros autores apresentaram resultadogaditorios. Pinto et al (2010),
utilizando a quitosana para o controle da murchaFdsarium oxysporumf. sp.
chrysanthemem crisantemo, relataram que os resultados obtidosa quitosana foram
muito variaveis nas repeticdes do ensaio, ndo spodsivel o estabelecimento de uma
resposta padréo sobre a doenca.

Os resultados apresentados neste trabalho revelmmagquitosana aplicada
preventivamente a cv. Kottanadan apresentou meducéo da AACPDI da doenca (53%)
em relacdo a aplicacao curativa (36%). A severidieddoenca também foi reduzida com
maior porcentagem para o tratamento preventiviéf4guando comparada ao tratamento
curativo (23,8%). A supressividade da fusarioseapar cv. Bragantina apresentou
comportamento semelhante aos demais produtos. #sgua preventiva reduziu em
30,9% e 24,3% a intensidade e a severidade da aoeegpectivamente. Entretanto,
quando aplicada curativamente, ou seja, apos alagio do patdégeno, houve 25,6% na
reducdo da intensidade, mas um aumento na severidadoenca de 9,6%. Uma provavel
explicacdo para a baixa supressividade da fusamoseplantas de pimenta-do-reino
tratadas com quitosana pode estar relacionada serg@& de enzimas envolvidas no
processo de patogenicidade do fungo. Algumas dessamas, como as cutinases, as
guitosanases (que degradam quitosana) e as ceslidage outras, estdo envolvidas na
degradacgédo de varias fitoalexinas produzidas gef@gcomo forma de defesa ao ataque
do patégeno (LESLIE e SUMMERELL, 2006).

De acordo com Samac e Leong (1989), Epstein e1984) e Jones e Epstein
(1990), os mecanismos de patogenicidadeFdeolani os quais envolvem a enzima
cutinase, o modo de fixacdo de esporos e a peéetrag superficie do hospedeiro, sao
caracteres importantes que ajudam a determinamaeestirpe € um patogeno efetivo e o
grau de infeccdo que € capaz de causar. Aliadcsea faso, evidéncias indicam maior

susceptibilidade da cv. Bragantina ao ataque diogpab.



Experimentosin vitro com quitosana mostraram que o produto nao inibiu o
crescimento micelial dE. solanif. sp. piperis(D’ADDAZIO et al.; 2016) e dé&eonectria
liriodendri, causador da doenca do caule em videiras (NASCIMER(Tal., 2007).

4.2. Taxa de progresso da doenca (R) e periododeliacéo (PI)

Temperaturas em torno de 25-30°C favorecem o cnestod da~usarium(LESLIE
e SUMMERELL, 2006), como também o desenvolvimergaithtomas da doenga na raiz
e parte aérea de plantas infectadas (SCHERM e YANS6). Entretanto, os sintomas
caracteristicos da doenca aparecem durante todw.oCGonsiderando que os dados de
temperatura e umidade relativa do ar no periodoedézacdo do experimento foram
constantes e favoraveis ao crescimento fungicaxa de progresso da doenca foi menor
para todos os tratamentos da cv. Kottanadan, ex@t o tratamento Qui-C e CN. O
mesmo ndo ocorreu para a cultivar Bragantina ondeaade progresso foi maior (Figura
6A). Nesse sentido, observou-se que os tratam&mBs Fos-P, Qui-P, Si-C e Fos-C para
a cv. Kottanadan retardaram o progresso do fung#ratmento Qui-C apresentou o
mesmo comportamento do CN, indicando que a quitosao € eficiente para retardar a
taxa de progresso da doenca. Em relacédo a cv. mragatodos os tratamentos avaliados
nao influenciaram a taxa de progresso da doenca.

De acordo com Spdsito et al. (2004) a resistérenatiedades pode ser comparada
por meio da taxa de progresso da doenca, desdeagjy#antas sejam submetidas a
condicOes similares de clima e sob a mesma populze@génica. Os autores observaram
gue as trés variedades @d&rus avaliadas apresentaram a mesma taxa de prograsso d
doenca (R), concluindo-se, entdo, que as variedgdssuem o mesmo nivel de
suscetibilidade a mancha preta dos citros. Taigltees diferem dos encontrados neste
trabalho, uma vez que a cv. Kottanadan apresenémores taxas de progresso da doencga,
ou seja, menor susceptibilidade a fusariose quaodparada a cv. Bragantina.

Os dados do Pl estdo de acordo com os dados dad¢éapaogresso da doenca
(Figura 6 A,B). A cv. Kottanadan apresentou maierigdo de incubacdo do fungo em
todos os tratamentos, com destaque para Fos-FDABOO periodo de incubacédo para os
demais tratamentos da cv. Kottanadan variou erfiree 9000 DAI, incluindo o CN,
indicando que os tratamentos preventivo e curatova Si e Qui ndo influenciaram essa
variavel. Para a cv. Bragantina, o periodo de iac&b foi menor em todos os tratamentos

(entre 60 e 70 DAI). O CN apresentou os primeimsmas de doenca aos 45 DAI, onde



a temperatura média foi de 24°C, a umidade reladivaar foi entre 80 e 85% e a
precipitacéo foi de 0, 16 mm. Embora os controlesitivos (CP) de ambas as cultivares
nao tenham sido inoculados, houve aparecimentoirdensgs da fusariose, sendo o
periodo de incubacédo de 130 dias para a cv. Kattana 90 dias para a cv. Bragantina
(Figura 6B).

Parlevliet (1979) considera que diferencas no geride incubacdo refletem
diferencas na taxa de crescimento do patdgeno speleiro e, consequentemente, na taxa
de progresso da epidemia, sendo um importante coenp® de resisténcia.

Se considerarmos somente as cultivares, observajuesa cv. Kottanadan
apresentou periodos de incubacdo mais longos quia ddragantina, indicando maior
resisténcia quando avaliada por esse parametrosoSlagsultados sdo embasados na
correlacéo negativa entre Pl e AACPDS (r = -0,8p4%,0,0013).

Alguns autores relatam a eficiéncia do Si, Fos e r@uaumento do periodo de
incubacgdo da doenca. Resende et al. (2009), odtivatumento no periodo de incubacéo e
reducdo da infeccdo da antracnose nas folhas ddinimgem suscetivel de sorgo com a
aplicacdo de silicato de célcio no solo. Shettyakt (2012), observaram atraso no
aparecimento dos sintomas e reducdo na severidadwildio pulverulento em roseira
suprida com Si. Em relacdo aos fosfitos, Silvalet(2013), relataram que os fosfitos
também podem reduzir a esporulacdo dos microrgasisipossibilitando com isso a
reducao do potencial de inOGculo dos patdgenos.diagdo a quitosana, a sensibilidade dos
patégenos ao polissacarideo € variada. Alguns esutntiveram resultados satisfatorios
(GURGEL et al. 2005; CAMILLI et al.,, 2007; EL HADRW et al., 2010) engquanto
outros sugerem que os resultados obtidos nao s@tusovos (XU et al., 2007; PINTO et
al., 2010).

4.3. indice de infecciio de McKinney (IDO) e clasereacdo a doenca

De acordo com o indice de infecdo de Mckinney ().928Iculado com base nas
notas da avaliagéo, e com o resultado do testeatt-lnott, foram obtidas quatro classes
de reacdo a doenca entre os tratamentos avaliagkistentes, tolerantes, sensiveis e
altamente sensiveis (Tabela 3).

A resisténcia de plantas & doencgas ocorre por nsacas que impedem ou limitam
a atividade do patdgeno no tecido da planta hosped®or outro lado a tolerancia néo

restringe a infeccdo, colonizacéo e reproducdoalégeno, mas permite a planta manter



sua produg¢do mesmo sob a colonizacdo de seusdqmto patdgeno. Tanto a resisténcia
como a tolerancia sao controladas por mecanismoplegos da planta e do hospedeiro e
podem ser compreendidos sob o ponto de vista dgimb, genético e epidemioldgico
(SCHAFER, 1971, AGRIOS, 2005).

De acordo com Camargo e Bergamin Filho (1995) eio&g(2005), uma das
caracteristicas de resisténcia de um cultivar édagdo da taxa de progresso da doenca
seja pelo menor tamanho das lesGes, maior peratéaté ou pela menor capacidade
esporulativa ao patdégeno. Porém, caracteristicadtigas como presenca ou auséncia de
genes de resisténcia no hospedeiro e genes déndrale aviruléncia no patdogeno séo
importantes no auxilio da caracterizacdo da reagizenca.

Na Tabela 3 e na Figura 6A sédo apresentados okadissi do indice de infeccdo
(IDO) e da taxa de progresso da doenca para ascdiiasres estudadas. Nesse sentido,
pode-se observar que a cv. Kottanadan apresentar mesisténcia ao patdgeno
comparativamente a cv. Bragantina, ambas submeadimlasesmo tipo de tratamento. No
entanto, nota-se que o CN da cv. Kottanadan fesidlaado como tolerante, inferindo-se
que ndo apenas os produtos atuaram na resistériclar@cia da planta, mas também
mecanismos de defesa da prépria planta. Nestecestsdresultados sdo embasados na
correlagéo positiva entre IDO e AACPDS (r = 0,5266;0,4614).

Mesmo em uma espécie vegetal considerada resistefgmnte ou suscetivel a
uma determinada espécie de patdgeno, ha uma \ariagésideravel tanto na
susceptibilidade da planta em relacdo ao patdgeaatq na viruléncia do patégeno em
relacdo a planta (AGRIOS, 2005). Os resultadosigadids por Fetch e Steffenson (1999)
demonstram exatamente essa relacdo. Os autorésaram que dentro de uma escala de
classificacdo de doencas para folhas de cevadallauzs com o fung&ochlobolus
sativus as plantas apresentaram comportamentos diferéxdesudas 1, 2 e 3 indicaram
baixa compatibilidade entre os hospedeiros e ogeatdy enquanto que as mudas 4 e 5
mostram compatibilidade intermediaria e as mudas76,8 e 9 mostram alta
compatibilidade (susceptibilidade). Com base nesltados da escala de notas e no tipo e
tamanho das lesbes, os autores classificaram ataplam resistentes, moderadamente
resistentes, moderadamente suscetiveis e sussefl&$ resultados corroboram com o0s
encontrados para a cv. Bragantina, nos tratamé&nté®s e Qui preventivos, Fos-C e CP e
CN (Tabela 2 e Tabela 3).

Outros autores relatam a reacédo de espécies eaceftide maracuja as principais

doencas causadas pdfusarium oxysporum Fusarium solani e Phytophtora sp



(MENEZES et al., 1994; PIO-RIBEIRO e MARIANO, 199R0ONCATTO et al., 2004 e
FISHER et al., 2005).

Blat et al. (2005), testou 156 acessosGipsicumsp. quanto a resisténcia ao
Oidiopsis taurica sendo 53 considerados resistentes. Emannuum dos 99 acessos
testados, apenas 5 foram resistentes. Nas denyaésies o0 inverso ocorreu. Pata
baccatum 31 entre os 37 acessos foram resistentes &.erhinensel7 dos 20 acessos
foram resistentes, apresentando sintomas carameszpor pequenas manchas necroticas
sem esporulacéo visivel. Esse sintoma e reacaoesatiantes da hipersensibilidade do
hospedeiro ao patégeno, o qual constitui num peksivefetivo mecanismo de defesa
(STADNIK e RIVERA, 2001).

De acordo com Reifschneider et al. (2000), a attaréncia de suscetibilidade em
alguns genadtipos pode ser devido ao intenso procgssdomesticacdo e selecdo, com
possivel erosdo genética e aumento da vulneratididadoencas. Tal fato pode ser uma
explicacdo para a alta susceptibilidade da cv. &raiga aF. solanj também conhecida
guando cultivada em campo.

A dinamica de crescimento do patdégeno na cv. Kattan foi diferente da
dindmica de crescimento na cv. Bragantifa. solani f. sp. piperis é considerado
monociclico, mas provoca uma epidemia poliéticaseja, apesar de produzir apenas um
ciclo de infeccéo por ano e o progresso da doemcaagla ano ser considerado linear, a
incidéncia de plantas infectadas aumenta a umactasaente, de ano para ano.

Agrios (2005) relata que quando um mesmo agentg@aico € inoculado em duas
variedades ou cultivares de uma mesma planta hespedima cultivar é suscetivel
enguanto a outra é resistente ao mesmo patdgehfatdandica que uma cultivar possui
uma caracteristica genética que lhe permite sexdefeontra o patdgeno (e ser resistente),
enquanto a outra cultivar ndo. Entretanto, condic@®bientais e de cultivo favoraveis,
aliadas a nutricdo adequada, resultam em uma adespsceptibilidade) ou ndo-infeccao
(resisténcia) em cada interacdo patdégeno x hospedmié-determinada pelo material

genético do patdégeno e do hospedeiro.



5. CONCLUSOES

A cv. Kottanadan apresentou maior nivel de resisiéa doenca, considerando o
maior periodo de incubacdo e as menores taxas atgepso, indices de infeccao,
incidéncia e severidade da doenca.

Todas as plantas suplementadas com Silicio, Fosfi@uitosana, de ambas as
cultivares, apresentaram melhor comportamento quaswmparadas aos respectivos
controles negativos. Entretanto, o efeito do Fosfgguido pelo Silicio, agindo direta ou
indiretamente sobre a planta, foi maior quando @ago ao da Quitosana.

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

controle da doenca para ambas as cultivares.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as respobiamétricas de plantas de pimenta-do-
reino, cultivares Kottanadan e Bragantina, inocatadomF. solani f. sp. piperis e
suplementadas com produtos alternativos (Silicisfito e Quitosana), em dois modos de
aplicacdo. O experimento foi realizado em Delineamem Blocos Casualizados (DBC),
com 3 fatores e 4 controles e as avaliagOes foestasfpelo teste de agrupamento de Scott-
Knott. Todos os dados foram submetidos a analiseadéncia (ANOVA) por meio do
software Genes 3.1. Plantas de pimenta-do-reino @bnmeses de idade foram
transplantadas para vasos com capacidade para e ¢oram aclimatadas até
completarem 6 meses de idade, quando iniciou-seagab dos produtos. Os produtos
Silicio, Fosfito e Quitosana foram adicionados wasos 30 e 15 dias antes da inoculagéo
(aplicacdo preventiva) e 15 e 30 dias apos a iagéol (aplicacdo curativa). Aos 180 dias
apos a inoculacdo, foram avaliados comprimentol, ta@mprimento da parte aérea,
comprimento da raiz, volume de raiz, massa de maff@sca total, massa de matéria
fresca da parte aérea, massa de matéria fres@zgdanassa de matéria seca total, massa
de matéria seca da parte aérea, massa de mat&idaseaiz, diametro do caule e nimero
de folhas. Menores valores de biometria e prodagabiomassa foram observados para a
cv. Bragantina em todos os tratamentos. Essestadesl foram embasados pelas
correlacdes negativas entre os parametros e dadsmieida doenca. Independente da época
de aplicacédo dos produtos, a cv. Kottanadan foionerietada pela doenca em todos os
parametros avaliados. Fosfito e Silicio sdo maisiegites para a supressividade da
fusariose e inducao de resisténcia para a cv. iadtn, pois mantiveram a producdo de

biomassa mesmo em condi¢des de estresse.

Palavras-chave: Biomassa ¢ controle alternativo ¢ crescimento safiose ¢ nutricdo

mineral sPiper nigrums



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate thematric responses of black pepper plants,
cv. Kottanadan and Bragantina, inoculated #ttsolanif. sp. piperis and supplemented
with alternative product (Silicon, Phosphite andt@an). The experiment was performed
under greenhouse conditions following a randomiziedk design (RBD), with 3 factors
and 4 controls. The evaluations were made usingrihgping test of Scott-Knott. All data
were submitted to analysis of variance (ANOVA) gs@®enes 3.1 software. Four-months-
old black pepper plants were transplanted in 5-ts fone plant per pot), and acclimated
until six-months-old, when the products were ampliehe products Silicon, Phosphite and
Chitosan were added in each pot 30 and 15 daysébé¢f® inoculation (preventive
application) and 15 and 30 days after the inocahafcurative application). 180 days after
inoculation (DAI), total length, aerial part lengtfoot length, root volume, total fresh
matter mass, shoot fresh matter mass, root frestemaass, dry matter mass, total dry
matter mass, root dry matter mass, stem diamettmamber of leaves were evaluated.
Lower values of biometry and biomass productioneaasserved for cv. Bragantina in all
treatments. These results were based on the negaiivelations between the parameters
and the disease severity. Regardless of the wayptbducts are applied, the cv.
Kottanadan was less affected by the disease ipaalimeters evaluated. Phosphite and
Silicon are more efficient for the suppressivityfa$ariosis and induction of resistance for
the Kottanadan cultivar, since they maintained lileemass production even under stress

conditions.

Keywords: Biomass ¢ alternative control « growth « fusarsosimineral nutrition Piper

nigrume



1. INTRODUCAO

A fusariose, também conhecida por podriddo-do-pdrigdo-das-raizes e mal-de-
mariquita € a principal doenca da cultura de piaeda-reino Piper nigrumL.), de
ocorréncia restrita ao Brasil (KIMATI et al., 199VRINDADE e POLTRONIERI, 1997;
TREMACOLDI, 2010). O agente causal da fusarioseFéigarium solan{Mart.) Appel &

Wr. emend. Snyd. & Hans. f. gpiperis Albuquerque (Teleomorfilectria haematococca
Berk. & Br. f. sp.piperisAlbug.) (DUARTE et al., 2005).

A doenca é responsavel por dizimar lavouras irgeibetectada primeiramente no
Estado do Pard em 1960, a fusariose esta, atua@ndiaseminada em todos os Estados
produtores de pimenta-do-reino. Desde a constatdgdpatogeno no Para, mais de 10
milhdes de pimenteiras morrem por ano (DUARTE et28105).

Entretanto, mesmo doencas tdo devastadoras comsamose ndo sdo totalmente
estudadas, e as técnicas de prevenc¢do e combstle@autras doengas ndo sdo totalmente
eficientes (SILVA et al. 2011). Como consequénaiajclo produtivo da cultura que dura
em meédia 12 anos foi alterado, tornando-se mai®,caom uma média de cinco a seis
anos de sobrevivéncia em area de ocorréncia dacaogEMOS et al.,, 2011). A
severidade das doencgas causadas-psariumspp. esta condicionada a fatores favoraveis
tais como: temperatura, umidade, plantio em sotescsos, presenca de nematoides,
ocorréncia de pH baixo e adubacdo com baixo tepotissio, além da falta de resisténcia
do hospedeiro (SANTOS, 2008).

As doencas de plantas sdo um dos principais falionéantes na produtividade e
producdo agricola. A maioria dos produtores utiigandes quantidades de defensivos
agricolas para o controle de doencas de plantaspaleecendo que a nutricdo mineral tem
um papel importante no controle dessas doencas BAIMM e VENTURA, 2012).
Plantas que sofrem estresse de nutrientes saosusieptiveis, enquanto aquelas com
nutricdo adequada tornam-se tolerantes ou resstardoencas. A resisténcia de plantas as
doencas esta relacionada principalmente a genéiiteetanto, a capacidade de expressar
a sua resisténcia genética a um determinado paiGgdortemente afetada pela nutricao
mineral (ZANAO JUNIOR, 2012).

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

exigéncia exata dos nutrientes para o crescimetidguado e o desenvolvimento de



pimenta-do-reino ndo estd elucidada. Estudos sobtgentes em plantas de pimenta
enraizadas, com cerca de trés meses e quatro @ folhas, mostraram que o nutriente
mais requerido foi o N, seguido por K e Ca. Os amatrientes mais utilizados foram Fe,
Mn, Zn e Cu. Embora existam diferencas signifiadiventre as cultivares quanto a
utilizacdo de nutrientes, estudos realizados mmsiraque o0 manejo adequado de
nutrientes na cultura de pimenta-do-reino é esaknpiara plantas saudaveis
(SADANANDAN, 2000).

Apesar da nutricdo de plantas determinar, em grpadie, a sua resisténcia ou
susceptibilidade a doencas, sua estrutura morfrdogil histolégica, a funcéo de tecidos
para rapida ou lenta patogénese, a agressividadérevivéncia do patdégeno, o método
quimico ainda é o mais utilizado para o controls m@meras enfermidades de plantas.
Contudo, uma pratica alternativa € manejar a ragrngineral para aumentar a resisténcia a
doenca (MARSCHNER, 1995).

Até o momento, ndo ha tratamento quimico eficazraomF. solanif. sp. piperis
nem tampouco cultivares de pimenta-do-reino redistea fusariose (TREMACOLDI,
2010). Entretanto, métodos ou produtos alternatita sido parcialmente testados
visando o aproveitamento de suas atividades atit@s (fungicidas e fungistaticas) no
controle de doencas de plantas.

As fontes minerais contendo silicio (Si) vém seegtensivamente utilizadas com
este propoésito. Ainda assim, o efeito do Si norobatde doencas de plantas, seu modo de
acdo e sua atuacdo na epidemia de diversos p&assss ainda ndo estao totalmente
esclarecidos. Existem na literatura muitos estudostrando que o suprimento de Si, seja
via solo, foliar ou solucdo nutritiva, a varias &ips de mono e dicotileddneas, tem
contribuido de forma significativa para reduzir rdensidade de varias doencas de
importancia econémica (BELANGER et al., 1995; ZAMB® e VENTURA, 1996;
FAUTEUX et al., 2005; RODRIGUES e DATNOFF, 2005; DROFF et al., 2007).

A importancia da aplicagdo de Si para as planta@sreacionada principalmente ao
aumento do crescimento e producéo vegetal por deiarias acdes indiretas, deixando
as folhas mais eretas com diminuicdo do auto sammeto; reducdo do acamamento;
maior rigidez estrutural dos tecidos; protecdo reomistresses abioticos; diminuicdo na
incidéncia de patégenos; e aumento na prote¢daacbetbivoros, incluindo os insetos
fitéfagos (EPSTEIN, 1994; MARSCHNER, 1995).

Ha poucos estudos sobre os efeitos do silicio easconento das plantas, com a

maior parte das publicacdes tratando de aspectosionais e do papel benéfico desse



elemento na resisténcia a estresse bidtico, comtualeavaliagdo da produtividade final
do cultivo (LAVIOLA et al., 2007; POZZA et al., 20D Entretanto, Epstein (1994), relata
que dentre os beneficios relacionados a adubaléatasia, podem ser mencionados o
aumento da massa seca da parte aérea e das Saivast et al. (1997), demonstraram que
0 Si aumenta o crescimento e o desenvolvimentdatdgpcom correspondente acréscimo
na produtividade, além de controlar varias enfeaaés do arroz. Outros efeitos indiretos
do uso de silicio incluem o aumento no teor deofiler, atraso na senescéncia; reducao da
toxidez de alguns minerais; interacdes positivas tartilizantes, entre outras (EPSTEIN,
1994; MARSCHNER, 1995; SAVANT et al., 1997).

Outro produto bastante utilizado no controle dengae de planta é o fosfito. Sdo
compostos derivados do acido fosforoso que poderos®inar com elementos como
potassio, calcio, magnésio, manganés, aluminim@ziTais compostos caracterizam-se
por possuirem consideravel acédo fungicida, porseéem fitotoxicos quando utilizados em
concentracdes adequadas (COHEN e COFFEY, 1986) espimmular o crescimento das
plantas (NOJOSA et al., 2005). Embora, muito rardmeha relatos do efeito benéfico do
fosfito sobre o crescimento e desenvolvimento d&sta@s, como 0 aumento da intensidade
floral, producéo, tamanho e qualidade dos fruto®\(ATT e MIKKELSEN, 2006). E
possivel que os efeitos benéficos do fosfito salrplantas sejam, de forma indireta, pela
supresséo de patégenos que, mesmo em baixos déveisencas, sem sintomas visiveis,
seriam suficientes para reduzir a producao, o icnestto e o desenvolvimento das plantas
(MC DONALD et al.,2001).

Os fosfitos apresentam acao sistémica acropetasipdial e atuam na supresséo de
doencas foliares e radiculares (GUEST e GRANT, L981sistemicidade dos fosfitos
permite que esses possam ser aplicados via pugédzfoliar, fertirrigacdo, imersao de
mudas, injecao e pincelamento de 6rgaos afetad®STRO et al., 2008).

A efetividade direta dos fosfitos contra fungosiestiacionada principalmente ao
ion fosfito que parece ter acdo direta sobre ogeaid (PEREIRA et al., 2012). Além
disso, os fosfitos também podem reduzir a espdaldgs microrganismos, possibilitando
com isso a reducdo do potencial de inéculo dosgpatis (SILVA et al., 2013). Outra
grande vantagem da utilizacdo dos fosfitos refera-sapacidade de estimular a formacéo
de fitoalexinas, uma substancia natural de autesdefla planta (DERCKS e CREASY,
1989). Produtos a base de fosfitos sdo comerailmlizao Brasil como fertilizantes foliares
possuindo acdo no controle de varias doencas (NWEQNTO et al, 2008;
PASCHOLATI et al., 2014). Segundo Pegg et al. (1985 fosfitos apresentam eficacia



similar ao Fosetil-Al. Acredita- se que o fosfitejas formado no interior na planta, em
funcdo da aplicacdo de Fosetil-Al e que esse sejangponente ativo desse fosfonato
(SAINDRENAN et al., 1990).

Outra medida para o manejo da fusariose € o udordes de matéria organica
(hidrolisado e emulsdo de peixe, carapagca de cewmdde quitosana) incorporadas ao
substrato e/ou solo para a inducédo de supresseidzss$as fontes de matéria organica séo
relatadas controlando doencas causadas tanto pyepas da parte aérea (BAUTISTA-
BANOS et al., 2006; Di PIERO e GARDA, 2008) quamelos habitantes de solo
(DOMINGUES, 2006; VISCONTI, 2008; MUNOZ et al., 280

A quitosana é a forma desacetilada da quitinarmdarm polimero biodegradavel.
Na agricultura, a quitosana tem ganhado espe@antab em funcéo de suas propriedades
fungistatica e fungicida, além da habilidade deumdresisténcia sistémica adquirida em
plantas, com producdo de compostos de defesa, csnpmlifendis (MAZARO et al.,
2008), inducao da producgéao de quitinases e el@ta@ producéo de fitoalexinas no tecido
do hospedeiro (CAMILLI et al., 2007). O poder antimbiano da quitosana depende de
varios fatores, tais como; o grau de desacetilzagp@&so molecular, pH do meio e
temperatura (DEVLIEGHERE et al., 2004). Poucas asigpesquisas sobre o efeito da
guitosana no desenvolvimento de plantas. No entdetacordo com Otha et al. (2000) e
Rabea et al. (2003), a quitosana possui na suditcag&o quimica entre 6,89 a 8,7% de
nitrogénio, o que pode promover aumento no crestimeegetativo e reprodutivo em
algumas plantas. Otha et al., (2004), estudandatgdaornamentais, verificaram que a
quitosana proporcionou maior producdo de matéda edresca da parte aérea e da raiz e
uma floracéo antecipada em comparacao com os déaisentos.

Nesse contexto, avaliar as respostas biométricgdageas de pimenta-do-reino,
cultivares Kottanadan e Bragantina, inoculadas cBm solani f. sp. piperis e
suplementadas com produtos alternativos (Silicisfito e Quitosana), em dois modos de

aplicacéo.



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e cultivo

Mudas de pimenta-do-reino, cv. Kottanadan (KOT)rag@ntina (BRA), com 4
meses de idade, foram obtidas do Viveiro Pingo deo@Cérrego do Giral, Jaguaré-ES),
credenciado pelo Registro Nacional de Sementes @adlu Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (RENASEM). As mudas foteansplantadas para vasos
plasticos com capacidade para 5L e tutoradas emasstle madeira medindo 2%mlm
de comprimento. Todos os vasos foram devidamembeamos sob pallets de madeira para
evitar contato direto com o solo ambiente.

O desenvolvimento das plantas ocorreu em vivewm sombrite a 50%, situado
no Centro Universitario Norte do Espirito Santo,jvdrsidade Federal do Espirito Santo
(CEUNES/UFES). Neste periodo, as plantas foramadas diariamente e nos meses mais
quentes, a irrigacao foi feita duas vezes ao di@s Vezes por semana, as plantas foram
irrigadas com 100 mL de solucdo nutritiva 2 com %00e forca idnica (adaptado de
FERNANDES et al., 2002). Esse procedimento foiizadb até as plantas completarem 6
meses de idade, quando iniciou-se a aplicacdordosijos de controle da fusariose. Apos
a aplicacéo dos produtos, as plantas receberam_Sferaolucéo nutritiva, duas vezes por
semana, até o fim do experimento, por 6 meses (ANEX

Aos 5 meses de idade, as plantas foram podada®renhisel, entre o quarto e

quinto ramo plageotropico, para estimular a braidgéeral e formacéo da copa.

2.2. Tratamento do solo

O solo utilizado para cultivo das plantas foi edv da Fazenda experimental do
Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUWBFES) e classificado como
Planossolo Héaplico, franco argilo arenoso, faseveeplano (NICOLE, 2014).

A solarizacdo foi baseada em Ghini (2004) e reddizaor um periodo de 3 meses.
A calagem foi feita de acordo com a recomendacdmdhlse de solo. Para a adubacéo do
m® de solo foi utilizado 3,12kg CaNO2,3kg NHH,PO,, 750g KCI, 400g MgS§) 399
CuSQ, 92g HBO3, 91g MnSQ e 340mg ZnSQY(Adaptado de PREZOTTI et al, 2007).



2.3. Produtos alternativos de controle da fusariose

A fonte de fosfito utilizada foi Fosetyl-Al (Bay®re seguiu a dose recomendada
para a cultura do café, correspondendo a 2,0 kgrdduto comercial/hectare (1000
plantas). De acordo com a Embrapa (2004), 1 hedey@menta-do-reino corresponde a
1600 plantas.

A fonte de silicio foi o Silicato de Calcio (Aldhic Chemistry), e a dose
recomendada foi de 1g/kg de solo (ACCIOLY et all20 Silicio e fosfito foram diluidos
em agua destilada para serem adicionados aos @astés pontos previamente marcados
ao redor do coleto da planta. Os produtos forantags utilizando-e uma seringa com
volume de 10 mL.

A dose de Quitosana (Fagfrutilizada foi de 1g/kg de solo (baseada em PINTO
et al.,2010 e BENCHIMOL et al. 2006). Por ser igsel em agua, sua adicdo aos vasos
foi na forma de pd, em trés pontos previamente agax ao redor do coleto da planta.

Os produtos foram adicionados aos vasos em dugsi@j@s: antes da inoculacao
do fungo (preventivo) e apds a inoculacdo (curativA aplicacdo dos produtos
preventivamente ocorreu 30 e 15 dias antes da legim e a aplicacdo curativa foi
realizada 15 e 30 dias apods a inoculacao.

Os controles positivo (sem inoculacdo) e negateoon(inoculacao) néo receberam

0s produtos.

2.4. Material biologico e cultivo

Foi utilizado o isolado d&usarium solanif. sp. piperis CML 2466, da Colecdo
Micoldgica de Lavras, Universidade Federal de LawaMG. O fungo foi mantido em
placas de Petri contendo o meio BDA (Batata Degtrdbgar), a 4°C. Para a inoculacao,
discos de 5 mm da cultura pura foram transferidoa placas de Petri, contendo 0 mesmo
meio. As placas foram incubadas a 25°C em B.O.@cfi@mical Oxygen Demand), com
fotoperiodo de 12h, por 15 dias.

De acordo com Vaz (2013), o nivel de patogenicidimlésolado CML 2466 € 9,
baseado na escala de notas proposta por Ventur@, (280 publicado) (Tabela 1).



Tabela 1: Escala de notas para avaliagéo da fesagioPiper nigrum causada pdf. solanif. sp.piperis

Nota Descricdo

1 Sem sintomas perceptiveis

2 Sintomas muito leves no ponto de inoculagdo gle&mm)

3 Algumas folhas cloréticas, les@es nos entrends(Bim)

4 Folhas com clorose (lesdo 15-20 mm)

5 Plantas com sintoma de murcha e clorose (les&b 20m)

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

7 Clorose, murcha e necrose limitada em cerca ded#¥folhas e queda
dos entrends (lesdo 30-35 mm)

8 Sintomas severos ocorrem a queda dos entresde (685 mm)

9 Sintomas de desfolha severa, clorose e murcha &erd@s folhas ou

mais. Plantas mortas

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

A suspensédo de esporos Flesolanifoi preparada pela adicdo de 20 mL de agua
destilada esterilizada a cada placa contendo oofusgndo estas raspadas com alca de
Drigalsky, para uma eficiente extracdo dos esp@daSontagem de esporos foi realizada
em Camara de Neubauer e a suspensao foi ajustemdama concentracdo de®sporos

por mL™.

2.6. Inoculacao dos vasos

Um volume de 10 ml da suspensdo de esporos na rdoeg#o citada foi
adicionado a cada vaso, proximo ao coleto dasgdaitos vasos do tratamento controle
positivo foi adicionado 10 ml de agua destiladaerstada (ANEXO 6).

Apés a finalizacdo do experimento, o patdgeno &salado com o intuito de
completar o Postulado de Koch (ANEXO 7).

2.7. Parametros Biométricos

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

reino apos 180 dias da inoculacdo cbmsolanif. sp piperis todos os vasos de cada



tratamento e variedade foram utilizados. Cada alfoitseparada em parte aérea e raiz. O
comprimento da parte aérea (CPA) foi obtido comilauxde uma régua graduada,
medindo da base do coleto da planta até o apiddtidaa folha. O comprimento da raiz
(CRZ) foi realizado, medindo-se da base do colétoaaponta da raiz e o comprimento
total (CT) foi a soma de CPA e CRZ. O diametro dale (DC) foi medido com
paquimetro digital (DigimeS3. O volume da raiz (VR) foi calculado por meio método

da proveta, pela diferenca entre o volume inicia @&nal, apés a insercdo das raizes
(LAURETT et al. 2017). O numero de folhas (NF) dbitido por meio de contagem direta.
Posteriormente, cada parte da planta foi lavadsdaee, acondicionada em sacos de papel
devidamente identificados. A secagem do materia@irea em estufa com circulagcéo
forcada de ar, durante 72 horas a 60°C. As respscthassas (massa de matéria fresca
total — MFT; massa de matéria fresca da parte aeMBPA; massa de matéria fresca da
raiz — MFR; massa de matéria seca total — MST,; andesmatéria seca da parte aérea —
MSPA e massa de matéria seca da raiz — MSR) foederrdinadas em balanca digital de
precisdo (0,0001 g) e expressas em g.plafWALSON et al., 1999) (ANEXO 13).

2.8. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em Delineamento em @&oC€asualizados (DBC),
com 3 fatores e 4 controles. O primeiro fator repmtado pelas cultivares (cv.)
Kottanadan (KOT) e Bragantina (BRA), o segundo rfatpresentado pelos produtos
silicio, fosfito e quitosana (Si, Fos e Qui) e ccé@ro fator representado pela época de
aplicacao: preventiva (P) e curativa (C). Apesas ttatamentos serem compostos por 3
fatores e seus respectivos niveis, a analise eneesgfatorial limitaria a comparagdo com
0Ss controles positivo e negativo para cada cultivessim, na analise de variancia,
desconsiderou-se os efeitos dos fatores e suaagaes e, no desdobramento da mesma,
realizou-se teste de agrupamento de Scott-Knotanfraitilizadas 3 repeticdes, totalizando
48 parcelas, com 10 plantas por parcela (Figurd&ada o estudo das relagdes entre as
variaveis, foram realizadas andlises de correligéar de Pearson (r). A significancia das
correlacdes foi analisada pelo teste “t” de Stuéemnivel de 5% de probabilidade. Todos
os dados foram submetidos a anélise de varian®#{AA) por meio do software Genes
3.1 (CRUZ, 2016).



Figura 1: Disposi¢céo dos tratamentos em viveircaliazado no Centro Universitario Norte do Espif@anto
(CEUNES/UFES).

KOT - Kottanadan; Bra — Bragantina

CP — controle positivo (sem in6culo); CN — contnaégativo (com inéculo)

Fos-P = fosfito preventivo; Si-P = silicio preventi Qui-P = quitosana preventivo
Fos-C = fosfito curativo; Si-C = silicio curativui-C = quitosana curativo



3. RESULTADOS

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

Observou-se diferenca significativa (P01) para os parédmetros biométricos
avaliados referentes a MFT, MFPA, MFR e NF (FigdiraMaiores valores de MFT foram
observados para a cv. Kottanadan em todos os &atamn em comparacdo a cv.
Bragantina. Para a MFT da cv. Kottanadan todosat@mentos foram semelhantes ao CP,
mas diferiram do CN. Para a cv. Bragantina, oatnantos Qui-P, Si-C e Fos-C foram
semelhantes ao CP, mas diferiram do CN. Os trata®edi-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 todograkamentos e nos controles
positivo e negativo, comparativamente a cv. Braganb1,4% para Si-P; 53,4% para Fos-
P; 36,3% para Qui-P; 29,7% para Si-C; 37,5% paraEo16,1% para Qui-C; 34,1% para
CP e 55,1% para CN (Figura 2B). Considerando aKoftanadan, observa-se que 0s
tratamentos Si-P, Fos-P, Qui-P e Fos-C foram seantdh ao CP e diferiram do CN. Os
tratamentos Si-C e Qui-C foram menores que o Ginelhantes ao CN. Em relagéo a cv.
Bragantina, observa-se que os tratamentos Qui-e,e5iFos-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 garac&o a cv. Bragantina:
32,3% para Si-P; 43,4% para Fos-P; 25,9% para QU8R % para Si-C; 31,7% para Fos-
C; 16,7% para Qui-C; 54,1% para CP e 38,1% paraEdhetanto, para a cv. Kottanadan,
todos os tratamentos apresentaram valores de MFRregeque os observados para o CP.
Apesar disso, os tratamentos Fos-P, Qui-P, Si-@s(-apresentaram valores maiores
guando comparados ao CN. Os tratamentos Si-P € Quiam iguais ao CN. Nao houve
diferenca entre os tratamentos e 0s controlesgpevaBragantina (Figura 2C).

Maior NF foi observado para a cv. Kottanadan empamagdo a cv. Bragantina.
Entretanto, ndo houve diferenca entre os trataraestas controles para ambas as

cultivares (Figura 2D).



Figura 2: Massa de matéria fresca total (MFT) -m&ssa de matéria fresca da parte aérea (MFPA) — B;
massa de matéria fresca da raiz (MFR) — C e nuderolhas (NF) — D das cultivares Kottanadan (K@T)
Bragantina (BRA), suplementadas com silicio, foséitquitosana, preventivamente (Si-P, Fos-P e Quai-P
curativamente (Si-C, Fos-C e Qui-C). Todas as pfafdram inoculadas coRusarium solanf. sp.piperis
exceto o controle positivo (CP). Médias seguidasndama letra mindscula na coluna nao diferem esntre
pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 1%radleapilidade. As barras representam o erro padso d
média.

Houve diferenca significativa para as caractedsti€T, CPA, CRZ, VR e DC
(p 0,01), com maiores valores para a cv. Kottanadampaoativamente a cv. Bragantina
(Figura 3).

Em relagdo ao CT, para a cv. Kottanadan, apesatrat@snentos e dos controles
apresentarem médias iguais estatisticamente, aasee/maior comprimento total para as
plantas tratadas com Si-P e Fos-P. As plantas dBragantina néo diferiram em relacao
aos tratamentos e aos controles (Figura 3A).

Maior CPA foi observado para os tratamentos Sid3-F e Fos-C, seguidos por
Qui-P, Si-C e Qui-C e pelos controles positivo gatiwo para a cv. Kottanadan. Para a cv.

Bragantina, maior valor de CPA foi observado pattat@amento Fos-C, seguido por Fos-P,



Qui-P, Si-C, Qui-C e o CP. O tratamento Si-P e o &esentaram 0s menores valores
para CPA (Figura 3B).

Apesar do CRZ apresentar maiores valores parakaitanadan em comparacao a
cv. Bragantina, ndo houve diferenca entre os tratéms e os controles, tanto para a cv.
Kottanadan quanto para a cv. Bragantina (Figura 3C)

Em relagéo ao VR, ndo houve diferenca entre oanieitos e os controles para a
cv. Kottanadan, apesar dos tratamentos Qui-P eCFeso CP apresentarem valores
maiores em comparacdo aos demais tratamentos. egalorenores de VR foram
observados para a cv. Bragantina. O VR foi maioa pacv. Kottanadan para a maioria
dos tratamentos e para 0s controles positivo e tivegguando comparado a cv.
Bragantina: 26,1% para Si-P; 34,5% para Fos-P;%8%ara Fos-C; 25,8% para Qui-C;
39,9% para CP e 35,7% para CN (Figura 3D). Estaisente, os tratamentos Qui-P e Si-
C foram iguais para ambas as cultivares. Entretandéovalores de VR para a cv.
Kottanadan foram maiores em 23,7% e 6,1%, resgaodnte, em relacdo a cv.
Bragantina.

Em Kottanadan, o DC diferiu significativamente agmepara o tratamento Qui-P e
o0 CN. Os demais tratamentos foram iguais estais@nte para ambas as cultivares
(Figura 3E).



Figura 3: Comprimento total da planta (CT) — A; goimento da parte aérea (CPA) — B; comprimento de
raiz (CRZ) — C; volume de raiz (VR) — D e didmetim coleto (DC) - E das cultivares Kottanadan (K@T)
Bragantina (BRA), suplementadas com silicio, foséitquitosana, preventivamente (Si-P, Fos-P e Quai-P
curativamente (Si-C, Fos-C e Qui-C). Todas as pfafdram inoculadas coRusarium solanf. sp.piperis
exceto o controle positivo (CP). Médias seguidasndama letra mindscula na coluna nao diferem esntre
pelo teste de agrupamento de Scott-Knott, a 1%raleapilidade. As barras representam o erro padado d
média.

As massas de matéria seca também apresentaramndédesignificativa (p0,01)
em ambas as cultivares (Figura 4). Maiores valdeeMST foram observados para a cv.
Kottanadan para todos os tratamentos, exceto patadsie ndo apresentou diferenca

estatistica em relacdo a cv. Bragantina (Figura PAja a cv. Bragantina, o menor valor



de MST foi observado para o tratamento Si-P. Osatkertratamentos mostraram-se
semelhantes aos controles.

Para a cv. Kottanadan, a MSPA apresentou maioleseganos tratamentos com
Fos-P, Qui-P, Fos-C e Qui-C e nos CP e CN. Menaikeses de MSPA foram observados
nos tratamentos Si-P e Si-C. Para a cv. Braganiums os tratamentos e 0s controles
apresentaram maiores valores de MSPA, exceto &rPrelacdo a diferenca entre as
cultivares, Kottanadan apresentou melhores resmdtatk MSPA em comparacdo a
Bragantina: 42,6% para Si-P; 42,8% para Fos-P;%43a&ra Qui-P; 36,4% para Fos-C;
27,2% para Qui-C; 28,1% para CP e 29,3% para Chw @&ratamento com Si-C, apesar
de ndo apresentar diferenca estatistica entre ligaoes, observou-se que para a cv.
Bragantina, valores de MSPA 10,8% maiores foramdobt comparativamente a cv.
Kottanadan (Figura 4B).

Os valores de MSR foram maiores para a cv. Kot@maan comparacéo a cv.
Bragantina: 65,9% para Si-P; 56,9% para Fos-P;%4(ara Qui-C; 42,9% para Si-C;
47,5% para Fos-C; 20,1% para Qui-C; 45,7% para (B,8% para CN. Entretanto, o
tratamento Qui-C e o CN n&o foram consideradosdiifes estatisticamente (Figura 4C).
O comportamento das cultivares em relacdo aos mwedrevelou que para a cv.
Kottanadan, os maiores valores de MSR foram obdesvaa presenca de Si-P, Fos-P,
Qui-P e Si-C. Para a cv. Bragantina, todos osnrat@os apresentaram comportamento
semelhante aos CP e CN, exceto Si-P e Fos-C, camragevalores para MSR (Figura
4C).



Figura 4: Massa de matéria seca total (MST) — Assaale matéria seca da parte aérea (MSPA) — Asamas
de matéria seca da raiz (MSR) — B das cultivaresakadan (KOT) e Bragantina (BRA), suplementadas
com silicio, fosfito e quitosana, preventivamer@eR, Fos-P e Qui-P) e curativamente (Si-C, Fos@ui

C). Todas as plantas foram inoculadas ¢amarium solanif. sp. piperis, exceto o controle positivo (CP).
Médias seguidas da mesma letra mindscula na caléoadiferem entre si pelo teste de agrupamento de
Scott-Knott, a 1% de probabilidade. As barras regmtam o erro padrédo da média.



4. DISCUSSAO

Analisando-se os parametros biométricos, no genalhores resultados foram
observados para a cv. Kottanadan quando comparasa Bragantina. Tais dados sdo
embasados pela correlacdo negativa entre todosrasiptros analisados e a severidade da
doenca: CT (r =-0,7697; p = 0,0536); CPA (r = 835, p =0,3479); CRZ (r = -0,8689; p
= 0,0018); VR (r = -0,838; p = 0,0064); MFT (r =8633; p = 0,0023); MFPA (r = -0,88;
p = 0,001); MFR (r = -0,836; p = 0,0069); MST (r&;7373; p = 0,1175); MSPA (r = -
0,7319; p = 0,1325); MSR (r = -0,6904; p = 0,3098}; (r = -0,7873; p = 0,0332).

De acordo com Marschner (1995), Epstein (2001) dawddta (2006), o Si é
considerado um elemento importante as plantas, quoifere aumento da resisténcia ao
atague de pragas e doencas, aumento na capacidesk&rftetica, aumento do numero de
folhas, do diametro do caule e do tamanho dasgdaatitre outras caracteristicas.

Apesar de o Si ter estimulado a esporulagéo eszionento micelial d€&. solanif.
sp. piperis em testesin vitro (D’ADDAZIO et al., 2016), em condi¢cdes de viveiro
apresentou comportamento favoravel ao controle wsaribse em pimenta-do-reino
(Capitulo 3 - figura 5 A,B), com maiores valoresMET, MFPA, NF, CT, CPA, CRZ,
VR, MSPA e MSR para a cv. Kottanadan, em comparac@we. Bragantina (Figura 2
A,B,D; Figura 3 A-D e Figura 4 A-C).

De acordo com Deren et al. (1994), as plantasatifdrastante na sua capacidade
de absorver o Si, até mesmo entre gendtipos denuesama espécie. Em arroz, trigo e
cevada, a absorcéo de Si € um processo ativo (OK&JDAKAHASHI, 1962; RAINS et
al., 2006). Algumas dicotiledéneas como pepino,amemorango e soja absorvem o Si
passivamente (TAKAHASHI et al., 1990; MA et al.,029. O Si é transportado das raizes
para a parte aérea pelo xilema e ap6s ser depmsitada-se imovel (BALASTRA et al.,
1989). Baseando-se nesses autores, nos resulthdes/ados para a cv. Bragantina e
considerando que a pimenta-do-reino € classificadano uma Eudicotiledonea
(DONOGHUE e DOYLE, 1989; LOCONTE e STEVENSON, 19¢MBRAPA, 2004) e
na capacidade de. solanif. sp.piperisinvadir os vasos xilematicos, inferimos que a cv.
Bragantina ndo apresentou capacidade de absorggio do

Resultados similares foram descritos por Ferré@®9), avaliando o efeito do Si
no controle da mancha-aquosa em meloéhac(gmis meld..). De acordo com o autor, a

altura da planta aumentou 9,15% ap0s inoculagcao @dbactériaAcidovorax avenae



subsp.citrulli e tratadas com Si. Lopes (2006) verificou ganhoadtuwra de copa em
tomateiros inoculados coffusarium oxysporuni sp.lycopersicie tratados com silicato
de célcio, correspondente a 9,8% em relacéo aoreaito controle. E importante observar
que o calcio presente no silicato de célcio (fodwa&i utilizada no presente trabalho) tem
atuacdo na divisdo e expansao celular (destacaedoirmento radicular), na formacéo e
funcionamento de parede celular, na ativacdo dersh¢ enzimas e proteinas e como
mensageiro secundario em varias respostas dasplansinais ambientais e hormonais
(MA e YAMAJI, 2008; TAIZ e ZEIGER, 2013).

Outros autores corroboram com resultados favoraeeisso do Si. Diogo e Wydra
(2007) observaram que plantas de tomateiro trateolaisSi e inoculadas com a bactéria
Ralstonia solanacearumapresentaram um aumento na matéria seca da gaga am
243% em relacdo as plantas inoculadas nao tratBdason & Wydra (2004) relataram
um efeito de “tolerancia” ao patdégeno em plantaseativeis de tomateiro infectadas com
Ralstonia solanacearura cultivadas em hidroponia. Os autores relacionaraefeito de
tolerancia ao ganho em matéria seca pelas plaratslas com Si. Chérif e Bélanger
(1992) verificaram que plantas inoculadas comPythium spp. e tratadas com Si
aumentaram a matéria seca de raizes e parte aéneacdmo o numero de frutos,
especialmente frutos com padrbes de qualidade gameercializacdo, em relagdo ao
tratamento controle inoculado e sem Si. Zanao Jdugtial. (2009) relataram que a maior
producdo da matéria seca da parte aérea, menoridsele final da mancha-parda
(Bipolaris oryzag e menor area abaixo da curva do progresso dahagrarda na cultura
do arroz foram obtidos com a aplicacéo do Si via.d0e acordo com Agarie et al. (1998)
e Zanao Junior (2007), a maior producdo de masé&ta da parte aérea das plantas que
receberam Si via solo pode ter ocorrido pela m&hoe arquitetura da planta e no
aproveitamento da agua promovida pelo Si.

A acéo do fosfito sobre a incidéncia e severidadigariose nas cvs. Kottanadan e
Bragantina, descrita no Capitulo 3, resultou emandémnea abaixo da curva de progresso
da doenca tanto para a incidéncia quanto para eridatgle, principalmente para a cv.
Kottanadan. Em relacdo aos parametros biométratisgrvou-se resultados favoraveis ao
crescimento e desenvolvimento das plantas tratadas fosfito inoculadas com o
patdgeno. Em todos os parametros avaliados, exzamt® didametro do coleto (DC),
melhores resultados foram observados para a cuamamtan quando comparada a cv.

Bragantina (Figura 2; Figura 3 e Figura 4).



O termo fosfito € o nome genérico empregado paraais do acido fosforoso
(HsPOs) que apresentam elevada solubilidade, rapida eésqgelas plantas, com grande
seletividade e translocacdo via xilema e floemaESU e GRANT, 1991; VITTI et al.
(2005). Alguns autores consideram que o fosfito é&x&o direta sobre o patégeno, com
efeito fungistatico (SMILLIE et al., 1989; BARCHIHD et al.,1992; MCGRATH, 2004)
enquanto outros acreditam que ela é indireta pdo m@ ativacdo dos mecanismos de
defesa da planta (GUEST e BOMPEIX, 1990; GRANTIet1&92; ANDREU e CALDIZ,
2006). Guest e Grant (1991) afirmaram que mesma apbicdo direta do fosfito,
metabdlitos resultantes desta acdo sao eliminagodem induzir defesas. Plantas tratadas
com o acido fosforoso e apds inoculacdo do patggenstraram mudancas relacionadas a
defesa, como hipersensibilidade, migracdo do niéelesumulo de fitoalexinas ao redor
das células (GUEST, 1986 e 1991; DANIEL et al.,30@mbos os modos de acédo das
fontes de fosfito podem ter atuado e, portantofrimrido para os resultados obtidos no
presente estudo para ambas as cultivares de pHilentano avaliadas.

Entre os produtos comercializados como fertilizantioliares ricos em
micronutrientes, os fosfitos sdo aqueles mais &#etpmente relatados na literatura como
indutores de respostas de defesa em plantas,ridolai sintese de fitoalexinas (JACKSON
et al., 2000; NOJOSA, 2003; NOJOSA et al., 2005)jnducdo de resisténcia em citrus
contra Phytophthora citrophthorae Phytophthora nicotianaecorreu com os produtos
Phytogard®, silicato de potassio e fosfito, com anto da matéria seca da parte aérea e da
raiz em relagdo ao controle (SARRIA VILLA, 2010).

Embora existam muitas divergéncias quanto ao efeitocional do fosfito, Weels
et al. (2000) observaram que o fosfito aplicadosal@ aumentou os niveis nutricionais e a
absorcéo de fésforo pelas plantas de alfafa. Emi@t McDonald et al. (2001) apontam
gue nédo existem evidéncias concretas de que dasgplatilizem o fosfito como fonte direta
de fosforo. O efeito do fosfito em reduzir os névee doengas, mesmo assintomaticos,
pode ser suficiente para aumentar a produtividadegealidade das culturas. Rezende
(2014), avaliando plantulas de tangerina inoculasl@sio inoculadas comhytophthora
nicotianaee tratadas com diferentes concentracdes de ummaulfddrcomercial de fosfito,
observou que n&o houve diferenca na producdo deamf@ssca nas plantulas nédo
inoculadas. Entretanto, nas plantulas inoculadassdhawm aumento gradual de massa
fresca de parte aérea e raiz a medida que se aunmgenbncentracdo de fosfito aplicada. O
aumento da massa fresca somente em plantas inasuathP. nicotianaepode indicar o

potencial de controle do fosfito em reduzir os dacausados pelo patdgeno, sem prejuizos



para a fisiologia do hospedeiro. Diferentes regsodisioldgicas proporcionadas pelo
fosfito podem estar relacionadas ao metabolismzad®oidratos, estimulo da rota do acido
chiquimico e/ou alteracbes hormonais e quimicaplaagas (LOVATT e MIKKELSEN,
2006).

De acordo com Graham e Timmer (1994), em estadascados da infeccédo, a
producdo de novas raizes é inferior ao ritmo detendes raizes, ocasionando uma
incapacidade da planta de manter agua em quantsildidéente e captacdo adequada de
minerais, resultando em menor producao, perdaldag@ morte progressiva da copa. No
geral, os resultados descritos neste estudo paraBragantina sugerem menor capacidade
para realizar a absor¢do de nutrientes, consideramotal colonizacao do fungo nas raizes
e no xilema (ANEXO 14).

A avaliacdo da capacidade de absorcéo de fosfitbdém mostrou diferencas entre
gendtipos de soja (WANG et al., 2004). Segundo w®res, tais diferencas foram
associadas a uma maior densidade de pélos radisutarcomprimento de pélos por
unidade radicular (mas menor média de comprimeatpé&los radiculares) no genétipo
mais eficiente na absorcdo de fosfito comparadmewos eficiente. Nao ha na literatura
uma caracterizacdo do sistema radicular da pindow@ino, nem tampouco das
cultivares. Entretanto, durante os experimentossemiou-se que a cv. Kottanadan
apresenta maior volume radicular (Figura 3D) (ANEX®).

A quitosana, forma desacetilada da quitina, tera pgsquisada para se determinar
sua habilidade no aumento da tolerancia de plamtestresses (LEE et al., 1999) e na
ativacdo de respostas de defesa, protegendo asiesspégetais contra microrganismos
fitopatogénicos (BENHAMOU, 1996). Em nossos resldg para a incidéncia e
severidade da fusariose, observou-se que a quitasaninuiu a incidéncia e severidade da
doenca para ambas as cultivares quando aplicadanpreamente. Entretanto, quando
aplicada curativamente, um aumento de 9,6% daidederda doenca foi observada para a
cv. Bragantina (Capitulo 3). Assim, quanto maiosesxeridade, maior sera a perda de
massa conforme observado para a cv. Bragantirs&rabm Qui-C.

Em testesn vitro comF. solanif. sp.piperis, a quitosana apresentou efeito indutor
de crescimento micelial (D’ADDAZIO et al.,, 2016).mErelacdo aos parametros
biométricos, no geral, a quitosana apresentou testad favoraveis ao crescimento da
planta, sendo mais visiveis para a cv. Kottanagiancipalmente para MFPA (Figura 2B),
NF (Figura 2D), VR (Figura 3D) e DC (Figura 3E).



Os resultados deste trabalho estdo de acordo caginanto et al. (2007) quando
avaliaram o efeito da quitosana em plantas deragdev. Casteldo, crescidas em substrato
inoculado comNeonectria liriodendri Segundo o0s autores, a quitosana promoveu
significativamente o crescimento e 0 numero towlrdizes das plantas infectadas, e,
simultaneamente, reduziu a incidéncia da doencaanparacdo com as plantas controle.
Entretanto, o fungo nao foi controlado em experimeam vitro. A aparente discrepancia
entre os resultados vitro e in vivo é, provavelmente, uma consequéncia do efeito
adicional da quitosana em desencadear uma regjastasiva nas plantas tratadas.

Prapagdee et al. (2007), avaliando as propriedadéfingicas de quitosana em
plantas de soja inoculadas cémsarium solanf. sp.glycines verificaram que n&o houve
diferenca significativa no comprimento da raiz teral do caule em todas as concentracdes
de quitosana testadas e nos controles positivgaine, embora um aumento significativo
da MSPA em plantas inoculadas e tratadas com 3 Intgmquitosana tenha ocorrido. A
presenca de quitosana foi capaz de induzir a atteédla enzima quitinase, retardando os
sintomas da doenca. Entretanto, os sintomas daa@gareceram a medida que diminuiu
a atividade da enzima. Tais resultados sugereno gagel protetor da quitosana ainda nao
é claro. Pinto et al. (2010), verificaram que osulados obtidos com a quitosana para
controlar a murcha de fusariufusarium oxysporum sp.chrysanthemiem crisantemo
foram muito variaveis, ndo sendo possivel o estabebnto de uma resposta padrdo, uma
vez que a concentracdo ideal para o controle dacdoe a promoc¢ao de crescimento da
planta foi muito proxima da que causou fitotoxicidaOutros autores também obtiveram
respostas inconclusivas a respeito do papel protiet@uitosana (SCHURT et al., 2013;
AGUIAR, 2011).

De acordo com Wheeler (1978), mudancas na pernusdel da membrana
parecem ser caracteristicas universais de tecelptadtas doentes, independentemente do
tipo de doenca ou da natureza do agente patog@éste estudo, os resultados obtidos
sugerem que a cv. Bragantina apresenta paredessnligndicadas, devido a maior
severidade da doenca quando comparada a cv. Kddlaeaque a presenca de enzimas e
toxinas fangicas contribuem para esse processoforco@ postulado por Leslie e
Summerell, 2006.



5. CONCLUSOES

Independentemente da época de aplicacdo dos pspdmutov. Kottanadan foi
menos afetada pela doenca, comparativamente aregamina. Esses resultados séo
embasados pelas correlacdes negativas entre osqiené e a severidade da doenca.

Fosfito e Silicio sdo mais eficientes para a sigiveEtade da fusariose e inducao de
resisténcia, considerando a invariabilidade daygad de biomassa para a cv. Kottanadan.
Quitosana, no geral, apresentou resultados favisravecrescimento da planta, sendo mais
visiveis para a cv. Kottanadan, principalmente pdFPA, NF, VR e DC, mas nao foi

eficiente no controle da fusariose em ambos os sxdd@plicagéo.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempefuhossintético de plantas de pimenta-
do-reino, cv. Bragantina e Kottanadan, no patassiaPiper nigrumx Fusarium solant.

sp. piperis visando caracterizar as respostas de resist@asacultivares ao fungo e
analisar os efeitos dos produtos alternativos zatilos para controle da fusariose na
eficiéncia do fotossistema Il (FSIl). O experimembo realizado em casa de vegetagéo
seguindo um Delineamento em Blocos Casualizado<{P8m 3 fatores e 4 controles.
As avaliacbes foram feitas pelo teste de agrupameat Scott-Knott. Todos os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) pmio do software Genes 3.1.
Plantas de pimenta-do-reino com 4 meses de idadenftransplantadas para vasos com
capacidade para 5L, e aclimatadas até 6 meseadie iguando produtos foram aplicados.
Os produtos Silicio, Fosfito e Quitosana foram iati@dos aos vasos 30 e 15 dias antes da
inoculacéo (aplicacdo preventiva) e 15 e 30 diass apinoculacdo (aplicacdo curativa).
Aos 180 dias apos a inoculacédo, os teores relatigadorofilaa, b e total, a fluorescéncia
da clorofilaa foram avaliados. As avaliacbes de trocas gasosasifteitas aos 150 DAI.
Menores valores de clorofila, b e total foram observados para a cv. Bragantina, e
correlacionados com o aumento da severidade dacaoéfeterogeneidade das curvas
OJIP e desvios positivos para banda L e K indicasasteptibilidade da cv. Bragantina a
fusariose. Além disso, menores valores na eficérfotoquimica maxima do FSII
(Fv/Fm), assimilacédo liquida de carbono (A), condutaesimmatica (gs), transpiracao (E)
e efici~encia da carboxilacdo (A/Ci) associadosadones valores de carbono interno (Ci)
sugerem que menor influxo de €@m plantas inoculadas da cv. Bragantina foram
causadas por limitagBes fotoquimicas e bioquimiEases dados sdo suportados pela
correlagédo positiva entre A e gs, a correlacdo thegantre A e Ci, a correlacdo negativa
entre Ci e Fv/Fm e a correlacdo positiva entrevargdade da doenca e Ci. No geral, os
parametros de teor relativo de clorofila, fluoresx& da clorofilaa e trocas gasosas foram
menos afetados na cv. Kottanadan. Portanto, indepéemente da severidade da doenca,
todas as plantas inoculadas cémsolanif. sp. piperis permanecem fotossinteticamente
ativas apds 180 dias. Danos ao complexo de evoldgaoxigénio e na conectividade
energética ocorrem na cv. Bragantina infectada peigo. A fotossintese e pigmentos
fotossintéticos sdo significativamente reduzidosadie o processo de infeccdo par
solani para a cv. Bragantina, mostrando que essa cultidarapresenta comportamento



favoravel a supressividade da doenca. Além dissmyltavar Kottanadan é resistente ao
fusarium comparativamente a cv. Bragantina. Por imeducdo da fluorescéncia inicial
(Fo), fluxo especifico de absorcdo por centro de @deBS/RC) e fluxo especifico de

dissipacéo por centro de reacdog(RC) apds a aplicacao do Si-C evidencia a efic&nci

desse produto sobre a supressividade.d®lanina cv. Bragantina.

Palavras-chave: Bragantina < fotossintese ¢ fusariose ¢ Kottanadarimitacdes

bioquimicas * OJIP



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate thetpynthetic performance of black pepper
plants, cv. Bragantina and Kottanadan, in the mtstemPiper nigrumx Fusarium solani

f. sp.piperisin order to characterize the resistance resporfsBRck pepper cultivars to
fungi and to analyze the effects of alternative produsisd to control fusariosis on the
efficiency of photosystem Il (PSIl). The experimemas performed under greenhouse
conditions following a randomized block design (RBfith 3 factors and 4 controls. The
evaluations were made using the grouping test oft&mott. All data were submitted to
analysis of variance (ANOVA) using Genes 3.1 sofavdour-months-old black pepper
plants were transplanted in 5-L pots (one plantgm), and acclimated until six-months-
old, when the products were applied. The produdiso8, Phosphite and Chitosan were
added in each pot 30 and 15 days before the inbamulgoreventive application) and 15
and 30 days after the inoculation (curative apgilbicg. 180 days after inoculation (DAI),
the relative content of chlorophyd, b and total, the chlorophyk fluorescence were
evaluated. Gas exchange evaluations were made a%@r DAl. Lower values of
chlorophyll a, b and total were observed for Bragantina cultivaxqj & were correlated
with the increased disease severity. Heterogemdit9JIP curves and positive deviations
of L and K-band indicated susceptibility of the @ragantina to fusariosis. Furthermore,
decreased values of maximum efficiency of PFV/Em), net CQ assimilation (A),
stomatic conductance (gs), transpiration (E) amdaeylation efficiency (A/Ci) associated
with higher internal C@®concentration (Ci) values suggest that the low@ @flux in
Bragantina cultivar inoculated were caused by ptiamical and biochemical limitations.
These data are supported by the positive correldbetween A and gs, the negative
correlation between A and Ci, the negative conatabetween Ci andFv/Fm and the
positive correlation between disease severity andnCgeneral, the chlorophyll content,
chlorophylla fluorescence and gas Exchange parameters weraffested in Kottanadan
black pepper cultivar. Therefore, independentlydisiease severity, all inoculated plants
remain photosynthetically active after 180 daysimdculation. Damages on oxygen
evolution complex and energetic connectivity ocourBragantina cultivar infected by
fungi. Reduced photosynthesis and photosynthetgments occurring during fungi
infection byF. solaniin Bragantina cultivar show us desfavorable bebrato the disease
suppressivity. In addition, the Kottanadan cultiv@mresistant td-usarium compared to



Bragantina. Finally, reduced initial fluorescen€g) (and absoption and dissipation energy
flux per reaction center (ABS/RC andoRC, respectively) values after the aplication of
Si-C give us evidence of it efficiency dh solani supressivity for Bragantina pepper

cultivar.

Keyword: Bragantina ¢ biochemical limitations ¢ fusariosisKottanadan ¢ OJIP e

photosynthesis ¢



1. INTRODUCAO

A pimenta-do-reino Fiper nigrumL.), nativa das florestas Umidas da Costa do
Malabar no sudoeste da india (NELSON e CANNON-EGHER)9) é uma planta perene,
semi-lenhosa e trepadeira. O génBiper pertence a classe das Eudicotiledéneas, ordem
Piperalese familiaPiperacea (EMBRAPA, 2004).

A P. nigrum €& considerada como a uUnica especiaria cujos frpomem ser
comercializados em 4 diferentes versdes de graamta(pbranca, verde e vermelha),
embora a sua forma mais comum de comercializagaas@reta (EMBRAPA, 2004;
PISSINATE, 2006). Além disso, € uma das mais vzdatas condimentares do mundo,
com grande valor econémico, permitindo que a aiddesenvolvida pelos pipericultores
seja altamente rentavel (LIMA et al., 2010).

Entretanto, a cultura é atacada por varias dogidsBUQUERQUE e DUARTE,
1991). A fusariose, também conhecida por podrid&pé podriddo-das-raizes e mal-de-
mariquita € a principal doenca da cultura de piaeda-reino Piper nigrumL.), de
ocorréncia restrita ao Brasil (KIMATI et al., 199VRINDADE e POLTRONIERI, 1997;
TREMACOLDI, 2010). O agente causal da fusarioseFéigarium solan{Mart.) Appel &

Wr. emend. Snyd. & Hans. f. gpiperis Albuquerque (Teleomorfilectria haematococca
Berk. & Br. f. sp.piperisAlbug.) (DUARTE et al., 2005).

Embora a pipericultura seja de grande importanciaenario regional, nacional e
internacional, a atividade, frequentemente é rele@e esquecimento. A falta de pesquisas
para melhoramento, manejo e combate as doencakmewe falta de conhecimento
cientifico sobre a cultura. Assim, mesmo doencasd&vastadoras como a fusariose néo
sao totalmente estudadas, e as técnicas de preverginbate a esta e outras doencas nao
sao totalmente eficientes (SILVA et. &011). Apesar disso, 0 controle alternativo de
doencas de plantas tem sido discutido por diveegsres, onde produtos naturais,
alternativos aos fungicidas tradicionais, apresenpatencial no manejo das doencas em
diferentes culturas (DATNOFF et al., 2007; NOJOSA a., 2005; LOVATT e
MIKKELSEN, 2006; PASCHOLATI et al., 2014; BAUTISTBANOS et al., 2006;
MAZARO et al., 2008).

Varios tipos de estresses abibticos e bidticos sgieeimpostos as plantas podem
causar mudancas no seu crescimento e desenvolein(BERGER et al., 2007). Os

agentes patogénicos afetam a fisiologia da plam@actando negativamente as trocas



gasosas ou diminuindo a eficiéncia do processa$ottetico (SHTIENBERG ), a
qual, por sua vez, pode ser quantificada utilizeseloa técnica da fluorescéncia da
clorofila a, considerada néo-invasiva e muito sensivel agesssts bidticos e abioticos
(CHRISTEN et al. 2007; BAURIEGEL et al. 2010; ROLEESCHOLES 2010). De acordo
com Maxwell e Johnson (2000) e Murchie e Lawsorl800s resultados obtidos por
meio do uso da técnica fornecem informacfes sohrarnsiente OJIP, a eficiéncia da
fotossintese e a integridade do aparato fotoswiat@tas plantas. Entretanto, poucos
trabalhos relatam o uso do transiente OJIP paratifjaar as mudancas na eficiéncia
fotoquimica causadas por doencas fungicas ou psragentes patogénicos (AJIGBOYE
et al., 2016). Tem sido observado que, para asedies interacdes planta-patdgeno,
reducdes na concentracdo de pigmentos associanena@res eficiéncias fotoquimicas,
danos estruturais aos cloroplastos, deficiénciadisgpacao de energia e o aumento da
temperatura da folha sdo os efeitos negativos nwéseis que resultam da infeccédo por
patogenos (PETIT et al., 2006; ZHAO et al., 201ESENDE et al., 2012).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempefdtossintético de plantas de
pimenta-do-reino, cv. Bragantina e Kottanadan, atogsistem&iper nigrumx Fusarium
solanif. sp.piperis, visando caracterizar as respostas de resist@asiaultivares ao fungo
e detectar os efeitos dos produtos alternativdgzados para controle da fusariose na

eficiéncia do fotossistema Il (FSII).



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e cultivo

Mudas de pimenta-do-reino, cv. Kottanadan (KOT)rag@ntina (BRA), com 4
meses de idade, foram obtidas do Viveiro Pingo deo@Cérrego do Giral, Jaguaré-ES),
credenciado pelo Registro Nacional de Sementes @adlu Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (RENASEM). As mudas foteansplantadas para vasos
plasticos com capacidade para 5L e tutoradas emasstle madeira medindo 2%mlm
de comprimento. Todos os vasos foram devidamembeamos sob pallets de madeira para
evitar contato direto com o solo ambiente.

O desenvolvimento das plantas ocorreu em vivewm sombrite a 50%, situado
no Centro Universitario Norte do Espirito Santo,jvdrsidade Federal do Espirito Santo
(CEUNES/UFES). Neste periodo, as plantas foramadas diariamente e nos meses mais
quentes, a irrigacao foi feita duas vezes ao di@s Vezes por semana, as plantas foram
irrigadas com 100 mL de solucdo nutritiva 2 com %00e forca idnica (adaptado de
FERNANDES et al., 2002). Esse procedimento foiizadb até as plantas completarem 6
meses de idade, quando iniciou-se a aplicacdordosijos de controle da fusariose. Apos
a aplicacéo dos produtos, as plantas receberam_Sferaolucéo nutritiva, duas vezes por
semana, até o fim do experimento, por 6 meses (ANEX

Aos 5 meses de idade, as plantas foram podada®renhisel, entre o quarto e

quinto ramo plageotropico, para estimular a braidgéeral e formacéo da copa.

2.2. Tratamento do solo

O solo utilizado para cultivo das plantas foi edn da Fazenda experimental do
Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUWBFES) e classificado como
Planossolo Héaplico, franco argilo arenoso, faseveeplano (NICOLE, 2014).

A solarizacdo foi baseada em Ghini (2004) e reddizaor um periodo de 3 meses.
A calagem foi feita de acordo com a recomendacdmdhlse de solo. Para a adubacéo do
m® de solo foi utilizado 3,12kg CaNO2,3kg NHH,PO,, 750g KCI, 400g MgS§) 399
CuSQ, 92g HBO3, 91g MnSQ e 340mg ZnSQY(Adaptado de PREZOTTI et al, 2007).



2.3. Produtos alternativos de controle da fusariose

A fonte de fosfito utilizada foi Fosetyl-Al (Bay®re seguiu a dose recomendada
para a cultura do café, correspondendo a 2,0 kgrdduto comercial/hectare (1000
plantas). De acordo com a Embrapa (2004), 1 hedey@menta-do-reino corresponde a
1600 plantas.

A fonte de silicio foi o Silicato de Calcio (Aldhic Chemistry), e a dose
recomendada foi de 1g/kg de solo (ACCIOLY et all20 Silicio e fosfito foram diluidos
em agua destilada para serem adicionados aos @astés pontos previamente marcados
ao redor do coleto da planta. Os produtos forantags utilizando-e uma seringa com
volume de 10 mL.

A dose de Quitosana (Fagfrutilizada foi de 1g/kg de solo (baseada em PINTO
et al.,2010 e BENCHIMOL et al. 2006). Por ser igsel em agua, sua adicdo aos vasos
foi na forma de pd, em trés pontos previamente agax ao redor do coleto da planta.

Os produtos foram adicionados aos vasos em dugsi@j@s: antes da inoculacao
do fungo (preventivo) e apds a inoculacdo (curativA aplicacdo dos produtos
preventivamente ocorreu 30 e 15 dias antes da legim e a aplicacdo curativa foi
realizada 15 e 30 dias apods a inoculacao.

Os controles positivo (sem inoculacdo) e negateon(inoculacao) néo receberam

0s produtos.

2.4. Material biologico e cultivo

Foi utilizado o isolado d&usarium solanif. sp. piperis CML 2466, da Colecdo
Micoldgica de Lavras, Universidade Federal de LawaMG. O fungo foi mantido em
placas de Petri contendo o meio BDA (Batata Degtrbgar), a 4°C. Para a inoculacao,
discos de 5 mm da cultura pura foram transferidoa placas de Petri, contendo 0 mesmo
meio. As placas foram incubadas a 25°C em B.O.@cfi@mical Oxygen Demand), com

fotoperiodo de 12h, por 15 dias.

2.5. Suspenséao de esporos

A suspensédo de esporos Flesolanifoi preparada pela adicdo de 20 mL de agua
destilada esterilizada a cada placa contendo oofusgndo estas raspadas com alca de

Drigalsky, para uma eficiente extracdo dos esp@daSontagem de esporos foi realizada



em Camara de Neubauer e a suspens&o foi ajustemdarpa concentracdo de®lsporos

por mL*,

2.6. Inoculacao dos vasos

Um volume de 10 ml da suspensdo de esporos na rdoeg@o citada foi
adicionado a cada vaso, proximo ao coleto dasgdaitos vasos do tratamento controle
positivo foi adicionado 10 ml de agua destiladamstada (ANEXO 6).

Apos a finalizacdo do experimento, o patégeno ésalado com o intuito de
completar o Postulado de Koch (ANEXO 7)

2.7. Determinagéao do teor relativo de clorofila

O teor de clorofilaa, b e total foi obtido indiretamente (método nao-ddsiel)
utilizando-se um clorofilometro marca ClorofiLOG,odelo CFL 1030, conforme as
instrucdes do fabricante e expresso em uma uniddaensional, chamada Indice de
Clorofila Falker (ICF) (FALKER AUTOMACAO AGRICOLA,2008). As medicBes
foram efetuadas na terceira folha totalmente expan@o sentido do apice para a base da
planta). Foram feitas cinco leituras em cinco felda cada vaso, evitando-se regifes de
nervura e danificadas por pragas ou patogenospséilidzado para analise o valor médio
(metodologia adaptada de SANTIAGO et al., 2009)aA8lises foram realizadas aos 180
dias apods a inoculacao (DAI).

2.8. Fluorescéncia da Clorofila a

A fluorescéncia da clorofila foi medida utilizando-se um fluorébmetro portatil
Handy-PEA (Hansatech, King's Lynn, Northfolk, Engl. Antes das medicbes, as
amostras foram adaptadas ao escuro por 30 mindasam clip foliar (Hansatech). A
intensidade de luz vermelha (650 nm) saturantddd3000 mmol fétons ts?, suficiente
para gerar a fluorescéncia maxima para todos dantesmtos. As intensidades de
fluorescéncia foram medidas por 1 s de iluminagioum pulso de luz saturante em uma
area foliar de 4mm de didmetro, conforme metodalagiguida por Tsimili-Michael e
Strasser (2008). Em 1s de medigéo foram registra@@gpontos de fluorescéncia (Handy
PEA Manual do usuario). A fluorescéncia transiedf#P aos 58 foi considerada como
Fo e foi analisada de acordo com o teste JIP (STRARSSETRASSER, 1995) e seus



parametros analisados através do software Biolfkaboratério de Bioenergética,
Universidade de Genebra, Suica). As curvas daeffe@ncia transiente OJIP foram
normalizadas como Fluorescéncia variavel relativeeeos pontos O (50s) e K (300 s)
[Vok = (Ft — k) / (Fk — R)] e entre os pontos O (56) e J (2 ms)\os= (R— R) / (Fj —
Fo)]. Obtida a fluorescéncia variavéldx e Vo), calculou-se as diferencas cinéticas entre
as plantas submetidas ao estresse e as plantasleojft V = V (tratamento) —V
(controle)]. O teste-JIP foi analisado com baseTearia de Fluxo de Energia em
Biomembranas (STRASSER e STRASSER, 1995; STRASSERal.e 2004). Os
parametros utilizados neste estudo foram: fluoresaénicial o), 0 rendimento quantico
fotoquimico maximo ou eficiéncia fotoquimica maxima FSIl [{ Po = TRy / ABS =
Fv/Fm); os fluxos especificos por centro de reagédo (&®)ermos de absorcdo [ABS/RC
= Mo/VJJj Py e dissipacio [RIRC = (ABS/RC) - (TR/RC)]; indice de desempenho para
conservacgao de energia para reducéo dos acepimses do FSI [Pl total = (RC/ABS) .
(j Po/(14 Po) . ( Eo/(1 — Ep) . ( R/(1— Rp)]. As andlises foram realizadas aos 180 DAI
(ANEXO 16).

2.9. Determinacado dos parametros de trocas gasosas

As avaliacdes de trocas gasosas foram feitas @BAK no periodo de 7h as 11h,
na terceira folha totalmente expandida (no serdidlGpice para a base da planta). Para
isso foi utilizado o sistema portétil de determémagle gases a infravermelho (IRGA,
LCpro-SD, ADC BioScientific). Foram determinadagaxa de assimilacdo liquida de
carbono (A - pmol COm? s%), condutancia estomatica (gs - molHm? s%) e taxa de
transpiracdo (E - mmol 4 mi? s?) sob concentracdo de €© 385-410 ppm. A densidade
de fluxo de fétons utilizada foi de 1000 pmol deofés nmi’s™. A partir dos dados de trocas
gasosas obtidos, foram estimados a eficiénciangdcia do uso da agua, dada pela razéo
entre A e gs (uLmol COmmol™* H,0) e a eficiéncia de carboxilacdo estimada peldoraz
entre A e Carbono interno (Ci) (umol mrtgpmi®) (ANEXO 17).

2.10. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em Delineamento em @&oC€asualizados (DBC),
com 3 fatores e 4 controles. O primeiro fator repmtado pelas cultivares (cv.)
Kottanadan (KOT) e Bragantina (BRA), o segundo rfatepresentado pelos produtos
silicio, fosfito e quitosana (Si, Fos e Qui) e ccé@ro fator representado pela época de



aplicacao: preventiva (P) e curativa (C). Apesas ttatamentos serem compostos por 3
fatores e seus respectivos niveis, a analise eneesgfatorial limitaria a comparagdo com
0s controles positivo e negativo para cada cultivessim, na analise de variancia,
desconsiderou-se os efeitos dos fatores e suaages e, no desdobramento da mesma,
realizou-se teste de agrupamento de Scott-Knotanfraitilizadas 3 repeti¢des, totalizando
48 parcelas, com 10 plantas por parcela (Figurd&ada o estudo das relagdes entre as
variaveis, foram realizadas analises de correlagéar de Pearson (r). A significancia das
correlacdes foi analisada pelo teste “t” de Stuéemnivel de 5% de probabilidade. Todos
os dados foram submetidos a andlise de varian®E{AA) por meio do software Genes
3.1 (CRUZ, 2016).

Figura 1: Disposicdo dos tratamentos em viveircaliaado no Centro Universitario Norte do EspiBnto
(CEUNES/UFES).

KOT - Kottanadan; Bra — Bragantina

CP — controle positivo (sem indculo); CN — contnoégativo (com indculo)

Fos-P = fosfito preventivo; Si-P = silicio prevemwti Qui-P = quitosana preventivo
Fos-C = fosfito curativo; Si-C = silicio curativQui-C = quitosana curativo



3. RESULTADOS

3.1. Determinacao do teor relativo de clorofila

Observou-se diferenca significativa (901) nos teores de clorofie b e total,
com maiores valores obtidos para a cv. Kottanadenparativamente a cv. Bragantina
(Figura 4). Para a cv. Kottanadan, o teor de dlaraf e b foi significativamente maior
para todos os tratamentos, exceto para o CN (FRy&;8). Nenhuma diferenca no teor de
clorofila total entre tratamentos foi observadaapmcy. Kottanadan (Figura 2C).

Para a cv. Bragantina, maiores teores de clorafilaram observados para os
tratamentos Qui-P e Si-C (Figura 2A). Os teore<ldeofila b e clorofila total foram
similares em todos os tratamentos e controlest@xaga Qui-C (Figura 2B) e para Si-C
(Figura 2C).



Figura 2: Teor relativo de clorofila(A), clorofilab (B) e clorofila total (C) em plantas de pimentardmno,

cv. Kottanadan (KOT) e Bragantina (BRA), suplemdatacom silicio, fosfito e quitosana (Si, Fos e)Qui
com aplicacdo preventiva (P) e curativa (C). Asifala foram inoculadas coRusarium solanf. sp.piperis
exceto o controle positivo (CP); controle negat{@N). Médias seguidas da mesma letra mindscula na
coluna ndo diferem entre si pelo teste de agruptnmea Scott-Knott, a 1% de probabilidade. As barras

representam o erro padrdo da média.



3.2. Fluorescéncia da Clorofila a

Como apresentado na Figura 3, todos os tratamentosntroles de ambas as
cultivares de pimenta-do-reino apresentaram cu@@#® com comportamento polifasico
tipico, com pontos intermediarios J e | bem debeidPara a cv. Kottanadan, aumentos dos
pontos J, | e P foram observados para todos @srtesttos comparativamente a condigéo
controle (CP e CN), exceto para Qui-C (Figura 3%t outro lado, para a cv. Bragantina,
reducdes nos pontos J, | e P ocorreram para camiatos Qui-P, Qui-C e Fos-P
comparativamente ao controle negativo (Figura 38¢m disso, a heterogeneidade do

transiente OJIP aumentou com a infec¢ao fangica gar. Bragantina (Figura 3B).

Figura 3: Curva da fluorescéncia transiente OJIRIdeofila a em folhas de pimenta-do-reino, cultivares
Kottanadan (A) e Bragantina (B), inoculadas deusarium solanf. sp.piperise suplementadas com silicio,
fosfito e quitosana (Si, Fos e Qui), preventivarag(ft) e curativamente (C). Controle positivo (C&m
fungo e sem produto; controle negativo (CN): comgfu e sem produto. Para a realizacdo das an&ises,
folhas foram previamente adaptadas ao escuro, BuB&mMminutos.



Para a cv. Kottanadan, banda L negativa foi obgarean todas as plantas tratadas
preventivamente com Si e Fos e para CP e CN, comor ramplitude para o tratamento
com Si. Por outro lado, banda L positiva foi obadev para o tratamento Qui-P (Figura
4A). Para a aplicacao curativa, todos os tratansemtON apresentaram banda préxima ao
CP, exceto o tratamento com Fos, para o qual naplitude negativa foi observada
(Figura 4B).

A cv. Bragantina apresentou banda L com amplitudsitipa para todos os
tratamentos preventivos e curativos e para CN. Maiamplitudes foram observadas para
0s tratamentos curativos, exceto para Si-C, o gui@sentou um pequeno desvio negativo
(Figura 4 C, D).

Figura 4: Diferenca cinética dé,x obtida apés dupla normalizacdo entre os pontos, OMgk = [Vok
(tratamento) Vok (controle)], mostrando a banda L nas cultivarepideenta-do-reino Kottanadan (A,B) e
Bragantina (C,D), suplementadas com silicio, fodditquitosana (Si, Fos e Qui), com aplicacdo ptexer
curativa. Todas as plantas foram inoculadas Eosarium solanif. sp. piperis exceto o controle positivo
(CP); controle negativo (CN). Para a realizacédo al#ises, as folhas foram previamente adaptadas ao
escuro, durante 30 minutos.



Banda K com amplitude negativa foi obtida para aKwnttanadan em todos os
tratamentos, preventivamente e curativamente, eMEibres amplitudes negativas foram
observadas para os tratamentos Si-P e Fos-C (Figé&). Contrariamente, para a cv.
Bragantina, observou-se desvios positivos parastoo® tratamentos, preventivos e
curativos e CN, com maiores amplitudes observadsas pos-C, Qui-C e CN (Figura 5
C,D).

Figura 5: Diferenca cinética d€y; obtida ap6s dupla normalizacdo entre os pontos O4d; = [Vo;
(tratamento) Vo, (controle)], mostrando a banda K nas cultivarepideenta-do-reino Kottanadan (A,B) e
Bragantina (C,D), tratadas com silicio, fosfito eitgsana (Si, Fos e Qui), com aplicagdo prevenéva
curativa. Todas as plantas foram inoculadas Eosarium solanif. sp. piperis exceto o controle positivo
(CP); controle negativo (CN) . Para a realizacde aladlises, as folhas foram previamente adaptamas a
escuro, durante 30 minutos.

Houve diferenca significativa para os parametrodesdte JIPFv/Fm, ABS/RC e
Plota (p 0,01) eFo e DIYRC (p 0,05) (Figura 6). Maiores valores dgfbram observados

para a cv. Bragantina em todos os tratamentos eotes) exceto para Si-C. Todos os



tratamentos e os controles apresentaram valoré€s semelhantes para a cv. Kottanadan
(Figura 6A).

Maiores valores da razd@ev/Fm foram observados para a cv. Kottanadan na
maioria dos tratamentos (Si-P, Fos-P, Si-C, Fos@Pg Para os demais tratamentos e o
CN, valores menores dev/Fm foram obtidos, similares aqueles descritos pav.a
Bragantina em todos os tratamentos (Figura 6B).hNea variacdo enkv/Fm foi
observada entre os tratamentos para a cv. Bragantin

Observou-se, ainda, aumentos significativos de REBSkE DHRC para a cv.
Bragantina em todos os tratamentos e controlegt@yara Si-C. Para a cv. Kottanadan,
os valores de ABS/RC e gIRC foram menores significativamente, comparativame
cv. Bragantina, e similares entre os tratamentamn&oles (Figura 6 C,D).

O indice de desempenho {R) foi maior para a cv. Kottanadan em comparacao a
cv. Bragantina nos tratamentos Si-P, Fos-P, Sig3:G e CP. Os valores dos demais

tratamentos foram semelhantes aos da cv. Bragdfiigara 6E).



Figura 6: Parametros do teste JIP: fluorescénd@ain(Fy) — A; eficiéncia fotoquimica maxima do PSII
(Fv/IFm) - B; fluxos especificos por centro de reagdo (B@)termos de absorcao (ABS/RC) - C e dissipagao
(DIy/RC) - D; indice de desempenho total:{B) para as cultivares Kottanadan (KOT) e BragantBiRA),
suplementadas com silicio, fosfito e quitosanaygmBvamente (Si-P, Fos-P e Qui-P) e curativamsite,
Fos-C e Qui-C). Todas as plantas foram inoculadas Feusarium solanif. sp. piperis exceto o controle
positivo (CP); controle negativo (CN). Médias selgisi da mesma letra mindscula na coluna nédo diferem
entre si pelo teste de agrupamento de Scott-Kadi¥% e 5% de probabilidade. As barras representanoo
padrao da média.



3.3. Determinacédo dos parametros de trocas gasosas

Observou-se diferenca significativa para os pandaséli, E, gs, A/Ci (p0,01) e A
(p 0,05). Por outro lado, a razdo A/gs nao diferiunificativamente (p0,05) entre
tratamentos e cultivar (Figura 7).

Para a cv. Bragantina, comparativamente a cv. Katlan, maiores valores de Ci
foram observados para todos os tratamentos e &s)texceto para Qui-P, sem diferencas
significativas para a cv. Kottanadan. De maneimralg@do houve diferenca em Ci entre
tratamentos e CN para ambas as cultivares (FigAxa 7

A taxa de transpiracdo (E) foi maior para todogratamentos e controles da cv.
Kottanadan em comparacéo a cv. Bragantina, exestoRos-P (Figura 7B).

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

Maiores valores de A foram obtidos para a cv. Kattean em todos os tratamentos
e controles quando comparada a cv. Bragantinateyega os tratamentos Si-C e Fos-C
(Figura 7D). Nao houve diferencas entre os tratanses cultivares nos valores de A/gs.

De maneira geral, as reducdes observadas nos valerd foram acompanhadas

por reducgdes significativas na eficiéncia de caithgdio da Rubisco (A/Ci). (Figura 7F).



Figura 7: Concentracéo interna de {Gi) — A; taxa de transpiracdo (E - mmofrs') — B; condutancia
estomatica (gs - mol Tns?) — C; fotossintese liquida (A - pmol’s™); eficiéncia intrinseca do uso da agua
(A/gs - umol CQ mmol* H,0) - E e eficiéncia da carboxilagdo (A/Ci - pmol oithppm?) — F de duas
cultivares de pimenta-do-reino (KOT — KottanadaBRA — Bragantina), suplementadas com silicio, fosfi

e quitosana, preventivamente e curativamente (%eB;P, Qui-P, Si-C, Fos-C e Qui-C), 150 DAI com
Fusarium solanf. sp.piperis Controle positivo (CP): sem tratamento e sem duegntrole negativo (CN):
sem tratamento e com fungo. Médias seguidas da anketra mindscula na coluna ndo diferem entrelsi pe
teste de agrupamento de Scott-Knott, a 1% e 5% aleapilidade. As barras representam o erro padado d

média.



4. DISCUSSAO

4.1. Determinacéo do teor relativo de clorofila

O teor dos pigmentos fotossintéticos também faratto em resposta a doenca,
com menores valores observados para a cv. Bragafftigura 2), como observado pelas
correlacBes negativas entre os teores de clomtlgeveridade da doenca (clorofila a: r = -
0,7568; p = 0,0742; clorofila b: r = -0,7144; p A96 e clorofila total: r = -0,6664; p =
0,478). De acordo com Tausz et al. (2001), valoedsizidos de clorofila, clorofilab e
clorofila total podem ser atribuidos ao efeito ésstrutivo causado pelo estresse, o qual é
responsavel pela elevacdo das taxas de degradagiiugio das taxas de biossintese
desses pigmentos.

A clorofila a € o pigmento fotossintético mais abundante narezde esta presente
em todos 0s organismos que realizam a fotossintegénica (STREIT et al., 2005). Sua
principal funcdo é atuar como doador de elétronfasa fotoquimica da fotossintese, ao
passo que os demais pigmentos atuam como pigmen&ssorios no sistema antena,
auxiliando na absorcao de luz e transferéncia éegende excitacdo para as clorofilas
que compdem os centros de reacdo dos fotossisteendis(TAIZ e ZEIGER, 2013). O
tipo de pigmento fotossintético e sua abundancid@awa de acordo com as espécies
(STREIT et al., 2005). No caso das plantas, os @igos especializados na absorcdo da
luz sdo as clorofilaa e b e os carotenoides (LAMBERS et al., 2008; GOVIND HHl.,
2010).

Outros autores estudaram o comportamento fototismtde plantas inoculadas
com patdégenos. Kumudini et al. (2008) observaram emu folhas de soja infectadas por
Phakopsora pachyrhizias perdas na atividade fotossintética foram matmente
associadas a diminuicdo das concentracdes deildoedd reducdo da absorcao de luz nas
folhas. Abo-Foul et al. (1996), verificaram quefalhas de plantas de pepino infectadas
por Sphaerotheca fuligineapresentaram reducéo na fotossintese liquideeé#gndo este
comportamento associado a diminuicdo da concemwtragl clorofilas e a perda de
tilacdides no estroma do cloroplasto. Nossos redo#t corroboram aqueles obtidos por
Abo-Foul et al. (1996) e sédo embasados pelas egiie$ positivas entre A e clorofda(r
= 0,8926; p = 0,0005), A e clorofila(r = 0,8594; p = 0,0027) e A e clorofila totalHr
0,8125; p = 0.0155).



Aucique Perez et al. (2014), estudando as trocaesga e a fluorescéncia da
clorofila a em plantas de trigo infectadas c@&yricularia oryzae observaram diminuicéo
nos valores dé&v/Fm e na fotossintese e concluiram que essas def@$oontribuiram
para o0 progresso da doenca, juntamente com asteinQs valores de clorofila total e,
principalmente, nos valores de clorofdaDe acordo com MURCHIE e HORTON (1997),
sob condic¢des foto-oxidativas, a clorofdla mais propensa a oxidagdo do que a clorofila
b.

4.2. Fluorescéncia da Clorofila a

Para nosso conhecimento, ndo ha trabalhos préviwe & aplicacdo do transiente
OJIP para avaliar as mudancas na eficiéncia fottgtigia de plantas infectadas por fungos
patogénicos. Neste estudo, o comportamento pada®JIP observado para ambas as
cultivares indica que as amostras permanecerarssioteticamente ativas apos a infec¢cao
pelo fusarium. Por conseguinte, a relativa estddule nas curvas OJIP observada para a
cv. Kottanadan indica maior capacidade de equililratransporte de elétrons sob
condicOes de estresse bidtico (Figura 2A). Por eguiste, a presenca de curvas com as
fases OJIP suprimidas na cv. Bragantina (Qui-P,-@Qu Fos-P) podem evidenciar
bloqueios parciais ou totais no fluxo de energiecadeia transportadora de elétrons da
fotossintese (MEHTA et al., 2010). A variacdo ngbtude das curvas tem sido descrita
para plantas submetidas a varios tipos de estrabg#ico e indicam o grau de
heterogeneidade das amostras e a susceptibilidadespécie/genstipo ao estresse
(GOMES et al., 2012). Neste estudo, maior heterigade dos transientes OJIP foi
observada para a cv. Bragantina (Figura 2B).

De acordo com SCHANSKER et al. (2005) e YUSUF et(2010), as fases da
curva OJIP refletem diferentes processos na reddgacadeia de transporte de elétrons
(CTE). A fase O-J esta relacionada a reducéao fanoiga de Q nos CRs do FSIl. A fase
J-1 envolve os eventos de reducgéo/oxidacédpatn de plastoquinonas enquanto a fase I-P
refere-se aos processos de reducdo dos aceptoess fle elétrons do FSI como a
ferredoxina (Fd) e NADP.

Os desvios de amplitude negativa das bandas L a& gcv. Kottanadan indicam
a manutencdo de maior conectividade energéticae emsr subunidades do FSIl e
estabilidade do CEO, respectivamente (STRASSER/;I9DRASSER e STIRBET, 1998)
(Figura 4 A,B e Figura 5 A,B). E valido destacaegpara a cv Kottanadan, dos produtos



alternativos testados neste estudo, todos, cont@sa#a Qui-P, mostraram-se eficientes
em manter ou melhorar a conectividade energétisiabilidade do CEO. Por outro lado, a
suplementacao curativa com Fos resultou no auntenémplitude negativadas bandas L e
K. . Por outro lado, os desvios positivos das bandae K observados para a cv.
Bragantina, independentemente do modo de aplicdgadgrodutos, confirmam a maior
susceptibilidade dessa cultivar a fusariose, canesfabelecido, com declinios acentuados
na conectividade energética (banda L) e na estal#i do CEO (banda K) principalmente
nos tratamentos Fos-C e Qui-C (Figura 4 C,D e Bi§uc,D).

De acordo com Oukarroum et al. (2009), as bandas K sdo eficientes na
identificacdo de disturbios fisiologicos, mesmoeantla manifestacdo visivel dos danos.
Yusuf et al. (2010) relatam que quanto maioresnfioos valores positivos da banda L,
como observados no presente estudo para a cv. ridiregdFigura 4 C,D), menor é a
conectividade energética e o agrupamento entretasglades e, quanto maiores forem as
amplitudes positivas da banda K (Figura 5 C,D),améi o desequilibrio energético entre
os lados doador e aceptor do FSII, onde o fluxe@ldeons do CEO para P680 no lado
doador do FSII é mais lento que o fluxo do FSllap@ no lado aceptor (STRASSER,
1997; LAZAR, 2006; JIANG et al., 2008; YUSUF et, &010).

Christen et al. (2007), caracterizaram as respadasideira Yitis vinifera cv.
Cabernet sauvignon e Merlot) a doenca esca ou daengronco da videira, causada pelos
patogenos vasculareButypa lata Phaeomoniella chlamydospqr&haeoacremonium
aleophilum e Fomitiporia mediterraneapor meio da fluorescéncia da clorofiga Os
autores observaram presenca de banda K positigaapar. C. sauvignon, evidenciada pela
interrupcdo na absorcdo de nutrientes, uma veasuEentes patogénicos colonizam 0s
vasos xilematicos. Segundo os autores, a presengaaddes de defesa da propria planta
(tiloses) ou producdo de enzimas lignoliticas euloBticas e toxinas do patdgeno,
consequentemente impedem o transporte de aguaienteg na planta. De acordo com
Leslie e Summerell (2006l usarium solanproduz enzimas e toxinas capazes de impedir
a funcéo dos vasos xilematicos de absorver agué&riemes. Assim, podemos inferir que a
presenca da banda K para a cv. Bragantina podaderevidenciada ndo somente pela
impossibilidade de absor¢do de nutrientes, mas éampor mecanismos do préprio
patdgeno.

Os maiores valores d& observados para a cv. Bragantina (Figura 6A) posiem
atribuidos a um aumento no numero de centros deddedCRs) inativos, baixa

transferéncia ou bloqueio de energia entre osnsésteantena até os CRs do FSIlI devido a



dissociagdo entre o complexo do sistema antena@cleo do FSIl ou a inativagdo do
complexo de evolucdo do oxigénio (CEO) (LAZAR, 1998\NG et al., 2008; KALAJI et

al. 2011; GHOTBI-RAVANDI et al.,, 2014). A similaradle dos valores de Fo entre
tratamentos e CN indica a ineficiéncia dos prodasosupressividade da doenca. Por outro
lado, a reducéo de Fo ap0s a aplicacdo do Si-@mrsi@ a eficiéncia desse produto sobre a
supressividade de. solaninesta cultivar. Por conseguinte, 0 aumento desBoltante no
aumento do numero de CRs inativos para a cv. Btagae embasado pelos maiores
valores de ABS/RC e RRC obtidos para esta cultivar (Figura 6 C,D) besma pela
inativacdo do CEO, confirmada por meio da andlise desvios positivos da banda K
(Figura 5 C,D). Analogamente ao discutido para &anvariabilidade de ABS/RC e
DIo/RC entre tratamentos e CN para a cv. Bragantordjrma a ineficiéncia dos produtos
na supressao da doenca, bem como a eficiénciaodiouSi-C.

Os menores valores dev/Fm observados em todos os tratamentos e nos controles
positivo e negativo para a cv. Bragantina tambéranfioinfluenciados poFo. De acordo
com Osmond (1994), quando danos as unidades do daSliparciais, e possiveis de
recuperacdo por meio do retorno dos valoresgde Fv/Fm as condi¢cdes anteriores ao
estresse, ocorre o fendmeno da fotoinibigdo dind@ntatretanto, valores maiores para Fo
e menores parkv/Fm foram observados ao longo dos 180 DAI (dados néstrados),
Resultados sinilares foram descritos por Chen ex@(2010) estudando a fotoinibicdo da
fotossintese na maca 'Honeycrislalus domesticaBorkh. cv. Gala) com clorose. Os
autores encontraram maiores valores fajamenores valores pafav/Fm banda L e
banda K com desvios positivos e concluiram quetainiticdo ocorreu tanto no lado
doador (isto €, na CEO) quanto no lado aceptor 8 &m folhas cloréticas. O lado
aceptor € danificado mais severamente do que odaddor, o que possivelmente € uma
consequéncia da reducgéo FSII devido a desaceledagéolo de Calvin.

Os danos ocorridos effav/Fm para a cv. Bragantina, levaram a alteragbes nos
fluxos de energia de absorcéo (ABS/RC) e de digdpaor CR (DJRC) (Figura 6 C,D).

De acordo com Strasser e Strasser (1995) e Mel#th €010), ABS/RC ¢é influenciado
por variagcdes na razdo de CRs ativos/inativos & essacdo pode ser por um aumento
efetivo no tamanho da antena que fornece energexcitagcdo para os CRs ou por uma
diminuicdo da atividade dos CRs redutores de (QTRASSER e STIRBET, 1998;
YUSUF et al. 2010). Em nossos resultados, comalji@rgado, os maiores valores de

ABS/RC foram embasados pelo comportamento da bandeigura 4), com menor



conectividade entre as unidades do FSIlI (STRASSER 2000, 2004), indicando, para a
cv. Bragantina, diminuicdo na atividade dos CRstedos os tratamentos, com excegao
para Si-C (Figura 6C).

O indice de desempenhorf) esta diretamente relacionado ao resultado final da
atividade da planta, como crescimento ou sobrevigéisob condicdes de estresse
(STRASSER et al, 2007; TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER2008; ZUBEK et al.,
2009; YUSUF et al., 2010). Valores menores dgPbbservados para a cv. Bragantina,
em todos os tratamentos, expressam perda na cagacit conservacdo de energia em
resposta a ineficiéncia dos produtos no controtgifio, como discutido acima (Figura
6A). Esses resultados séo suportados pela coroelzggativa entre P € severidade,
evidenciando a ocorréncia de maior a severidadelatca na condicdo de menor
desempenho na conservacao de energia.

Os valores apresentados para cv. Kottanadan réedsrero, Fv/Fm ABS/RC,
DI/RC e Ptqar demonstram, no geral, melhor comportamento doaépdptoquimico
dessa cultivar quando submetida a inoculacdo fangionfirmando os resultados de
resisténcia descritos para esta cultivar (CapiB)loEsses dados sdo sustentados pela
correlagdes positiva entre Fo e severidade (r 48,68 = 0,6131), negativa entre Fv/Fm e
severidade (r = -0,7794; p = 0,0413), positivaeABS/RC e severidade (r = 0,6138; p =
1.1098), positiva entre BRC e severidade (r = 0,6476; p = 0,6569) e negainire Py
e severidade (r = -0,6946; p = 0,2859). Nota-segmppque o tratamento com quitosana,
tanto preventivo como curativo, resultou em valoresnores para Fv/Fm e B},
semelhantes aos observados para o controle neg#ssim, podemos inferir que a
quitosana nao contribuiu efetivamente para o cntfo patdgeno, uma vez que reducoes
na atividade fotoquimica ocorreram.

De acordo com Christen et al. (2007), analises ektetJIP fornecem varios
parametros da fluorescéncia da clorafilabs quais podem informar sobre desempenho do
aparato fotossintético e, consequentemente, solvitaladade das videiras. Com essas
ferramentas foi possivel identificar cultivaresetahtes (Cabernet sauvignon) e suscetiveis

(Merlot) a doenca esca.

4.3. Determinacéo dos parametros de trocas gasosas

No geral, independente da suplementacao e do mmdpletacao dos produtds,

solani exerceu efeito deletério na fisiologia da cv. Bradga aos 150 DA,



principalmente, pela reducao de A e gs (Figurdfeducéo dos valores de A e gs (Figura
7 C,D), associada a reducéo [EFm (Figura 6B) e aos maiores valores de Ci (Figura
7A), sugerem que a fotossintese da cv. Bragantirlarfitada por fatores ndo-estomaticos.
Esses resultados sdo sustentados pela correlagsdvgpentre A e gs (r = 0,5089; p =
4,228), correlacdo negativa entre A e Ci (r = -0)68p = 0,396), correlagao negativa entre
CieFv/IFm(r =-0,4593; p = 7,0784) e a correlacao poskinte a severidade da doenga e
Ci (r =0,6731; p = 0,4248). De acordo com Debadnal.e(2014), menores valores em A
podem ser interpretados como um desequilibrio paaidade bioquimica para a fixacao
de CQ. Esta condicao de reducdo na assimilacdo de canas plantas (A) associada a
baixos valores da eficiéncia fotoquimidavAFm) e altos fluxos de energia de dissipagéo
(DIo/RC) reforcam a hipdtese de ocorréncia de umagc@ibioquimica da fotossintese
causada pelo fusarium. Como consequéncia, maieresp de energia na forma de calor
ocorrem.

Yun et al. (2000), estudando o patossistédngza sativax Magnaporthe grisea
observaram diminuicbes na atividade de Rubisco eamacidade de regeneracdo de
ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) devido a reducdo makres de A e A/Ci nas plantas
infectadas. Essa capacidade de regeneracdo dapaBRser limitada devido a disturbios
na cadeia de transporte de elétrons, explicadde restudo, pelos menores valores de
Fv/Fm, resultando em menor fornecimento de NADPH e AD@®acordo com Baker et al.
(1997), perda ou inativacdo de enzimas envolvidasiclo de Calvin, aléem da Rubisco,
contribuem para a reducdo da capacidade de regéoerda RuBP.Resultados
semelhantes foram encontrados em outros patosaistgnrcalyptus urophylla Puccinia
psidii; Oriza sativax Bipolaris oryzae Eucalyptus globulug MycosphaerellaSorghunmx
Colletotrichum sublineolujne, geralmente, foram interpretados como uma indcale
limitacbes bioquimicas da fotossintese (ALVES et2011; DALLAGNOL et al., 2011;
PINKARD e MOHAMMED, 2006; RESENDE et al.,, 2012). Naresente estudo, o
tratamento com Si-C resultou em aumentos signWcatem A e A/Ci para a cv.
Bragantina, comparativamente ao CN. Embora essesltados ndo possam ser
comparados aqueles obtidos para a fluorescénaordila a (registrados aos 180 DAI),
houve uma tendéncia para a melhoria da atividamesdmtética nas plantas inoculadas e
suplementadas com Si, mesmo nao se possa afiro@ri@ncia de uma resposta padrao
paras os produtos utilizados.

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

Quercus suberL. (sobreiro ou cortica) inoculadas com trés fungpatogénicos,



Botryosphaeria stevensii Hypoxylon mediterraneune Phytophthora cinnamomiAs
plantas inoculadas apresentaram menores valorggs deFv/Fm De acordo com oS
autores, menores valores de gswFm indicam desordens metabdlicas da planta, pela
reducdo da capacidade hidrica e energética dispenpara o crescimento e defesa das
plantas infectadas. Para a cv. Bragantina, a aiasé@acdiferencas significativas em gs e
Fv/Fmentre tratamentos e CN, reforgca a menor a supigade da doenca, confirmando a
maior susceptibilidade dessa cultivar a fusariose.

Linaldeddu et al. (2009), estudando duas espécesantboreas nativas do
MediterraneoQuercus subet..(cortica) eQuercus ilexL. (carvalho), observaram que os
agentes patogénicégpiognomonia quercindiscogniauxia mediterrane&otryosphaeria
corticolae Pleurophoma cavaausaram efeitos negativos nas trocas gasosasidasrde
cortica, independentemente do tamanho da lesdaule, sugerindo a producéo de toxinas
fungicas. Esta hipotese baseia-se no fato de tamanho do dano visual causado ao caule
por B. mediterranea P. cavaera pequeno demais para justificar a menoreseslie A e
gs. Por outro lado, em mudas de carvalho, apdhasorticola causou variacdes
significativas nas trocas gasosas em relacao aasywuashtrole. Os outros fungos induziram
ligeiras variacdes fisioloégicas, embora os tamanbas lesdes nas hastes fossem
semelhantes nos dois hospedeiros da planta. Estetasugere que mecanismos de defesa
em plantas de carvalho foram ativados para combatefeitos fisiolégicos das infeccbes
fungicas. A habilidade do carvalho para limitar m®cessos de infeccdo de alguns
patégenos fungicos foi observada por EL Omari et(2001), em mudas de 3 anos,
infectadas artificialmente corRhomopsisspp. No segundo ano apo6s a inoculagdo, os
cancros causados por esses agentes patogénianscimmgpletamente curados e ndo foram
detectados disturbios de trocas gasosas. Apesar, disialdeddu et al. (2009) concluiram
que causas especificas para as respostas fisedddierenciais das duas espécies de
carvalho aos ataques de fungos continuam inc&tapresente estudo, os menores valores
de E observados para a cv Bragantina podem seriadgs aos resultados observados para
gs, sendo sustentados pela correlacdo positivgnéisativa entre E e gs (r = 0,7141; p =
0,1939). Outros autores observaram concomitantecées em E e gs em plantas
infectadas por patégenos (DUNIWAY e DURBIN, 1971¢c&RATH e PENNYPACKER,
1990; GODOY et al., 2001).



5. CONCLUSOES

Independentemente da severidade da doenca, plaotagadas cont. solanif.
sp.piperis permaneceram fotossinteticamente ativas ap6sia8 d

Danos ao complexo de evolucdo do oxigénio (CECQg eamectividade energética
entre as subunidades do fotossitema Il (FSII) eam na cv. Bragantina infectada pelo
fungo;

A fotossintese e pigmentos fotossintéticos foragmicativamente reduzidos
durante o processo de infecgdo porsolanipara a cv. Bragantina, mostrando que essa
cultivar ndo apresenta comportamento favoravepéessividade da doenca;

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

A reducdo deF,, ABS/RC e DYRC ap6s a aplicacdo do Si-C evidenciou a

eficiéncia desse produto sobre a supressividade si@anina cv. Bragantina.
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CONCLUSOES GERAIS

Quitosana e o silicio ndo inibiram o crescimenteelml in vitro dos isolados,
enquanto fosfito exerceu 100% de inibicdo. Carbaind@&xerceu efeito fungitoxico para
CML-2353 e E-596 e fungistatico para CML-2466 e F-6inibindo o crescimento
micelial desses isolados em 60 e 80%, respectivieniao houve efeitos de dose para os
produtos testados;

O desempenho fisiolégico das cultivares submetada®H evidenciou que a cv.
Kottanadan foi tolerante a 12 DDH considerando @ise dos parametros biométricos,
associada a maior porcentagem de sobrevivéncia @, GR menores alteraces
fotoquimicas das plantas. A cv. Bragantina foi stisel a 10 DDH, apresentando 10% de
sobrevivéncia, 22% de CRA e fotoinibi¢cao cronica;

A cv. Kottanadan apresentou maior nivel de resisdéd doenca. Todas as plantas
tratadas com Silicio, Fosfito e Quitosana, de andsasultivares, apresentaram melhor
comportamento quando comparadas aos respectivasolesnnegativos em relacdo a
incidéncia e severidade da fusariose;

Fosfito e Silicio sdo mais eficientes para a sigiveade da fusariose e inducéo de
resisténcia, considerando a invariabilidade daygéd de biomassa para a cv. Kottanadan;

Houve similaridade para a época de aplicacdo ptieeea curativa dos produtos
em ambas as cultivares, embora a aplicacéo cuidai&ilicio evidencie supressividade de
F. solanina cv. Bragantina pela reducaokig ABS/RC e D/RC;

Independentemente da severidade da doenca, plast@sadas conf. solani

permaneceram fotossinteticamente ativas apés B30 di



CONSIDERACOES FINAIS

O cultivo da pimenta-do-reino é de grande impofitimo cénario nacional e
internacional, considerando o alto poder econdérge@do pela venda dessa especiaria.
Especulacdes sobre o manejo correto ocorrem tamtBrasil quanto em outros paises
produtores de pimenta-do-reino. Entretanto, poestisdos cientificos sdo realizados com
seriedade, objetivando realmente conhecer a fgmldePiper nigrumassociada a fatores
bidticos e abidticos, que interferem na duracaopitoentais bem como na produtividade.

As doencgas sao a principal causa de perdas nagamauna qualidade comercial
dos gréaos. Pouco se sabe sobre a suplementac@oatdgzdo-reino com nutrientes como
o silicio e/ou métodos alternativos para o contdaldusariose, que no Brasil, € a principal
causa de morte dos pimentais. Nesse sentido, értemp® considerar que nenhum
nutriente por si s6 controla toda doenca em todasu#turas. Sabe-se que plantas em
desequilibrio nutricional sdo mais suscetiveisengas. Por conseguinte, a forma como os
nutrientes estao disponiveis para as plantas tanférancia seu efeito sobre as doencas
e alguns elementos minerais tém efeitos similaneggor das plantas, mas efeitos opostos
nas relagdes fisioldgicas sobre as doencgas.

E importante salientar também que além da fusariostos tipos de estresse
podem afetar o desempenho da cultura. O déficitidoidé uma situacdo comum,
principalmente em algumas regides do Brasil, oredeeoursos hidricos séo escassos, seja
pela falta de chuva ou por irregularidades naibisgdo pluviométrica.

Nesse contexto, qual seria a importancia de seecenla fisiologia da planta e suas
respostas aos varios tipos de estresse? Qual cep@pel da nutricdo mineral e de
nutrientes especificos na resisténcia da planéztafia ou na tolerancia ao déficit hidrico?
Como as vias metabdlicas e fotossintéticas da pavsimreino sdo afetadas em condigfes
adversas? Qual o papel da anatomia no reconhecndenalteracdes celulares impostas
pelo fungo ou pela deficiéncia hidrica?

Neste estudo, o comportamenmtovitro de F. solanif. sp. piperis ccultivado em
diferentes produtos foi avaliado como também acgée do fungo nas cvs. Kottanadan e
Bragantina em condi¢gfes de viveiro. Respostas epidiégicas, biométricas e fisioldgicas
do patossistemRiper nigrumx F. solani confirmam o pioneirismo dessa pesquisa e 0s
poucos estudos sobre a resisténcia da culturapiddsitos utilizados na suplementacao da

planta infectada, Silicio e Fosfito sdo recomendagara a inducdo, direta ou indireta,



dessa resisténcia. Entretanto, considerando o @atefo Silicio na inducdo de resisténcia
de plantas, como evidenciado na literatura e naglte@los obtidos neste estudo, maiores
doses de silicio e épocas de aplicacdo devemsiad#s na supressividade da fusariose.
Por fim, apesar dos resultados promissores comormesisténcia a doenca e
maior tolerancia ao déficit hidrico em viveiro, f8& necesséria a realizacdo de
experimentos em campo com as cultivares, sendoss@de® 0 acompanhamento

fisioldgico, nutricional e fitopatoldgico dessadtatas.



ANEXOS



ANEXO 1

Estruturas deF. solani f. sp. piperis A- Monofidlides; B- Macroconideos; C-
Microconideo (seta); D- Ascésporo germinando; E Bdtitécio; G- Clamiddsporo.

(Fotos: Verbnica D’Addazio - A, B, C, D; Vaz, 2018, G; Summerell et al., 2003 — F).



ANEXO 2

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

(Fotos: Antelmo R. Falqueto e Verdnica D’Addazio).



ANEXO 3

Experimentan vitro (Fotos: Verdnica D’Addazio)



ANEXO 4

Experimento déficit hidrico - ciclos (Fotos: VeréaiD’Addazio)



ANEXO 5

Aplicagdo de solugdo nutritva em mudas com 6 mesesidade (Fotos: VerOnica
D’Addazio)



ANEXO 6

Contagem de esporos em camara de Neubauer e igdoul@s vasos (Fotos: Verbnica
D’Addazio).



ANEXO 7

Postulado de kock (Fotos: Verbnica D’Addazio)



ANEXO 8

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



ANEXO 9

Plantas de pimenta-do-reino &®0 DAI (Fotos: Verbnica D’Addazio)



ANEXO 10

Plantas de pimenta-do-reino aos 180 DAI (Fotosokiea D’Addazio)



ANEXO 11

Plantas de pimenta-do-reino &®0 DAI (Fotos: Verdnica D’Addazio)



ANEXO 12

Plantas de pimenta-do-reino &®0 DAI (Fotos: Verdnica D’Addazio)



ANEXO 13

Biometria aos 180 DAI (Fotos: Verbnica D’Addazio)



ANEXO 14

Colonizacao do fungo no xilema. Cultivar BraganiiRatos: Veronica D’Addazio)



ANEXO 15

Raiz de Bragantina (BRA) e Kottanadan (KOT) aos 80 (Fotos: Veronica D’Addazio)



ANEXO 16

Fluorescéncia da clorofila e teor de clorofila a cada 15 dias (a partir gozgiro) até 180
DAI (Fotos: Verbnica D’Addazio



ANEXO 17

Fotossintese aos 150 DAI (Fotos: Verbnica D’Addgzio






