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ALTERACOES NA MORFOLOGIA E NO CRESCIMENTO IN VITRO DE Piper
nigrum L. SUBMETIDAS AO FILTRADO DE CULTURA DE Fusarium solani f. sp.
piperis Alb.

RESUMO

As cultivares de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) em uso no Brasil sdo suscetiveis ao
fungo Fusarium solani f. sp. piperis. Porém, os niveis de suscetibilidade ainda ndo sdo
conhecidos. O objetivo deste estudo foi avaliar a suscetibilidade por meio das alteracdes na
morfologia e no crescimento in vitro da cultivar Bragantina e do hibrido intraespecifico (Apra x
Guajarina) de pimenteira-do-reino submetidas ao filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp.
piperis. Brotos previamente enraizados foram transferidas para meio de cultura MS com 3% de
sacarose, vitaminas MS, 0,2% de phytagel, 0,05 mg L™ de 4cido naftalenoacético e adicéo do
filtrado de cultura nas doses de 0, 20, 30, 40 e 50% (v/v). As plantas foram cultivadas em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 h, luminancia de 3000 lux e a 25 + 3 °C. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x5 (2 gendtipos e 5 doses do
filtrado) e aos 45 dias de cultivo foram observadas alteracbes na morfologia e reducdo no
crescimento dos dois genotipos quanto a parte aerea e raizes. Os dados foram submetidos as
andlises de variancia e regressdo. O hibrido apresentou as maiores médias para 0 numero e
comprimento das raizes, assim como maior acimulo médio de massa fresca e seca das raizes. O
comprimento médio do caule e do entren6 foram maiores para a Bragantina, no entanto, 0s
acumulos medios de massa fresca e massa seca do caule, assim como o0 nimero medio de gemas
foram maiores para o hibrido. O nimero médio de folhas, area foliar total, folhas senescentes e
acumulos de massa fresca e seca nas folhas foram maiores para o hibrido. O filtrado flngico em
meio de cultura provoca alteracdo mais acentuada na morfologia e no crescimento da cultivar
Bragantina do que no hibrido e se constitui uma alternativa in vitro para quantificar os niveis de
suscetibilidade dos gendtipos de Piper nigrum L. as toxinas produzidas pelo patdgeno.

Palavras chaves: Piper nigrum L - suscetibilidade, Filtrado de cultura, Fusarium solani f. sp.
piperis.
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CHANGES IN THE MORPHOLOGY AND IN THE IN VITRO GROWTH OF Piper
nigrum L. SUBJECTED TO Fusarium solani f. sp. piperis Alb. CULTURE FILTRATE

ABSTRACT

The cultivars of black pepper (Piper nigrum L.) in use in Brazil are susceptible to the fungus
Fusarium solani f. sp. piperis. However, susceptibility levels are not yet known. The aim of
this study was to evaluate the susceptibility through changes in morphology and in vitro
growth of the cultivar Bragantina and the intraspecific hybrid (Apra x Guajarina) of black
pepper subjected to culture filtrate of Fusarium solani f. sp. piperis. Previously rooted shoots
were transferred to MS medium with 3% sucrose, MS vitamins, 0.2% phytagel, 0.05 mg L™
naphthalene acetic acid and culture filtrate at doses of 0, 20, 30 40 and 50% (v/v). Plants were
grown in a growth chamber with a 16h photoperiod and 3000 lux illuminance at 25 + 3 ° C.
The experimental design was a completely randomized factorial design of 2x5 (2 genotypes
and 5 doses of filtrate) and, at 45 days of cultivation, changes in morphology and reduced
growth of shoots and roots were observed and evaluated on both genotypes. Data were
submitted to analysis of variance and regression. The hybrid had the highest means for the
number and length of roots, as well as higher average accumulation of fresh and dry weight of
roots. The mean stem and internode length were higher for Bragantina, however, the average
accumulation of fresh and dry weight of the stem, as well as the average number of buds,
were higher for the hybrid. The average number of leaves, total leaf area, senescent leaves and
accumulation of fresh and dry weight in the leaves were higher for the hybrid. The fungus
culture filtrate in the medium causes more evident changes in the morphology and the growth
of cultivar Bragantina than in the hybrid and it is an in vitro alternative to quantify the levels
of susceptibility of genotypes of Piper nigrum L. to toxins produced by the pathogen.

Keywords: Piper nigrum L. - susceptibility, Culture filtrate, Fusarium solani f. sp. piperis.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) pertence a familia Piperaceae, com mais de
2000 espécies. E uma planta trepadeira, perene, que cresce aderida a tutores de madeira ou a
troncos de arvores, podendo atingir até cinco metros de altura quando adulta. Encontra-se
distribuida na América tropical e principalmente no sul da Asia onde esta cultura de originou
(SOUZA et al., 2011; GORDO et al., 2012).

Seu fruto, denominado de pimenta-do-reino, € amplamente utilizado na culinaria como
condimento, em forma de grdos inteiros, moidos e misturados a outros condimentos. Possui
um o6leo volatil responsavel por seu sabor picante e aroma intenso proporcionado pela
piperina (BENITEZ et al., 2009). A piperina ¢ um importante alcaloide que possui atividades
anti-inflamatoria, analgésica e antioxidante, alem de aumentar drasticamente a absorgdo de
selénio, vitamina B e B-caroteno, bem como de outros nutrientes (LEE et al., 2005).

Atualmente, o Vietnd é o maior produtor e exportador mundial de pimenta-do-reino,
seguido da Indonésia e india (FAOSTAT, 2012). O Brasil é 0 quarto maior produtor mundial
com uma producdo de 41.958 t, sendo 31.027 t produzidos pelo estado do Para, cerca de 74%
da producdo nacional de pimenta-do-reino seca. O estado do Pard é o maior produtor
nacional, seguido dos estados do Espirito Santo, Bahia e Paraiba (IBGE, 2013).

Apesar de o Brasil ser um dos maiores produtores de pimenta-do-reino, a incidéncia de
doencas, aliada a inexisténcia de cultivares resistentes, tem contribuido para reduzir a
producdo e a produtividade no pais. A fusariose, causada pelo fungo Fusarium solani f. sp.
piperis (ALBUQUERQUE et al., 1961), tem causado a morte de milhares de pimenteiras,
resultando em grandes perdas de producéo e reducdo no ciclo produtivo da cultura de 20 anos
para 6 a 8 anos (SHAHNAZI et al., 2012).

O F. solani f. sp. piperis Alb. é um fungo natural do solo e que sobrevive tanto na
planta quanto na matéria organica do solo, como saprofita. A infeccdo geralmente se inicia
pelas raizes mais jovens e raizes secundarias, as quais apodrecem progressivamente, levando
ao amarelecimento e murcha das folhas, que podem cair no solo ou necrosar e ficar aderidas
aos ramos. Com o progresso da doenca a planta fica totalmente desprovida de folhas e morre
(KIMATI et al., 2005; DIAS, 2006; TREMACOLDI, 2010).

Ainda ndo existem cultivares de pimenteira-do-reino resistentes a fusariose no Brasil.
No entanto, varias medidas tém sido adotadas para tentar controlar a doenca. Segundo
Tremacoldi (2011), o uso de folhas de nim trituradas e incorporadas ao solo pode controlar

em 100% a podriddo das raizes de pimenteira-do-reino. Além disso, foi verificado que a casca
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de caranguejo, adicionada ao solo, pode auxiliar na reducdo de incidéncia da fusariose e na
promocé&o do crescimento de mudas de pimenteira-do-reino (BENCHIMOL et al., 2005).

Outras medidas de controle tém sido utilizadas visando deixar a plantas menos
predispostas a fusariose, dentre elas: adubacdo quimica balanceada, drenagem do solo muito
argiloso e irrigacdo no periodo de seca. Além disso, deve-se manter uma cobertura vegetal nas
entrelinhas e evitar capinas drasticas nos plantios. (BENCHIMOL et al., 2000; DUARTE et
al., 2002).

A propagacdo répida de plantas livres de patégenos e clonagem de material de elite,
resgate de embribes de cruzamentos intraespecifico e interespecificos (BARBOSA, 2002),
geracdo de variabilidade genética por mutacdes induzidas, producdo de plantas transgénicas,
analises genético-moleculares e a selecdo in vitro sdo técnicas in vitro que podem servir como
ferramentas valiosas para auxiliar no controle da doenca (LEMOS, 2010).

A selecdo in vitro, utilizando toxinas fungicas como agente seletivo, € uma técnica que
pode ser utilizada em programas de melhoramento genético, visando obter plantas resistentes
ou tolerantes a doengas. Em pimenteira-do-reino, Lemos (2003) verificou que o filtrado da
cultura de Fusarium solani f. sp. piperis foi bastante eficiente como agente seletivo e pode ser
utilizado para selecdo de materiais com potenciais para a resisténcia a fusariose.

O efeito do filtrado fangico como agente seletivo pode ser avaliado por diversos
parametros, por exemplo, inibicdo do crescimento em massa, percentagem de explantes em
regeneracao, percentagem de explantes necréticos e alteracdes na morfologia (HOLLMANN
et al., 2002). Em maracujazeiro-amarelo in vitro, o filtrado de cultura de Fusarium oxysporum
f. sp. passiflorae causou reduces no nimero, comprimento, massa fresca e massa seca das
raizes, além do amarelecimento e queda das folhas. No entanto, essas reducfes apresentaram
diferentes niveis, o que permitiu selecionar aqueles genétipos de maracujazeiro-amarelo
menos suscetiveis ao patdgeno (FLORES, 2008).

O presente trabalho tem por objetivo avaliar as alteracdes na morfologia e no
crescimento das plantas do hibrido intraespecifico de Piper nigrum L. (Apra X Guajarina) e
da cultivar Bragantina submetidas ao cultivo in vitro com adicdo de filtrado de cultura de F.
solani f. sp. piperis, agente causal da fusariose em pimenteira-do-reino. Assim, sera possivel
testar a hipotese de que ha diferenca quanto a suscetibilidade entre as plantas de pimenteira-

do-reino as toxinas fangicas presentes no filtrado do patdgeno.
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1.1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.1. Origem

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.), também conhecida no Brasil como pimenta
preta ou pimenta da india é originaria das florestas de Kerala, no sul da Iindia. Na Europa,
durante a idade média, seu fruto foi a primeira especiaria oriental a ser utilizada como um
artigo de comércio de grande importancia. Era destinada a preservacao de carnes e para tornar
mais agradaveis alimentos repulsivos. Posteriormente, foi levada da India para outras regides
tropicais e subtropicais no mundo (ALBUQUERQUE e DUARTE, 1986).

No Brasil, a pimenta-do-reino foi introduzida pelos portugueses no século XVII, no
estado da Bahia, sendo levada em seguida para os estados da Paraiba, do Maranhdo e do Para.
Porém, devido ao pouco conhecimento sobre a tecnologia de producdo e a utilizacdo de
cultivares inadequadas, a pimenteira-do-reino ndo se estabeleceu como uma cultura industrial
(ALBUQUERQUE e CONDURU, 1971; DIAS, 2006).

A exploracdo econdmica s6 veio ocorrer em 1933, quando imigrantes japoneses que se
destinavam ao estado do Para, trouxeram algumas mudas da cultivar Kuching, conhecida
como Cingapura, em referéncia ao porto de embarque desses imigrantes. As mudas foram
cultivas na fazenda Acaizal, no municipio paraense de Tomé-AcgU. Dessa base genética
comum ocorreu a expansao comercial do cultivo no Para, por meio da propagacdo vegetativa
desse material botanico (ANDO et al., 1997; SILVA e SOUZA, 2009).

1.1.2. Botanica

Conhecida botanicamente como Piper nigrum L. a pimenteira-do-reino pertence a
familia Piperaceae e ao grupo das Magnollidae (SMITH, 2008). Essa familia esta
representada por 5 géneros. O género Piper inclui cerca de 2000 espécies gque se caracterizam
pelo uso medicinal popular e pela importancia econbmica e comercial, em virtude da
producdo de 6leos essenciais utilizados pela industria de condimentos, farmacéutica e de
inseticida (BRITO, 2012). No Brasil, encontram-se 450 destas espécies, distribuidas desde a
regido Amazonica até a regido sudeste do pais. Apresentam diversas formas de crescimento,

dentre elas, ervas, arbusto e pequenas arvores (MENEZES, 2011).
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As raizes, na maioria, sdo adventicias, no entanto, algumas séo do tipo pivotante. As
folhas podem ser grandes ou pequenas, codiformes ou lanceoladas, geralmente de coloragéo
verde escuro, pecioladas e inteiras com disposicdo alternada. As flores sdo de coloracéo
esbranquicada, sem perianto, que se agregam em espiguetas, podem ser masculinas, femininas
ou bissexuais. As espécies cultivadas apresentam, normalmente, flores hermafroditas, o que
facilita a polinizagdo e o desenvolvimento do fruto (AGAREZ et al., 1994). A polinizagdo
natural é por geitonogamia através da dispersdo do polen por goticulas d’agua ou chuvas, cuja
formacdo do fruto da-se seis meses apOs a polinizacdo. Os frutos desenvolvem-se em
espiguetas, também denominadas amentilhos, onde sdo agrupadas até 150 grdos. Na
maturacao, os gréos apresentam cor vermelha e diametro entre 4 e 6 mm (DIAS, 2006).

1.1.3. Cultivares

As cultivares de Piper nigrum L. apresentam 6timo crescimento e desenvolvimento
em clima guente e umido, com precipitacdo pluviométrica média de 2500 mm/ano, umidade
acima de 80%, temperatura média em torno de 23 °C a 28 °C e solos com textura méedia e boa
drenagem (KRISHNAMURTHY et al., 2011). Atualmente, nos estados do Pard, Bahia e
Espirito Santo a cultivar mais plantada pelos pipericultores é a Cingapura. Entretanto, depois
de estudos realizados por Albuquergue et al., (1989) no estado do Para, foram selecionadas
duas outras cultivares: a Bragantina e a Guajarina, todas elas apresentando bons indices de
produtividade.

A Cingapura foi introduzida no Brasil em 1933 por imigrantes japoneses. Apresenta
plantas com formato cilindrico; folhas pequenas e estreitas; espigas curtas com comprimento
médio de 7,0 cm e frutos de tamanho médio (Figura 1 A). E suscetivel a fusariose, podrid&o-
do-pé e viroses, porém apresenta resisténcia a murcha-amarela. E recomendada para
condicdes de solos de textura média com boa drenagem.

A Guajarina é descende da cultivar Arkulam Munda, introduzida da india por volta de
1970. Essa cultivar apresenta formato cilindrico quando adulta; com folhas alongadas e de
tamanho médio; espigas longas, com comprimento médio de 12,0 cm; os frutos apresentam
bom enchimento nas espigas, sendo esféricos e gratdos (Figura 1 B). E suscetivel & fusariose,
podriddo-do-pé, murcha amarela e viroses. E recomendada para ambientes com periodo de

estiagem definidos e solos bem drenados.
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A Bragantina foi introduzida no Brasil na década de 1980, originou-se de propagacao
vegetativa do hibrido Panniyur, obtido do sul da india. As plantas possuem folhas largas e
cordiformes; espigas longas, com comprimento médio de 14,0 cm; flores 100% hermafroditas
e frutos graidos (Figura 1 C). E suscetivel a fusariose, podriddo-do-pé e viroses, porém é
resistente a murcha-amarela. Recomenda-se para ambientes com maior precipitacdo
pluviométrica e solos com maior capacidade de retencdo de umidade.

A Kuthiravally foi introduzida da India, no periodo 1982/93, através de estacas.
Apresenta folhas largas e compridas, espigas longas com comprimento médio de 12,0 cm,
com extremidade recurvada repleta de frutos gratudos (0,49 mm de didmetro) de maturidade
tardia (Figura 1 D). Exibe alta resisténcia & murcha amarela, porém, é suscetivel & fusariose.
Indicada para solos de textura média e bem drenados.

A lacaréa-1 foi introduzida da India em 1981, sob a forma de estacas vegetativas. As
folhas sdo de tamanho médio e estreitas. As espigas apresentam tamanho médio de 9,0 cm,
repletas de frutos em condi¢des ambientais favoraveis (Figura 1 E). A cultivar ndo apresenta
resisténcia a fusariose, a podriddo do pé e as viroses, mas apresenta resisténcia a murcha
amarela. E recomendada para cultivos em area de solo de textura média com boa drenagem.

A cultivar Apra é oriundo de estacas de plantas matrizes provenientes do sul da india,
na década de 1980. Apresenta folhas largas; espigas longas, com comprimento médio de 12,0
cm, contendo varias fileiras de frutos gratdos (Figura 1 F). Possui alta resisténcia a murcha-
amarela, porém, é suscetivel a fusariose e ao secamento dos ramos. Recomenda-se seu cultivo

em solos de textura média e bem drenados.

Fotos: Oriel Filgueira de Lemos

Figura 1. Principais cultivares de pimenteira-do-reino encontradas em areas produtoras do estado da Para: (A)
Cingapura, (B) Guajarina, (C) Bragantina, (D) Kuthiravally, (E) lacara-1 e (F) Apra. Fonte: LEMOS et al., 2011.
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1.1.4. Importancia socioeconémica

A pimenta-do-reino é uma especiaria de grande importancia econdmica no mercado
nacional e internacional. Em 2012 a exportacdo de especiarias para os EUA, principal
importador, rendeu um ganho total de cerca de US$ 5 bilhdes, sendo US$ 1,84 bilhdes
resultante da pimenta-do-reino. O Vietnam e Indonésia sdo 0s maiores produtores e
exportadores, seguidos de india e Brasil. Nos Gltimos 10 anos, o Vietnam teve um aumento de
150% na sua area colhida e, atualmente, apresenta uma producdo de 110.000 t, cerca de 32%
da producdo total mundial de pimenta-do-reino (ANEXO A). Indonésia, india e Brasil
representam 24%. Os demais paises, como a China e Sri Lanka, produziram abaixo de 10% da
producéo total mundial (IPC, 2012).

Em 2001, o Brasil ocupou a quarta posicdo mundial na producéo de pimenta-do-reino,
e em 2006 apresentou sua maior producdo dos ultimos 10 anos, com 80.316 t em uma area
colhida de 33.224 ha, sendo a produtividade média de 2,42 t/ha. Porem houve uma queda de
producdo de aproximadamente 50 % até o ano de 2012 (ANEXO A). Atualmente, o Brasil € 0
quarto maior produtor de pimenta-do-reino, com uma producdo de 41.919 t colhidas em uma
area de 18.701 ha e com uma produtividade média de 2,24 t/ha (FAOSTAT, 2012).

O estado do Para é o maior produtor nacional de pimenta-do-reino, seguido do Espirito
Santo e da Bahia. A maior producdo brasileira dos ultimos 10 anos, relatada anteriormente,
teve participacao de 83,46% do estado do Pard. No entanto, essa producéo reduziu nos anos
seguintes, sendo registrada uma producdo de 32.267 t no ano de 2012, com queda de 48%
(ANEXO B). Atualmente, o Para representa 74% da producdo nacional, com uma producéo
de 31.027 t em uma area colhida de 14.414 ha, e produtividade média de 2,15 t/ha. O Espirito

Santo € o segundo maior produtor, representando 16% da producédo nacional. (IBGE, 2013).

1.1.5. A doenca fusariose

No inicio da exploracdo econbmica da pimenteira-do-reino, a cultivar Cingapura foi
utilizada em sucessivas propagacoes vegetativas, durante trés décadas consecutivas, ocupando
extensas areas de monocultivo. Essa condicdo contribuiu para a uniformidade genética das
populacdes e constituiu-se como o principal fator que favoreceu o desenvolvimento da doenca
conhecida como podriddo das raizes ou fusariose, que se disseminou rapidamente em curto
espaco de tempo, causando grandes prejuizos econdmicos aos produtores de pimenta-do-reino
(ANDO et al., 1997).
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Os primeiros registros da fusariose ocorreram em 1957 nos pimentais de Tomé-Agu,
contudo, somente em 1961, a partir de material coletado no plantio de Paulo Ohashi, no
Municipio de Santa Isabel do Pard, foi determinada a natureza do seu agente causal, o fungo
Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. piperis Albug. (ALBUQUERQUE, 1961). Albuguerque
et al., (1996) realizaram trabalhos em areas de ocorréncia da doenca no estado do Para e
constataram que a partir do terceiro ano, as plantas desenvolveram a doenca, e ao sexto ano
apresentaram indices de infeccéo de até 100%.

A fusariose trouxe graves consequéncias econdmicas, sociais e ambientais que
resultaram em queda de producdo e das exportacoes, faléncia, desemprego, emigracéo de 50%
da populagdo de produtores para outros estados do pais, abandono de propriedades, venda de
propriedades a baixo custo, mudangas no status social dos produtores e alteracGes no sistema
de producdo (DUARTE et al., 2002). Calcula-se que esse patdgeno tenha causado, em 30
anos, perdas de producdo da ordem de 150 milhGes de ddlares; e uma reducdo da area
plantada de 60 mil hectares para, aproximadamente, 18 mil hectares, e do nimero de
produtores de 16.756 para 7.951 entre as décadas de 1980 e 1990 (BARBOSA, 2002).

O fungo Fusarium solani f. sp. piperis (teleomorfo Nectria haematococca f. sp.
piperis) € um habitante natural dos solos, que sobrevive tanto na planta como necrotréfico
guanto na matéria organica do solo como saprofita. Pertence ao filo Ascomycota, classe
Ascomycetes, ordem Hypocreales, familia Hypocreaceae (TREMACOLDI, 2010). Produz
trés tipos de esporos, 0s macroconidios, microconidios e os conidios intermediarios, formados
de conidioforos, cujos esporos de resisténcia, os clamiddsporos, podem se originar do
espessamento de paredes das células das hifas ou de macroconidios (SILVA et al., 2011).

Sendo um patdgeno de solo, a infeccdo geralmente se inicia pelas raizes mais jovens e
raizes secundarias. As condicGes de temperatura e umidade elevadas da regido Norte
brasileira favorecem a multiplicacdo do patdgeno e o avango da colonizacdo dos tecidos das
raizes. Com o apodrecimento progressivo do sistema radicular, comecam a aparecer 0S
sintomas reflexos na parte aérea das pimenteiras, como amarelecimento e murcha das folhas,
que podem cair no solo ou necrosar e ficar aderidas aos ramos. Geralmente, as plantas
morrem apds dois ou trés anos do inicio dos sintomas na parte aérea. No estadgio mais
avancado da sintomatologia, a podriddo alcanca o colo da planta, podendo ser visivel o
enegrecimento dos tecidos internos do caule (Figura 2) (TREMACOLDI, 2010; OLIVEIRA
etal., 2011).
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Fotos: Célia Regina Tremacoldi

Figura 2. Plantas de pimenteira-do-reino infectadas por Fusarium solani f. sp. piperis. (A) Sintomas de
amarelecimento, desfolha, necrose das folhas e apodrecimento do colo. Fonte: TREMACOLDI, 2010. (B) Morte
da planta ap6s trés anos do inicio dos sintomas na parte aérea. Fonte: NASCIMENTO, 20009.

Ainda ndo existem cultivares resistentes a fusariose, no entanto, varias medidas tém
sido adotadas para tentar controlar a doenca. Segundo Tremacoldi (2011), o uso de folhas de
nim trituradas e incorporadas ao solo pode controlar em 100% a fusariose de pimenteira-do-
reino. Além disso, foi verificado que a casca de caranguejo, adicionada ao solo, pode auxiliar
na reducdo de incidéncia da fusariose e na promocao do crescimento de mudas de pimenteira-
do-reino (BENCHIMOL et al., 2005).

Outras medidas de controle envolvem a adubacdo quimica balanceada, drenagem do
solo muito argiloso e irrigacdo no periodo de seca, visando deixar a planta menos predispostas
a doenca. Além disso, deve-se evitar capinas drasticas nos plantios e manter uma cobertura
vegetal nas entrelinhas (DUARTE et al., 2002; BENCHIMOL et al., 2000). Porém, essas
medidas de controle sdo pouco eficientes e muito onerosas. Para Serrano et al., (2012) devem
ser adotadas medidas preventivas durante a conducdo dos pimentais, por meio da producéo e

plantio de mudas sadias.
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1.1.6. Melhoramento genético da pimenteira-do-reino visando resisténcia a fusariose

O melhoramento genético da pimenteira-do-reino0 tem como objetivo o
desenvolvimento de cultivares mais produtivas e resistentes a doengas, como a fusariose, para
reduzir ou evitar os prejuizos econdmicos causados por essa enfermidade. Porém, a
variabilidade genética estreita das cultivares no Brasil e as dificuldades encontradas para se
introduzir materiais do centro de origem dificultam a obtencgéo de fontes de resisténcia. Desta
forma, alguns trabalhos foram desenvolvidos buscando identificar espécies do género Piper,
nativas da Amazonia, com resisténcia a doenca (POLTRONIERI et al., 2000).

Albuquerque et al. (2001), testaram a resisténcia de oito espécies nativas da
Amazonia: P. aduncum L., P. arboreum Aublet, P. carniconnectivum C. DC., P. colubrinum
Link., P. hispidinervium C. DC., P. hispidum S.W., P. hostmannianum (Miq) e P.
tuberculatum Jacq. Os resultados mostraram que absolutamente nenhuma das plantas das
nove espécies nativas, cultivadas em solo infestado com isolado do fungo Fusarium solani f.
sp. piperis apresentou algum sintoma da doenga. Segundo estes autores, essas espéecies nativas
poderiam ser utilizadas em cruzamentos com cultivares de Piper nigrum L., visando obter
hibridos interespecificos com as caracteristicas de resisténcia ao patégeno.

O programa atual de melhoramento da Embrapa Amazdnia Oriental esta testando as
combinagdes da cultivar Bragantina de P. nigrum com espécies de Piper nativas para avaliar a
compatibilidade e a viabilidade de producéo de hibridos férteis. Simultaneamente, também
visam obter hibridos intraespecificos através de poliniza¢fes controladas, entre gendtipos da
espécie P. nigrum, utilizando a Bragantina como progenitora, para obtencdo de combinacGes
que expressem caracteres produtivos superiores em relacdo ao vigor medio dos pais. Apos a
obtencdo dos hibridos, serdo necessarias algumas geracGes de retrocruzamento com o
progenitor de P. nigrum (Bragantina) para a obtencdo de uma cultivar com boas
caracteristicas de producdo e resisténcia ao Fusarium (LEMOS et al., 2011).

Poltronieri et al. (1997), efetuaram cruzamentos intraespecificos em pimenteira-do-
reino, visando explorar o vigor hibrido, aliado a niveis de tolerancia a fusariose. Os hibridos
obtidos foram submetidos a inoculacéo artificial com suspencéo de esporos de F. solani f. sp.
piperis. As avaliacdes foram realizadas semanalmente durante 12 meses, contando-se o
namero de plantas mortas. Os resultados mostraram que menos de 5% das plantas
conseguiram sobreviver, sendo consideradas como escapes. Os autores concluiram que esses

hibridos ndo apresentaram tolerancia a fusariose.
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Nambiar et al., (1978) conseguiram desenvolver o primeiro hibrido de pimenteira-do-
reino através da combinag¢do entre as cultivares “Uthirankotta” x “Taliparamba-1”. O
cruzamento resultou na producgéo de 69 sementes, das quais 14 plantas F; sobreviveram e uma
delas apresentou comprimento médio de espiga de 10 cm, com 82 flores por espiga e 82% de
frutificacdo. Este hibrido, denominado de Panniyur-1, foi multiplicado e apresentou
desempenho superior em todas as caracteristicas quando comparado as cultivares locais.

O primeiro hibrido interespecifico de pimenteira-do-reino com resisténcia parcial a
podridao do pé, causada por Phytophthora sp., foi desenvolvido pela primeira vez através do
cruzamento de P. nigrum (Panniyur-5) com a espécie selvagem Piper colubrinum. Foram
observadas caracteristicas anatdbmicas e morfoldgicas distintas, com um grande nimero de
espigas longas. As avaliacbes moleculares revelaram a introgressdo parcial de genes
responsaveis pela resisténcia a podriddo das raizes. Este hibrido interespecifico foi
denominado de cultura P5PC-1 e, apesar de ser parcialmente infértil, representa um grande
avanco para desenvolvimento de cultivares resistentes de P. nigrum a partir da espécie
selvagem P. colubrinum (VANAJA et al., 2008).

Alternativamente ao melhoramento genético, estudos com porta-enxertos resistente ao
fusario foram realizados. Albuquerque (1968) selecionou a espécie P. colubrinum para ser
utilizada como porta-enxerto, por ser compativel com a pimenteira-do-reino e altamente
resistente ao F. solani f. sp. piperis. Inicialmente, as plantas enxertadas apresentaram bom
desenvolvimento vegetativo e boa producdo, porém apresentaram incompatibilidade tardia,
com morte das plantas.

Em outros experimentos com mudas de P. nigrum, P. peltatum e P. colubrinum,
testou-se a resisténcia dessas espécies, inoculando na regido do caule, esporos de
Phytophthora palmivora e F. solani f. sp. piperis. Foi constatado que apenas as espécies P.
peltatum e P. colubrinum ndo desenvolveram a doenca, podendo ser usadas como fontes de
resisténcias a esses patégenos (ALBUQUERQUE, 1966).

Os métodos de melhoramento convencionais da pimenteira-do-reino podem ser
complementados com técnicas biotecnoldgicas. A obtencdo de hibridos somaticos a partir do
isolamento e fusdo de protoplastos oriundos de P. nigrum e P. columbrinum, ou outros
materiais que apresentem boa produtividade e resisténcia a doencas, € um aspecto importante
para 0 melhoramento genético da cultura (BARBOSA, 2002). No entanto, a obtencdo da
resisténcia da pimenta-do-reino a fusariose utilizando essas técnicas ainda necessita de

estudos mais abrangentes no ambito da transgenia.
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Segundo Lemos et al., (2011) o conhecimento citogenético, as técnicas in vitro,
marcadores moleculares e a identificacdo de genes se constituem em ferramentas valiosas
para a solucdo deste problema, seja pela propagacédo rapida de plantas livres de patdgenos e
clonagem de material elite, resgate de embrido resultante de cruzamentos intra e
interespecificos, geracdo de variabilidade genética por mutagdes induzidas, selecdo in vitro
e/ou producdo de plantas transgénicas.

1.1.7. Selegéo in vitro

As dificuldades encontradas no melhoramento convencional desta espécie fazem da
selecdo in vitro uma alternativa na utilizacdo de biotecnologias como ferramentas para
auxiliar em programas de melhoramento genetico. Essa técnica pode ser eficiente para a
obtencdo de plantas resistentes a doencas quando utilizado o filtrado de cultura como agente
seletivo. Segundo Svabova e Lebeda (2011), as toxinas presentes no filtrado de culturas séo
capazes de produzir sintomas da doenca semelhantes aos observados em campo e, desta
forma, podem ser usadas para a selecdo de plantas resistentes a patégenos.

A selecdo in vitro também pode ser vantajosa para plantas em que a selecdo para
resisténcia em condicGes de campo ou casa de vegetacdo € dificultada por condicGes
climaticas ou por aspetos ligados ao patdgeno (FLORES et al., 2008). Segundo Predieri
(2001), as flutuagdes naturais da quantidade de indculo e as condi¢des climaticas que
influenciam na dispersdo do patdgeno, infeccdo, desenvolvimento e expressdo da doenca séo
fatores que reduzem bastante a eficiéncia da selecéo in vivo, além de demandar muito tempo.

O método de selecdo in vitro utiliza uma combinacdo de varios érgaos de plantas ou
um explante in vitro com diferentes tipos de agentes de selecdo que podem (em condicGes
ideais) desencadear reacdes semelhantes de planta em respostas ao agente patogénico.
Quando submetido ao adequado agente seletivo, 6rgdos ou tecidos que sobrevivem a pressao
de selecdo sdo fontes potenciais de tolerancia ou resisténcia. A diferenca entre linhagens
tolerantes ou resistentes selecionadas in vitro e o material vegetal original podem ter origem a
partir de variacdo somaclonal ou mutagénese induzida (SVABOVA e LEBEDA, 2011).

Lemos (2003) afirma que € possivel o melhoramento genético da pimenteira-do-reino
para resisténcia a fusariose por meio da mutagénese associada a tecnologia in vitro. Em
bananeira (MATSUMOTO et al., 1999), abacaxizeiro (BORRAS et al., 2001) e soja (JIN et
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al., 1996) submetidas ao tratamento mutagénico, a sele¢do in vitro com filtrados fungicos
permitiu a obtencdo de novos fendtipos tolerantes ao Fusarium.

Para Predieri (2001), a possibilidade de executar uma selec¢éo in vitro depende, acima
de tudo, da disponibilidade de um sistema eficiente de regeneragdo e propagacdo clonal,
juntamente com um agente seletivo eficiente. Segundo Pontaroli e Camadro (2001), a
utilizacdo de toxinas como agente seletivo permite selecionar plantas resistentes a patégenos
em estagios iniciais de desenvolvimento. Este aspecto traz vantagens por acelerar o processo
de selecéo.

Fungos do género Fusarium produzem uma variedade de metabdlitos biologicamente
ativos em filtrado de cultura (LEMOS, 2003). Existem varios trabalhos em que selecéo in
vitro, utilizando-se o filtrado de cultura de diferentes espécies desse género, consistiu em um
método eficiente para a selecdo de plantas resistentes ao patdgeno, como: maracujazeiro-
amarelo (FLORES, 2008), bananeira (MATSUMOTO et al., 2010) e soja (HAIKAL et al.,
2008).

Plantas de quatro gendtipos de ervilhas, que apresentam diferentes graus de resisténcia
ao Fusarium solani, foram inoculadas em cultura de filtrado desse patdgeno para comparar
seus diferentes padrdes de reacfes. Os resultados mostraram diferencas significativas entre os
genotipos na reducdo do percentual de sobrevivéncia, comprimento e peso de raizes. Desta
forma, a selecdo in vitro permitiu identificar aquelas plantas com o mais alto grau de
resisténcia e o mais alto nivel de suscetibilidade aos metabolitos contidos na cultura de
filtrado (SVABOVA et al., 2011).

Flores et al. (2012) submeteram plantas de maracujazeiro-amarelo a selec¢ao in vitro,
utilizando filtrado da cultura de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae como agente seletivo.
As plantas apresentaram redu¢des no nimero, comprimento, massa fresca e massa seca das
raizes em funcdo das concentracdes do filtrado fungico adicionadas ao meio de cultura. Foi
possivel identificar os diferentes niveis de sensibilidade, assim como aqueles genotipos
resistentes ao filtrado fangico. Os autores verificaram que esta técnica foi viavel para acelerar
o melhoramento do maracujazeiro para a resisténcia a murcha de Fusarium.

Plantulas de pepino das cultivares Aodai e Caipira foram cultivadas in vitro com
filtrado de cultura de Fusarium oxysporum. As reacdes de murchamento das plantulas frente a
acdo do filtrado evidenciaram que as cultivares Aodai e Caipira se comportaram como
suscetivel e resistente, respectivamente. Estes resultados sugerem que 0s compostos toxicos
extracelulares produzidos pelo patdégeno podem ser utilizados na selegdo de cultivares
resistentes (MELO e PICCININ, 1999).
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Brisset et al. (1988) observaram que a inoculacdo de Erwinia amylovora em plantas de
péra in vitro, causou superexpressao da susceptibilidade ao patégeno, quando comparada com
respostas de campo, permitindo assim apenas a selecdo de individuos com altos niveis de
resisténcia. Donovan et al. (1994), comparando métodos de selecdo in vitro e selecdo in vivo
de gendtipos de macieira (Malus domestica) resistentes a Erwinia amylovora, observaram que
as plantas em condiges in vitro sofrem maior pressao de selecéo.

O efeito do agente seletivo (cultura do patgeno, cultura de filtrado, fitotoxinas, etc)
deve ser demostrado em experimento preliminar, onde uma gama de concentracGes adequadas
permita comparar a toxicidade sobre os germoplasma suscetivel e tolerante ou resistente. O
resultado de tais experimentos é determinar a dosagem precisa do agente seletivo, que € 6tima
para selecdo de material resistente, eliminando ou reduzindo drasticamente o crescimento do
material susceptivel (SVABOVA et al., 2011).

Hidalgo et al., (1998) comprovaram o efeito fitotoxico do filtrado da cultura de
Fusarium subglutinans, agente causal da fusariose em abacaxizeiro, em cultivares resistentes
e suscetiveis de abacaxizeiro tanto em folhas (concentragdo do filtrado a 80% v/v) quanto em
calos cultivados in vitro (10 a 30% v/v). Resultado semelhante foi observado por Borras et al.
(2001) ao testarem diferentes concentracdes do filtrado, cujos efeitos em folhas (acima de
50% do filtrado fangico v/v) possibilitaram a separacdo entre as cultivares suscetiveis das
resistentes.

As variacdes quanto a suscetibilidade e resisténcia in vitro as toxinas de Fusarium se
devem principalmente a variedade ou genoétipo, tanto quanto observado ao ataque do
patdgeno sob condi¢bes de campo. Essas variagdes refletem os mecanismos de resisténcia que
operam a varios niveis, desde a prevencao contra a invasdo e expansdo do fungo a tolerancia
ou degradacdo a toxina (MCLEAN, 1996).

1.1.8. Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vegetais € uma ferramenta com alto potencial para aplicacdo
dentro do programa de melhoramento vegetal. Essa técnica permite a multiplicacdo de plantas
livres de patogenos e de material elite, em grande escala, em curto espaco de tempo e em uma
area reduzida (ANDRADE, 2002). Segundo Lameira et al., (1996) a multiplicacdo in vitro de

um explante possibilita a producdo de até 15000 plantas por ano. Isso permite que 0s
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melhoristas possam introduzir nova cultivares mais rapidamente do que mediante a utilizagado
da propagacao convencional (SILVA, 2011).

Qualquer parte separada da planta destinada ao cultivo in vitro denomina-se de
explante. Pode ser um fragmento de folha, de raiz, de caule ou de qualquer tecido que
responda as condi¢des de inducdo do meio de cultura, com vistas a regeneracdo vegetal in
vitro (BARRUETO CID, 2010). A regeneracao ¢ fundamental na capacidade de proliferacao
das células vegetais e organizacdo em tecidos e, eventualmente, em plantas completas. Essa
capacidade é denominada totipoténcia, que consiste no potencial de uma célula para se
regenerar como uma planta completa (ANDRADE, 2002). Porém, nem todos os explantes
reagem da mesma forma a uma determinada condicdo in vitro, devido aos variados
requerimentos nutricional, hormonal e outros fatores.

Os meios nutritivos e a sua composicdo fornecem as condi¢des necessarias para a
conversao dos explantes em plantulas e das plantulas em mudas, as quais tém o carater clonal
embutido em sua natureza. Além do meio nutritivo, varios fatores estdo envolvidos em um
protocolo eficiente de regeneragdo, como: tipo de meio basico de cultura, seguido do
suplemento de reguladores de crescimento, concentragdo de sacarose, iluminacgéo, tipo de
explante etc. Porém, se 0 meio nutritivo ndo for adequado em virtude de alguns de seus
nutrientes, a obtencao de plantulas clones pode falhar (ZHANG et al., 2003).

Em trabalhos realizados por Matheus e Rao (1984) com pimenteira-do-reino, 0s
explantes provenientes de segmentos de hipocétilo, gemas axilares e apice caulinar,
permitiram a formacdo de calos em meio de cultura contento uma larga combinacdo de
auxina-citocinina. Além disso, os é&pices caulinares provenientes de plantulas in vitro
diferenciaram multiplas brotacbes em meio MS contento os reguladores de crescimento acido
3-indolacético (AlA) e 6-benzilaminopurina (BAP) (1 mg L™ de cada) e enraizaram em meio
com a metade da concentracéo de sais MS com 0,2 mg L™ de 4cido naftalenoacético (ANA).

Khoon e Talib (1985) realizaram enraizamento in vitro de brotos de pimenteira-do-
reino utilizando duas substancias fendlicas (floroglucinol ou floridzina) e o ANA. Os
resultados mostraram que ndo houve influencia dessas substancia fendlicas no enraizamento,
enquanto que o ANA induziu maior nimero de comprimento de raizes em comparagdo com o
meio de cultura sem ANA.

Santos (2012) avaliou a multiplicacdo e enraizamento in vitro de quatro cultivares de
pimenteira-do-reino. Os resultados mostraram, para todas as cultivares, que a combinacdo dos
reguladores de crescimento Tidiazuron (TDZ) e BAP induziu o superbrotamento, porém, com

qualidade comprometida. O meio MS suplementado apenas com BAP foi mais eficiente para



30

obtencdo de maior nimero de gemas. No enraizamento in vitro, a dose de sacarose de 30 g L™
proporcionou boa formagdo de raizes com aspectos desejaveis para a aclimatizacao.

Moura et al., (2008) testou diferentes concentracbes de BAP e carvdo ativado
adicionados ao meio de cultura na micropropagacdo da pimenteira-do-reino, cultivar
Bragantina. Este autor verificou que a menor concentracéo de 0,5 mg L™ de BAP, na auséncia
de carvao ativado, foi mais eficiente na inducéo de brotagdes e formacédo de explantes.

Assim, a cultura de tecidos mostra-se uma técnica de fundamental importancia, tanto
no melhoramento genético de plantas, como na obtencdo de plantas sadias, sendo de grande
interesse na obtencdo em larga escala de mudas geneticamente idénticas que dardo origem a
plantas com caracteristicas superiores. No entanto, o conhecimento dos mecanismos de
regeneracdo de plantas é crucial, pois esta € a maior limitacdo na aplicacdo da moderna
biotecnologia para melhoramento vegetal (BARBOSA, 2002).
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2. ALTERACOES NA MORFOLOGIA E NO CRESCIMENTO IN VITRO DE Piper
nigrum L. SUBMETIDAS AO FILTRADO DE CULTURA DE Fusarium solani f. sp.
piperis Alb.

2.1. INTRODUCAO

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) pertence ao género Piper, que possui cerca
de 2000 espécies encontradas principalmente em regides tropicais e subtropicais (MENEZES
et al., 2009). No Brasil, 450 destas espécies crescem de forma nativa e sdo bastante utilizadas
na medicina popular e na identificacdo de Oleos essenciais. Esses dleos possuem diversas
aplicacdes nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética (KHAN et al., 2010; ZARAI
et al., 2013; SINGH et al., 2013).

A pimenteira-do-reino é uma planta perene e trepadeira de grande produtividade e a
condimentar mais valorizada no mundo, com grande importancia econémica dentro da
olericultura (MAGEVSKI et al., 2011). No entanto, a incidéncia de doengas como a fusariose
tem causado a morte de milhares de pimenteiras, resultando em grandes perdas de producéo e
reducdo do ciclo produtivo desta cultura.

A fusariose ou podriddo das raizes, causada pelo fungo Nectria haematococca f. sp.
piperis, anamorfo Fusarium solani f. sp. piperis (ALBUQUERQUE, 1961), é a doenca
fungicas mais importante da pimenteira-do-reino. Este fungo, habitante natural do solo,
sobrevive tanto na planta quanto na matéria organica do solo. O patdégeno pode infectar a
pimenteira através do sistema radicular, causando o apodrecimento das raizes e das radicelas,
resultando no aparecimento dos sintomas reflexos na parte aérea como o amarelecimento e
murcha das folhas (TREMACOLDI, 2010).

Atualmente, ndo existe controle quimico eficaz e nem cultivares resistentes ao
Fusarium solani f. sp. piperis (BENCHIMOL et al., 2000). As dificuldades encontradas para
o0 desenvolvimento de cultivares resistentes estdo relacionadas a estreita variabilidade genética
entre 0s gendtipos existentes no Brasil e a inexpressividade da fusariose no centro de origem
da cultura, o que dificulta a introducdo de material genético para a obtencdo de fonte de
resisténcia (CARNAUBA et al., 2007; SILVA e SOUZA, 2009; LEMOS et al., 2011). Logo,
outros métodos devem ser utilizados visando ampliar a variabilidade genética.

Estudos com piperaceas nativas da Amazonia foram realizados, os quais identificaram
algumas espécies com niveis satisfatorios de tolerancia a fusariose, que podem ser usadas

como fontes de resisténcia, entre elas a Piper tuberculatum Jacq. e a Piper colubrinum Link.
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(ALBUQUERQUE et al., 2001). Contudo, os processos celulares e moleculares envolvidos
neste mecanismo de resisténcia ainda sdo desconhecidos (SILVA e SOUZA, 2009).

Segundo Lemos (2003) a propagacdo rapida de plantas livres de patdgenos e clonagem
de material de elite, resgate de embrides de cruzamentos intraespecifico e interespecificos,
geracdo de variabilidade genética por mutacdes induzidas, producdo de plantas transgénicas,
analises genético-moleculares e a sele¢do in vitro sdo técnicas in vitro que podem servir como
ferramentas valiosas para o melhoramento genético da pimenteira-do-reino.

A selecdo in vitro para genotipos de P. nigrum utilizando o filtrado da cultura de F.
solani f. sp. piperis como agente seletivo, pode ser uma ferramenta biotecnologica viavel para
acelerar o melhoramento genético da pimenteira-do-reino para resistentes e/ou tolerantes a
fusariose. Existem varios trabalhos em que a selecdo in vitro utilizando filtrado da cultura de
fungos do género Fusarium consistiu em um metodo eficiente na selecdo de plantas
resistentes ao patdgeno. Dentre as culturas selecionadas, citam-se: maracujazeiro-amarelo
(FLORES, 2008), soja (HAIKAL et al., 2008) e bananeira (MATSUMOTO et al., 2010).

Flores et al., (2012) submeteram plantas de maracujazeiro-amarelo a selecéo in vitro,
utilizando filtrado da cultura de Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae como agente seletivo.
As plantas apresentaram redu¢des no nimero, comprimento, massa fresca e massa seca das
raizes em funcdo das concentracdes do filtrado fungico adicionadas ao meio de cultura. Foi
possivel identificar os diferentes niveis de sensibilidade, assim como aqueles genotipos
resistentes ao filtrado fangico. Os autores verificaram que esta técnica foi viavel para acelerar
o melhoramento do maracujazeiro para a resisténcia a murcha de Fusarium.

Apesar de ndo existirem cultivares de pimenteira-do-reino resistentes ao F. solani f.
sp. piperis, os diferentes niveis de suscetibilidade ao patdgeno ainda ndo foram demonstradas.
Diante disso, o presente trabalho teve o objetivo de avaliar a suscetibilidade por meio da
quantificacdo da magnitude das alteracdes na morfologia e no crescimento das plantas in vitro
da cultivar Bragantina e do hibrido intra-especifico (Apra x Guajarina) submetidas ao filtrado

de cultura de F. solani f. sp. piperis.
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2.2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia e Recursos Genéticos da
Embrapa Amazonia Oriental, em Belém, Para. O material vegetal utilizado foi proveniente do
cultivo in vitro do hibrido intraespecifico (Apra x Guajarina) e da cultivar Bragantina. O
cultivo do fungo e o preparo do filtrado foram realizados no Laboratorio de Fitopatologia da
Embrapa Amazonia Oriental.

2.2.1. Material Vegetal

O material vegetal foi obtido através do cultivo in vitro de brotos da cultivar
Bragantina e do hibrido intraespecifico na fase de enraizamento com seis semanas e no quinto
subcultivo. A cultivar Bragantina foi proveniente do cultivo de meristemas enquanto o hibrido
foi obtido a partir de sementes geradas do cruzamento interespecifico entre as cultivares Apra
e Guajarina do Banco Ativo de Germoplasma — BAG da Embrapa Amazodnia Oriental.

2.2.2. Multiplicacao dos brotos a partir de segmentos nodais

Em cémara de fluxo laminar os brotos de Bragantina e do hibrido intraespecifico
foram seccionadas com o auxilio de um bisturi para a obtencdo dos explantes de segmentos
nodais de aproximadamente 1,5 cm contendo uma gema axilar ou apical caulinar. Os
explantes foram inoculados verticalmente com a seccdo proximal em contato com 40 ml de
meio de cultura dentro de frascos com capacidade de 300 ml.

Para a inducdo e multiplicacdo de brotacdes foi utilizado o meio basico MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), (ANEXO C), suplementado com 0,5 mg L™ de BAP (6-
benzilaminopurina) para o hibrido intra-especifico e 0,5 mg L™ de BAP + 0,2 mg L™ de AIA
(acido indolacético) para a cultivar Bragantina (LEMOS, 2003). Além dos reguladores, o
meio MS foi suplementado com 3% de sacarose e 0,2% de phytagel. O pH foi ajustado para
5,8 antes da autoclavagem a 121 °C por 20 min sob pressdo de 1,5 atm.

Os frascos contendo cinco explantes foram vedados com filme de PVC resinite e,
mantidos durante seis semanas em sala de crescimento, em ambiente com fotoperiodo de 16 h

com intensidade luminosa de 3.000 lux e temperatura de 25 + 3°C.
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2.2.3. Enraizamento in vitro dos brotos

Os brotos contendo duas ou trés gemas e duas ou trés folhas foram inoculados em
frascos de vidro cilindricos de 300 mL, contendo 40 mL de meio de cultura constituido da
metade das concentracfes dos sais minerais MS (Y2 MS), 3% de sacarose, 0,2% de vitaminas
MS, 0,2% de phytagel e suplementado com 0,05 mg L™ de 4cido naftalenoacético (ANA)
(MORAES et al., 2013). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e autoclavado a 121
°C por 20 min sob presséo de 1,5 atm.

Os frascos contendo trés ou quatro brotos foram vedados com filme de PVC e
mantidos durante trés semanas em sala de crescimento, em ambiente com fotoperiodo de 16 h
com intensidade luminosa de 3.000 lux e temperatura de 25 + 3°C.

Ap0s 0 enraizamento in vitro, as plantas foram padronizadas com duas ou trés folhas
expandidas e quatro ou cinco raizes com o comprimento aproximado de 1,0 cm. Para induzir
o0 alongamento, as plantas foram transferidas para meio basico MS, 3% de sacarose, 0,2% de
vitaminas MS, 0,2% de phytagel e pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem por 20 min a
121°C. As plantas foram mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h,

intensidade luminosa de 3.000 lux e temperatura de 25 + 3°C durante uma semana.

2.2.4. Obtencao do filtrado de cultura de F. solani f. sp. piperis

O isolado de F. solani f. sp. piperis foi cedido pela Colecdo de Fungos
Fitopatogénicos do Bioma Amazoénia do Laboratorio de Fitopatologia da Embrapa Amazénia
Oriental. Este isolado foi proveniente de plantas de pimenteiras-do-reino com 0s sintomas da
fusariose do municipio de Baido, Para.

O isolado foi cultivado durante uma semana em meio BSA (batata-sacarose-agar)
(ANEXO D). Em seguida, discos de 0,7 cm de diametro, contendo micélio e conidios do
fungo, foram retirados das placas de Petri e transferidos para erlenmeyers contento meio de
cultura Czapek-Dox (ANEXO D), sendo um disco para cada 200 ml de meio. Apos 28 dias
incubados no escuro, a temperatura de 25 °C + 2 foi realizada a filtragem com o auxilio de
uma dupla gaze esterilizada. O micélio do fungo foi descartado e o filtrado foi autoclavado
por 20 min a 121°C e 1,5 atm (LEMOQOS, 2003). Em seguida, o filtrado fungico foi armazenado

em temperatura ambiente até 0 momento dos ensaios in vitro (Figura 3).
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Figura 3. Cultivo e preparo do filtrado de Fusarium solani f. sp. piperis: (A e B) Inoculacéo e cultivo do isolado
em meio de cultura BSA. (C) Aspecto do fungo apds 15 dias de incubacéo. (D) Inoculagdo do fungo em meio de
cultura Czapek-Dox. (E) Filtrado de cultura autoclavado apos a filtragem e separacdo do micélio crescido
durante 28 dias.

2.2.5. Avaliacao da fitotoxicidade do filtrado da cultura de F. solani f. sp. piperis em
plantas de Piper nigrum L.

As plantas foram inoculadas em tubos de vidro com capacidade de 56 mL, contendo
15 mL de meio de cultura basico com a metade da concentracdo dos sais MS (descrito no item
2.2.3) e suplementado com 0, 20, 30, 40 e 50 % (v/v) do filtrado da cultura de F. solani f. sp.
piperis. O efeito fitotdxico do filtrado fingico nas alteracfes na morfologia e no crescimento
das raizes, caule e folhas foi avaliado 45 dias ap0s a inoculacdo das plantas. Durante esse
periodo, as plantas foram mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h,
intensidade luminosa de 3.000 lux e temperatura de 25 + 3°C.

Para cada gendtipo foram utilizadas dez repeti¢bes, sendo cada repeticdo constituida
por dois tubos, sendo uma planta em cada tubo. O delineamento experimental foi
completamente casualizado. Os dados foram submetidos a analise de variancia (teste F) para
verificar o efeito médio do filtrado flngico entre os dois genotipos, e analise de regressao para

avaliar o comportamento dos dados em fungédo das concentracdes do filtrado fungico.

2.2.5.1. Avaliagdo das alteragdes morfoldgicas

As alteracdes morfologicas foram realizadas através da quantificacdo do numero de
folhas totais e senescentes, numero de gemas, comprimento dos entrends, comprimento do

caule, nimero de raizes e comprimento da maior raiz. O nimero de folhas foi obtido a partir
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da contagem direta, considerando-se apenas as folhas completamente expandidas. As folhas
que estavam desprendidas da planta e com aspecto necrético foram contabilizadas como
senescentes. Para a contagem direta de gemas e raizes foram consideradas apenas aquelas
emitidas durante o periodo de avalicdo (45 dias). O comprimento da maior raiz foi medido na
regido compreendida entre o coleto da planta e o &pice radicular mais distante. O
comprimento do caule foi medido na regido compreendida entre o coleto e a gema apical do
caule. Para o entrend foi considerado aquele de maior comprimento. Essas mensuracdes
foram realizadas com o auxilio de um paquimetro digital (KINGTOOLS, precisdo de 0,01

mm).

2.2.5.2. Avaliagao das alteragdes no crescimento

As plantas foram seccionadas e separadas em raiz, caule e folhas para as respectivas
pesagens de massa fresca (MF) e massa seca (MS). ApoOs a pesagem, o material vegetal foi
acondicionado em sacos de papel Kraft e levado para estufa de ventilacao forcada a 65 °C, até
atingirem massa seca constante. As folhas foram escaneadas com o auxilio de uma impressora
multifuncional (EPSON) para a obtencdo das imagens digitalizadas. Em seguida, essas
imagens foram processadas no software QUANT v. 1.0.2 (VALE et al.,2001) para a
determinacdo da area foliar total, area foliar sadia, area foliar clorética e area foliar necrética.
Todas essas avaliacdes foram realizadas também no inicio do experimento (0 DIAS) para
verificar o estado inicial das plantas. Desta forma, foi possivel observar o efeito das

concentragdes do filtrado fungico no crescimento das plantas.

2.2.5.3. Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado em esquema fatorial 2x5,
sendo dois gendtipos e cinco doses do filtrado fangico (0, 20, 30, 40 e 50% v/v). Para cada
genotipo foram utilizadas dez repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por duas plantas.
Os dados quantitativos e qualitativos foram analisados com o auxilio do programa estatistico
SAS v. 9. O comportamento dos dados em relacdo as doses do filtrado fangico foram
avaliados por meio da analise da regressao. No entanto, para a comparacao da fitotoxidade do

filtrado fungico entre os gendtipos foi utilizada analise da variancia (teste F).
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2.3. RESULTADOS

2.3.1. Fitotoxicidade do filtrado de cultura de F. solani f. sp. piperis na morfologia e no
crescimento das plantas de Piper nigrum L.

O efeito da fitotoxicidade do filtrado de cultura de F. solani f. sp. piperis na
morfologia e no crescimento das plantas de P. nigrum foi avaliado aos 45 dias de cultivo. Para
os dois genotipos foram observados alteraces na morfologia e reducdo do crescimento das
raizes e do caule a partir da concentragdo de 20% do filtrado fingico. A fitotoxidade foi
aumentando a medida que se aumentou a concentracdo do filtrado fungico para 30%, 40% e
50% em meio de cultura. Nas folhas, ocorreu o aparecimento de areas clordticas e necréticas,
que iniciaram a partir da borda foliar e foram expandindo até o peciolo, seguido de queda das

mesmas. Desta forma, foram observadas reducdes no nimero de folhas e na area foliar total,

sendo mais agravantes na concentracdo de 50% do filtrado fungico (Figura 4).

e

Figura 4. Alteracbes morfoldgicas nas plantas de Piper nigrum L. submetidas as doses (% v/v) do filtrado de
cultura de Fusarium solani f. sp. piperis: (A) Plantas do hibrido intraespecifico, (B) Plantas da cultivar
Bragantina.

2.3.2. Alteracgdes no sistema radicular

O efeito fitotoxico do filtrado da cultura de F. solani f. sp. piperis na morfologia e no
crescimento do sistema radicular dos gendtipos de P. nigrum L. foi avaliado através do
namero, comprimento, massa seca e massa fresca das raizes. O hibrido apresentou as maiores
médias para o0 nimero de raizes, comprimento de raiz e acimulos de massa fresca e massa

seca do sistema radicular (Tabela 2).
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Tabela 1 Efeito da média das doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis sobre o sistema
radicular dois gendtipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) aos 45 dias em meio de cultura.

Raizes
Gendtipo NUmero Comprimento  Massa fresca Massa seca
(cm) (mg) (mg)
Hibrido 14,38 a 28,77 a 306,86 a 43,48 a
Bragantina 11,30 b 20,06 b 221,23 Db 28,23 b
CV(%) 17,91 20,00 12,45 16,09

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

As alteragdes morfoldgicas, resultantes da fitotoxicidade das concentracdes de 0%,
20%, 30%, 40% e 50% do filtrado de cultura foram avaliadas através do numero e
comprimento das raizes. O comportamento das alteracfes apresentou uma curva de tendéncia
do tipo quadratica decrescente (P<0,001). O ajuste desta curva (R*>0,8) permitiu identificar
0s maiores valores para o numero e comprimento de raiz em meio de cultura sem a adicdo do
filtrado fungico. No entanto, esses valores foram reduzindo & medida que se aumentou a
concentracdo em ambos 0s gendtipos, cujo comportamento foi semelhante, com maiores

valores para o hibrido (Figura 5).
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Figura 5. Alteracbes no nimero e comprimento das raizes dos genotipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper
nigrum L.) submetidos as doses do filtrado da cultura de Fusarium solani f. sp. piperis aos 45 dias em meio de
cultura.

O hibrido apresentou 0o maior nimero médio de raizes (22,36) e maior comprimento
médio de raiz (56 mm) em meio de cultura sem a adicéo do filtrado fangico. As reducgdes no
namero e comprimento das raizes foram observadas a partir da concentracdo de 20% sendo
mais acentuada a medida que se aumentou as concentrac@es do filtrado fungico. Foi possivel
estimar, a partir das equacdes das curvas (Figura 5), as concentracdes de 33,95% e 17,88% do
filtrado fungico que reduziram em 50% o nimero de raizes e o comprimento da raiz,
respectivamente. As maiores reducdes foram de 88,37% para 0 numero de raizes (6,25) e
94,08% para o comprimente de raiz (14,24 mm) na concentrac¢do de 50% do filtrado fngico
(Figura 6).
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A cultivar Bragantina teve comportamento semelhante ao hibrido. Maiores numeros
(18,50) e comprimento médio de raizes (18,50 mm) em meio de cultura na auséncia do
filtrado fungico foram decrescendo a partir da concentracdo de 20% do filtrado fngico. As
equac0es das curvas (Figura 5) permitiram estimar as concentracdes de 31,26% e 24,11% do
filtrado fangico que reduziram em 50% o nOimero e o comprimento das raizes,
respectivamente. A concentracdo de 50% do filtrado flangico provocou reducbes mais
acentuadas de 96,61% para o numero de raizes (4,25) e 99,15% para 0 comprimento da raiz
(11,07 mm) (Figura 6).
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Figura 6. Efeito de doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis nas alteracbes do nimero e
comprimento das raizes dos genétipos in vitro de Piper nigrum L. aos 45 dias em meio de cultura. As barras
representam as médias + desvio padrao.

As alteracbes no crescimento do sistema radicular, resultantes da fitotoxidade das
concentracdes do filtrado fungico de foram avaliadas através do acimulo de massa fresca e
massa seca nas raizes. O modelo matematico do segundo grau, expresso por uma curva
quadratica decrescente foi significativo para descrever o comportamento do cultivo in vitro

das plantas em relagdo as concentragdes do filtrado fungico (P<0,001). A curva de regressao
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ajustada aos dados (R? > 0,75) permitiu identificar os maiores valores para 0 acmulo de
massa fresca e massa seca em meio de cultura sem a adi¢do do filtrado fingico, e menores
valores a medida que se aumentou a concentracdo do filtrado fingico ao meio de cultura. Esse
comportamento foi semelhante para os dois genétipos, com maiores valores para o hibrido
(Figura 7).
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Figura 7. AlteracBes na massa fresca e massa seca do sistema radicular de dois geno6tipos in vitro de pimenteira-

do-reino (Piper nigrum L.) sob efeito das doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis aos 45
dias em meio de cultivo.

Os maiores acumulos de massa fresca (446,82 mg) e massa seca (61,85 mg) para o
hibrido foram observados em meio de cultura sem a adicdo do filtrado fangico. Esses valores
comegaram a reduzir a partir da concentracdo de 20% do filtrado e, a medida que se aumentou
as concentragcdes foram observados maiores reducdes. As equagdes das curvas ajustadas aos

dados (Figura 7) permitiram estimar as concentragdes de 28,52% e 35,21% que reduziram em
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50% o acumulo de massa fresca e massa seca das raizes, respectivamente. As redugdes mais
acentuadas de 94,55% para a massa fresca (189,77 mg) e 85,45% para a massa seca (23,96),
foram observadas na concentracdo de 50% do filtrado fungico. Comportamento semelhante
foi observado para a cultivar Bragantina, maiores valores de massa fresca (320,73 mg) e
massa seca (40,55 mg) em meio de cultura ausente do filtrado fungico. Ao adicionar o filtrado
fungico ao meio de cultura foi possivel estimar as concentracbes de 17,53% e 30,54% para
reduzir em 50% o acumulo de massa fresca e massa seca, respectivamente. As maiores
reducdes de 98,53% para a massa fresca (167,74 mg) e 99,37% para a massa seca (14,60 mg)
foram observados na concentracdo de 50% do filtrado fungico (Figura 8).
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Figura 8. Efeito de doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis na massa fresca e massa seca
das raizes dos gendtipos in vitro de Piper nigrum L. aos 45 dias em meio de cultura. As barras representam as
médias + desvio padrao.

A concentracgdo do filtrado fungico no crescimento das raizes das plantas de P. nigrum
para reduzir em 50% a massa seca das raizes do hibrido foi de 35,21%, enquanto para a

cultivar Bragantina foi de 30,54% do filtrado fungico. Além disso, concentra¢do de 50% do
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filtrado fungico provocou uma maior reducdo (99,37%) na massa seca das raizes da

Bragantina em relacéo a reducao (85,45%) do hibrido.

2.3.3. AlteracGes no caule

As alteragdes na morfologia e no crescimento do caule resultantes da fitotoxicidade do
filtrado de cultura de F. solani f. sp. piperis foram realizadas através das mensuracGes do
comprimento do caule e do entrend, nimero de gemas, massa fresca e massa seca. A
Bragantina apresentou 0s maiores comprimentos médios do caule e do entrend (Tabela 3). No
entanto, devido ao maior nimero de gemas, o hibrido apresentou maiores acimulos de massa

fresca e massa seca do caule (Tabela 3).

Tabela 2 Efeito da média das doses filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis sobre o caule dos
genotipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) aos 45 dias em meio de cultivo.

Caule
Genotipo Comprimento  NUmero de Comprimento Massa fresca  Massa seca
(mm) gemas do entrend (mm) (mg) (mg)
Hibrido 27,49 b 3,53a 13,24 b 355,55 a 25,85 a
Bragantina 32,56 a 3,25b 17,57 a 315,31 b 23,09 b
CV (%) 17,00 18,12 14,25 13,16 19,58

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

As concentracdes (0%, 20%, 30%, 40% e 50% v/v) do filtrado fungico de F. solani f.
sp. piperis causaram alteracbes morfologicas no caule das plantas em diferentes magnitudes.
Os dados de numero de gemas, comprimento do caule e do entrend6 em relagdo as
concentracfes do filtrado fungico apresentaram o comportamento de uma curva quadratica
decrescente (P<0,001). As equacdes das curvas apresentaram R? > 0,75, sendo possivel
observar que mais de 70% das reducdes no numero de gemas, comprimentos do caule e do
entrend foram resultantes das concentracBes do filtrado fangico adicionados ao meio de

cultura (Figura 9).
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Figura 9. Alteracfes no desenvolvimento caulinar de dois genétipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper
nigrum L.) sob efeito de doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis aos 45 dias em meio de

cultura.
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O hibrido apresentou os maiores valores para o0 comprimento médio do caule (37,94
mm) e do entrend (18,24 mm) e nimero médio de gemas (5,13) em meio de cultura sem a
adicdo do filtrado fungico. A fitotoxicidade das concentragdes do filtrado fungico foi
observado através da reducdo desses valores a partir de concentracdo de 20%. Foi observado
através das equacOes das curvas (Figura 9), que ao aumentar essa concentracdo do filtrado
fungico para 35,43% o comprimento do caule reduziu em 50%, enquanto que para o
comprimento do entren6 e o nimero de gemas essa mesma reducdo (50%) ocorreu nas
concentragdes do filtrado flngico de 36,66% e 34,68%, respectivamente. As maiores reducées
foram observadas na concentracdo de 50% do filtrado fungico, sendo de 90,55% para o
comprimento do caule (15,51 mm), 93,16% para o comprimento do entrend (6,66 mm) e
88,17% para o nimero de gemas (2,51) (Figura 10).

A cultivar Bragantina em meio de cultura sem a adicdo do filtrado fangico apresentou
0s maiores valores para comprimento medio do caule (43,56 mm) e do entreno (24,64 mm), e
nimero medio de gemas (4,25). No entanto, da mesma forma que o hibrido, esses valores
foram decrescendo a partir da adicdo de 20% do filtrado fungico. As equacdes das curvas
(Figura 9) mostraram que as concentracdes de 39,63%, 37,54% e 39,01% do filtrado fangico
reduziram em 50% o comprimento do caule, comprimento do entrend e 0 nimero de gemas,
respectivamente. As maiores reducdes foram de 82,92% para o comprimento do caule (16,62
mm), 73,59% para 0 comprimento do entrend (10,73 mm) e 91,29% para 0 numero de gemas
(2,62) em meio de cultura com 50% da concentracdo do filtrado fangico (Figura 10).

As alteracdes morfologicas no caule das plantas de P. nigrum resultante da
fitotoxidade das concentracgdes do filtrado fungico mostraram que o hibrido reduziu em 50% o
namero de gemas, comprimento do caule e do entrené em menores concentracGes do filtrado
fungico quando comparado com a cultivar Bragantina. Além disso, o hibrido apresentou
maiores reducdes para 0 comprimento do caule e do entrend em relacdo a cultivar Bragantina
na concentracdo de 50% do filtrado fungico. Porém, a Bragantina apresentou maior reducéo

do nimero de gemas em relacdo ao hibrido, nessa mesma concentracao.
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Figura 10. Efeito das doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis na morfologia do caule dos
genotipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) aos 45 dias em meio de cultura. As barras
representam as média + desvio padréo.
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As alteragfes no crescimento do caule das plantas de P. nigrum resultantes da
fitotoxicidade das concentrac6es (0%, 20%, 30%, 40% e 50% v/v) do filtrado fungico de F.
solani f. sp. piperis foram observadas no acimulo de massa fresca e massa seca. O modelo
matematico do segundo grau, expresso por uma curva quadratica decrescente (P<0,001)
ajustou-se para descrever o comportamento dos dados em relacdo as concentrac@es do filtrado
fingico. As equacdes das curvas apresentaram R? > 0,70, sendo possivel observar que mais de
70% das redugdes nos acimulos de massa fresca e massa seca foram resultantes das

concentracdes do filtrado fungico adicionados ao meio de cultura (Figura 11).
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Figura 11. AlteracBes na massa fresca e massa seca no caule dos gendtipos in vitro de pimenteira-do-reino
(Piper nigrum L.) sob efeito de doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis aos 45 dias em meio
de cultura.

O hibrido apresentou os maiores acimulo de massa fresca (476,25 mg) e massa seca

(41,73 mg) do caule em meio de cultura sem a adicéo do filtrado fangico. No entanto, esses
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valores foram reduzindo a partir de 20% da concentracdo do filtrado fngico. A massa fresca
reduziu em 50% na concentracdo de 38,21% do filtrado fangico, enquanto que a massa seca
reduziu na mesma proporcao (50%) na concentracdo 20,24%. As maiores redugdes foram
observadas na concentracao de 50% do filtrado fungico, sendo de 88,75% para a massa fresca
e 86,67% para a massa seca (Figura 12).

Da mesma forma que o hibrido, a cultivar Bragantina apresentou os maiores valores de
massa fresca (416,48 mg) e massa seca (34,83 mg) em meio de cultura sem a adicdo do
filtrado fangico. A fitotoxidade do filtrado flngico causou reducées de 50% na massa fresca e
na massa seca nas concentracdes de 37,97% e 10,89% do filtrado fungico, respectivamente.
As redugdes mais acentuadas foram de 93,92% na massa fresca e 95,83% na massa seca em

meio de cultura com adicdo de 50% do filtrado fangico (Figura 12).
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Figura 12. Efeito de doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis sobre as massas fresca e massa
seca do caule de dois gendtipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) aos 45 dias em meio de
cultura. As barras representam as médias + desvio padréo.
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As reducgdes no crescimento avaliadas pela massa seca do caule das plantas de P.
nigrum mostraram que uma menor concentragdo (10,89%) do filtrado fungico foi o suficiente
para reduzir em 50% a massa seca do caule da cultivar Bragantina, enquanto que o hibrido
apresentou essa mesma redugdo em uma maior concentracdo do filtrado fungico (20,24%).
Além disso, a Bragantina apresentou maior reducdo da massa seca (95,83%) em relacdo ao
hibrido (86,67%) em meio de cultura acrescido de 50% do filtrado fungico.

2.3.4. Alterag0es nas folhas

As folhas dos genotipos de P. nigrum apresentaram alteragdes na morfologia e no
crescimento em funcdo da fitotoxicidade do filtrado de cultura do patdégeno. O nimero médio
de folhas, area foliar total, massa fresca e massa seca foram maiores para o hibrido em relacéo
a cultivar Bragantina (Tabela 4). No entanto, devido ao maior nimero médio de folhas, a

percentagem de folhas senescentes foi maior para o hibrido (Tabela 4).

Tabela 3 Efeito da média das doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis sobre as folhas de
dois gendtipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) aos 45 dias em meio de cultura.

Folhas
Genotipo NUmero Senescentes Area tgtal Massa fresca  Massa seca
(%) (cm’) (mg) (mg)
Hibrido 3,85a 52,96 a 19,58 a 487,88 a 64,09 a
Bragantina 3,37b 34,28 b 14,35 b 425,26 b 46,01 b
CV (%) 18,08 19,76 23,72 17,57 11,97

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

As plantas em meio de cultura sem filtrado fungico também apresentaram alteracGes
em sua area foliar total em funcdo da exaustdo do meio ¥2 MS. Entretanto, a razdo principal
para essa alteracdo nos dois gendtipos foi devido a fitotoxicidade do filtrado fungico. Foram
observados sintomas de clorose e necrose no limbo foliar, que apareceram a partir das bordas
foliares e se estenderam até o peciolo da folha. Aos 45 dias foram observados 5 graus
sintomatoldgicos, considerados como nulo, moderado, médio, alto e extremo (Figura 13).

No grau nulo ou sem sintomas, as folhas apresentaram 100% de area foliar sadia de
coloracdo verde intenso. No entanto, no grau moderado a area foliar sadia reduziu para
25,31% e foi observado o aparecimento de area foliar clorética de 67,35% e area foliar

necrotica de 7,34%. No grau médio foram observados 34,25% de area foliar sadia, 38,36% de
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area foliar clordtica e 27,39% de &rea foliar necrética. O grau alto apresentou 14,09% de area
foliar sadia, com reducdo da &rea clorética para 21,95% e aumento da necrética para 63,95%.
O grau extremo ndo apresentou areas foliares sadia e clorética, no entanto, a area foliar
necrética aumentou para 100%, sendo observada a queda das folhas (Figura 13).

As plantas em meio de cultura sem a adicdo do filtrado fungico apresentaram queda
das folhas de 25,28% para o hibrido e 16,83% para a Bragantina e aumentaram a partir da
concentracdo de 20% do filtrado fUngico até atingir 69,17% para o hibrido e 53,33% para a

Bragantina & concentragdo de 50% do filtrado fungico (Figura 14).

&334

Grau dos sintomas

Area foliar (%) Nulo :
. Moderado Médio Alto Extremo
(Sem sintomas)
Sadia 100 25,31 34,25 14,09 0
Clorética 0 67,35 38,36 21,95 0
Necrética 0 7,34 27,39 63,95 100
Total 100 100 100 100 100

Figura 13. Evolugdo sintomatolégica na éarea foliar dos dois gendtipos de Piper nigrum L. submetidos ao
filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis, aos 45 dias em meio de cultura.

As alteracdes morfologicas nas folhas dos gendtipos de P. nigrum resultantes do efeito
fitotoxico das concentracdes de 0%, 20%, 30%, 40% e 50% do filtrado fungico de F. solani f.
sp. piperis foram registradas através da reducdo no nimero médio de folhas, area foliar total,
folhas senescentes, massa fresca e massa seca. As alteracdes quanto ao nimero de folhas e
area foliar em funcdo das concentracbes do filtrado flngico apresentaram comportamento
descrito por uma curva de tendéncia do tipo quadratica decrescente (P<0,001), mas o
comportamento quanto a senescéncia foi descrito por uma curva quadratica crescente
(P<0,001) (Figura 14).
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Figura 14. Alteracdes nas folhas dos gendtipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) sob efeito de
doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis aos 45 dias em meio de cultura.

O hibrido em meio de cultura sem filtrado apresentou os maiores valores médios para
0 ntimero de folhas (5,13) e 4rea foliar (35,31 cm?) e, 0 menor valor médio para o nimero de

folhas senescentes (3,41). Foi observado, através das equacdes das curvas (Figura 14), que a
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adicdo de 39,36% e 16,76% do filtrado fungico ao meio de cultura reduz em 50% o nimero
de folhas e a area foliar total, respectivamente. Para as folhas senescentes, a concentragdo de
34,85% do filtrado fungico aumenta em 50% o ntmero de folhas senescentes. As alteracdes
foram mais acentuadas na concentracdo de 50% do filtrado fungico. Houve uma reducdo no
nimero de folhas (1,75) em 90,62% e da area foliar total (11,08 cm?) de 94,79%, enquanto

que o nimero de folhas senescentes (9,70) aumentou 64,85% (Figura 15).
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Figura 15. Alteracdo foliar sob o efeito de doses do filtrado da cultura de Fusarium solani f. sp. piperis em dois
genotipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) aos 45 dias em meio de cultura. As barras
representam as médias + desvio padrao.
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As plantas da cultivar Bragantina apresentaram maiores valores médios para o

nimero de folhas (4,38) e area foliar total (24,79 cm?) e folhas senescentes (2,65) em meio de

cultura sem a adicdo do filtrado fungico. As equagGes das curvas (Figura 14) mostraram que a

adicdo de 40,23% e 13,76% do filtrado fungico ao meio de cultura reduzem em 50% o

nimero de folhas e a area foliar total, respectivamente. Para as folhas senescentes, a

concentracdo de 44,81% do filtrado fungico aumentaram em 50% o numero de folhas

senescentes. As alteragdes foram mais acentuadas na concentracdo de 50% do filtrado

fungico. Ocorreu reducdo no nimero de folhas (1,25) em 98,43% e na area foliar total (11,18

cm?) de 86,85%, enquanto que o nimero de folhas senescentes (6,50) aumentou 59,23%

(Figura 15).
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Figura 16. Alteracbes na massa foliar sob o efeito de doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp.
Piperis em dois gen6tipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) aos 45 dias em meio de cultura.

As alteracBes no crescimento das folhas dos gendtipos de P. nigrum resultantes do

efeito fitotoxico das concentragdes de 0%, 20%, 30%, 40% e 50% do filtrado da cultura de F.
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solani f. sp. piperis foram avaliadas através do acimulo de massa fresca e massa seca. Os
dados em fungdo das concentragdes do filtrado fangico foram descritos por uma curva

quadratica decrescente (P<0,001), com maiores valores para o hibrido (Figura 16).
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Figura 17. Alteracdes na massa foliar sob o feito de doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis
em dois gendtipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) aos 45 dias em meio de cultura. As barras
representam média + desvio padréo.

O hibrido apresentou maiores acimulos de massa fresca (794,5 mg) e massa seca
(75,6 mg) em meio de cultura sem o filtrado fungico. No entanto, foi estimado (Figura 16)
que a adicdo de 20,10% e 42,49% do filtrado flngico ao meio de cultura reduziu em 50% o
acimulo de massa fresca e massa seca, respectivamente. A medida que se aumentou a
concentracdo do filtrado fungico ao meio de cultura foram observadas reducgdes desses
valores, sendo as maiores reducfes de 92,33% para a massa fresca e 79,46% para a massa

seca em meio de cultura com 50% da concentracdo do filtrado fungico (Figura 17).
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A cultivar Bragantina, da mesma forma que o hibrido, apresentou maiores acimulos
de massa fresca (720,14 mg) e massa seca (63,0 mg) em meio de cultura sem o filtrado
fungico. Foi estimado, através das equacdes das curvas (Figura 16), que a adicao de 22,72% e
18,28% do filtrado fangico ao meio de cultura reduz em 50% o acumulo de massa fresca e
massa seca, respectivamente. No entanto, as maiores reducées foram observadas em meio de
cultura com 50% da concentracdo do filtrado flngico. A massa fresca reduziu 97,35%,
enquanto que a massa seca reduziu 84,56% (Figura 17).

O acumulo de massa seca mostrou que para reduzir o crescimento das folhas do
hibrido em 50% é necessaria uma maior concentracdo do filtrado fangico (44,81%) em
comparacdo com a cultivar Bragantina (18,28%). Além disso, a concentracdo de 50% do
filtrado fungico provocou reducdes mais drasticas no crescimento das folhas da Bragantina
(84,56%) que no hibrido (79,46%).

De forma geral, ao avaliar a pressdo de toxicidade do filtrado fungico nos dois
genotipos, através do somatorio do acimulo de massa seca nas raizes, caule e folhas, pode-se
observar que a Bragantina foi mais sensivel que o hibrido. As equagdes das curvas (Figura 18)
permitiram estimar as concentracfes do filtrado fingico (DLsg) de 18,71% e 31,94% para

reduzir em 50% o acumulo de massa seca total na Bragantina e no hibrido, respectivamente.
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Figura 18 Alteracdes na massa seca total dos gendtipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) aos 45
dias em meio de cultura com filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. Piperis.
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Entre as regides da planta (raizes, caule e folhas) foi observado que o caule dos dois
gendtipos apresentou maior sensibilidade & pressdo de toxicidade do filtrado fangico, pois,
quando comparado com as regides da raiz e das folhas, foram observadas menores doses do
filtrado fungico (DLsp) para reduzir em 50% o acUmulo de massa seca (Tabela 4). Em
seguida, as raizes foram mais sensiveis que as folhas a pressdo de toxicidade do filtrado
fungico para o hibrido, enquanto que para a Bragantina as folhas foram mais sensiveis em
comparagdo com as raizes a pressdo de toxicidade (Tabela 4).

Tabela 4 Doses estimadas (DLsg) do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis para reduzir em 50% o
crescimento dos genotipos de Piper nigrum L. e das suas regides das raizes, caule e folhas.

DLso % (v/v) do filtrado fungico

Genotipos i
Raiz Caule Folhas Planta
Hibrido 35,21 20,24 42,49 31,94
Bragantina 30,54 10,89 18,28 18,71

As doses foram estimas através das curvas de regressao da variavel de massa seca total e das regides da planta.
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2.4. DISCUSSAO

Apesar de ndo existirem cultivares de pimenteira-do-reino resistentes ao F. solani f.
sp. piperis, os diferentes niveis de suscetibilidade ao patégeno ainda ndo sdo conhecidos.
Diante disso, o presente trabalho conseguiu demonstrar diferengas nas alteracbes na
morfologia e no crescimento das plantas in vitro da cultivar Bragantina e do hibrido
intraespecifico de P. nigrum, submetidos a pressdo de selecdo in vitro por filtrado da cultura
de F. solani f. sp. piperis.

A fitotoxicidade das concentracfes do filtrado de cultura de F. solani f. sp. piperis
provocou alteracdes na morfologia e no crescimento das raizes, caule e folhas da cultivar
Bragantina e no hibrido intra-especifico. No entanto, essas alteracdes ocorreram em diferentes
magnitudes, sendo possivel observar os diferentes niveis de sensibilidade dos genotipos ao
filtrado de cultura do patdgeno.

Segundo Lebeda et al., (2010) o filtrado de culturas fungicas pode conter uma grande
quantidade de metabolitos secundarios, polissacarideos, oligossacarideos, proteinas,
glicoproteinas, acidos graxos insaturados, reguladores de crescimento (auxina, citocinina e
acido giberélico) e as toxinas que apresentam um papel fundamental no desenvolvimento da
doenca. Para Yoder (1980), as toxinas séo classificadas com base no seu modo de acéo, as que
sdo responsaveis pelo aparecimento da doenca, sendo essenciais para causar a doenca,
chamadas de fatores de patogenicidade, e aquelas que sdo necessarias pelo desenvolvimento e
aumento da extensdo da doenca, chamadas de fatores de viruléncia.

Considerando que o filtrado de cultura de F. solani f. sp. piperis foi autoclavado, o
efeito fitotoxico na alteracdo da morfologia e do crescimento dos genotipos de pimenteira-do-
reino, possivelmente, foi devido as toxinas termoestaveis presentes no filtrado fungico.

Duarte e Archer (2003) verificaram a natureza termoestavel dos metabolitos toxicos
produzidos por Fusarium solani f. sp. piperis. Estes autores observaram que folhas destacadas
de sete cultivares de pimenta-do-reino e Piper betle exibiram sintomas de descoloracdo das
nervuras apos imersdao em filtrados autoclavado e ndo-autoclavado. Foram observadas
algumas pequenas reducdes na atividade bioldgica, sugerindo que, se algumas substancias
foram inativadas por aquecimento, a maior parte dos componentes tGxicos permaneceu ativa.

A aplicacdo de filtrado de culturas in vitro podem desencadear vérias respostas de
defesa na planta, por exemplo, a producéo de fitoalexinas; acumulo de compostos fendlicos e
aumento da atividade de enzimas como peroxidases, beta-1,3-glucanase e quitinase (SINGH

et al., 2003). Em plantas sensiveis as fitotoxinas presentes no filtrado fungico, podem ser
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observadas alteracdes morfoldgicas e inibicdo do crescimento em peso (HOLLMANN et al.,
2002).

O efeito fitotoxico do filtrado fUngico na alteracdo da morfologia das raizes foi
observado através da reducdo do numero de raizes e comprimento da raiz. A reducdo no
crescimento das raizes foi observada através do menor acimulo de massa fresca e massa seca.
No entanto, essas reducdes ocorreram em diferentes magnitudes para os dois genotipos de
Piper nigrum L. Esses resultados demostraram que é possivel identificar os niveis de
suscetibilidade dos gendtipos ao filtrado de cultura de F. solani f. sp. piperis.

O ntmero e comprimento de raiz foram maiores para o hibrido. Consequentemente, o
acumulo de massa fresca e massa seca também foram maiores para o hibrido. Quanto aos
efeitos da fitotoxicidade do filtrado flngico no crescimento das raizes, no hibrido para reduzir
em 50% o crescimento das raizes sdo necessario uma maior concentragdo do filtrado. Além
disso, as redugdes mais agudas, observadas na maior concentracdo do filtrado fungico,
ocorreram para a Bragantina. Desta forma, foi verificada menor sensibilidade das raizes do
hibrido em relagéo as raizes da Bragantina ao filtrado fungico.

Flores et at., (2012) encontrou resultados semelhantes para plantas de maracujazeiro-
amarelo sensiveis e insensiveis ao Fusarium oxysporum f. sp. passiflorae. Estes autores
adicionaram concentrac@es do filtrado fungico deste patdgeno ao meio béasico de cultura. Os
resultados mostraram maior reducdo no nimero e comprimento das raizes para o0 genotipo
sensivel. Da mesma forma, o acumulo de massa fresca e massa seca também apresentaram
maiores reducGes no crescimento das raizes do gendtipo insensivel. Para este mesmo
genotipo, a maior concentracdo do filtrado fungico inibiu o crescimento das raizes.

Dentre as toxinas produzidas por espécies do género Fusarium, o &cido fusarico € o
metabolito secundério tdxico mais estudado. Apesar de sua funcdo ainda ndo estar
completamente elucidada, acredita-se que h& o envolvimento da toxina no desenvolvimento
da doenca (SVABOVA e LEBEDA, 2005). Em raizes de plantas de milho, foi observado que
o0 acido fusarico diminui a atividade respiratdria da mitocondria necessaria para o suprimento
de ATP das raizes causando a reducdo no niumero e comprimento das mesmas (TELLES-
PUPULIN et al., 1996).

No presente trabalho, 0 comprimento do caule foi maior para a Bragantina. 1sso pode
ser justificado pelo seu maior comprimento do entrend. Entretanto, o hibrido apresentou
maior numero de gemas, a qual pode ter influenciado no maior acimulo de massa fresca e

massa seca do caule do hibrido. Além disso, a maior concentracdo do filtrado fingico
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diminuiu mais o crescimento do caule da Bragantina. De forma semelhante ao crescimento
das raizes, foi verificada menor suscetibilidade do hibrido.

Em plantulas de soja foi verificado que o filtrado esterilizado e ndo-esterilizado de
Fusarium culmorium foram capazes de reduzir o comprimento do cauliculo, além de reduzir
também a massa seca da parte aérea. Estas redugdes aumentaram em funcdo da idade da
cultura, constatando ainda que o filtrado flngico ndo perdeu sua toxicidade apOs sua
esterilizacdo. Porém, esses efeitos podem ser resultado de uma complexa interacdo com outras
toxinas (HAIKAL, 2008).

O aumento das concentracGes do filtrado fungico afetou o crescimento da parte aérea
dos gendtipos testados, promovendo alteracbes no nimero de folhas e area foliar total.
Consequentemente, foram observadas reducdes no acimulo de massa fresca e massa seca das
folhas. Isso ocorreu porque a fitotoxidade do filtrado fungico aumentou a senescéncia foliar.
Apesar de serem observadas também folhas senescentes nas plantas testemunha,
provavelmente devido a exaustdo do meio de cultura, o maior nimero de folhas senescentes
foi observado na concentragéo de 50% do filtrado fungico.

O numero de folhas, a area foliar total, a massa fresca e massa seca das folhas foram
maiores para o hibrido. Entretanto, devido ao maior numero de folhas, o hibrido apresentou
maior numero de folhas senescentes. Quanto ao crescimento das folhas, avaliado pelo
acumulo de massa seca, a cultivar Bragantina apresentou maior sensibilidade ao filtrado
fungico, pois foi necessaria uma menor concentracédo do filtrado fungico para reduzir em 50%
o crescimento de suas folhas. Além disso, a maior concentracdo do filtrado fangico causou
maior reducdo do crescimento das folhas da Bragantina quando comparada ao hibrido.

Os resultados mostraram que o hibrido foi menos sensivel ao filtrado fungico. Apesar
do maior nimero de folhas senescentes, o hibrido apresentou uma maior area foliar total,
resultante de um maior numero de folhas. Provavelmente, a capacidade fotossintética do
hibrido foi menos afetada em relacdo a Bragantina, a qual pode ter influenciado na maior
assimilacdo de carbonos, e consequentemente em um maior crescimento.

Em plantas de maracujazeiro-amarelo suscetiveis e ndo suscetiveis ao Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae, a adi¢do do filtrado fungico deste patdgeno no meio de cultura
resultou no aumento da senescéncia das folhas. Os resultados mostraram maior percentagem
de folhas senescentes no gendtipo sensivel. Desta forma, foi possivel observar maior
tolerancia do genotipo insensivel as toxinas presentes no filtrado fangico (FLORES, 2008).

O efeito fitotoxico do filtrado de cultura de F. solani f. sp. piperis resultou em redugéo

da area foliar sadia nos gendtipos de Piper nigrum L. Apds 45 dias da inoculacdo das plantas
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em meio de cultura contendo as concentraces do filtrado fungico, foram observadas o
aparecimento de areas foliares cloroticas, que evoluiram com o tempo para areas foliares
necrdticas. Esses sintomas comecaram pelas bordas foliares e foram dirigindo-se para o
peciolo das folhas, resultando em queda das folhas. Esses sintomas foram observados em um
maior nimero de folhas na maior concentracdo do filtrado fungico, justificando a maior
percentagem de folhas senescentes.

Fusarium solani produzem toxinas do tipo naftazarinas que podem ser translocadas
para a parte aérea da planta, causando necrose foliar (PASCHOLATI et al., 2008). Achor et
al. (1993) verificaram que folhas de plantulas de limdo rugoso, cultivadas em solugédo
contendo dihidrofusarubina, um tipo de nafitazarina, possuiam clorose similar aos sintomas
apresentados por plantas doentes com podriddo de raiz no campo. Posteriormente, esses
mesmos pesquisadores concluiam que essa clorose nas folhas de citros era devido a disfungéo
nos cloroplastos (degradacgéo da clorofila) causada pela toxina.

Segundo Agrios (2005) as toxinas produzidas por fungos patogénicos inibem algumas
enzimas que estdo envolvidas direta ou indiretamente na fotossintese. Isto leva a degradagéo
das clorofilas e/ou reducdo da sintese de clorofilas, resultando no desenvolvimento de clorose

nas folhas.
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2.5. CONCLUSOES

O filtrado fungico em meio de cultura, desde a concentragdo de 20%, provoca
alteracBes na morfologia e no crescimento in vitro dos genotipos de P. nigrum;

A medida que a concentracdo aumenta no meio de cultura ha alteracbes mais agudas
na morfologia e reducfes mais acentuadas no crescimento das raizes, caule e folhas;

O sistema radicular da cultivar Bragantina é mais sensivel ao filtrado fangico quando
comparada com o hibrido;

O filtrado fangico provoca alteracfes mais acentuadas no crescimento do caule e
folhas da Bragantina do que no hibrido;

A utilizacdo do filtrado de cultura de F. solani f. sp. piperis é uma alternativa para
determinar os niveis de suscetibilidade dos genétipos de Piper nigrum L. as toxinas
produzidas pelo patdgeno, que estdo envolvidas na ocorréncia da fusariose;

Os niveis das alteragbes na morfologia e no crescimento das plantas permitiram
observar que ha diferencas quanto a reacdo dos genotipos ao cultivo in vitro com adicdo de
filtrado do fungo ao meio de cultura, sendo o hibrido menos sensivel as toxinas do filtrado

fungico que a cultivar Bragantina.
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ANEXOS

ANEXO A. Producéo, Area colhida e Produtividade nos Gltimos 10 anos dos quatro maiores
paises produtores de pimenta-do-reino no mundo.
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ANEXO B. Producio, Area colhida e Produtividade nos Gltimos 10 anos dos quatro maiores
estados produtores de pimenta-do-reino no Brasil.
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ANEXO C. Composi¢do do meio basico de cultura de Murashige & Skoog (1962).

Composto (mg L™)
Macronutrientes

- KNO3 1.900
- NH4NO3 1.650
- MgS0,.7H20 370
- CaCl,.2H,0 440
- KH,PO4 170
Micronutrientes

- MnS0QO,.4H,0 22,3
- Kl 0,83
- H3BO3 6,2
- ZnS04.7H,0 8,6
- CuSQ4.5H,0 0,025
- Na;M00,.2H,0 0,25
- CoCl,.6H,0 0,025
Fe-EDTA

FeS0O,4.7H,0 27,8
NaEDTA 37,3
Vitaminas

Tiamina — HCI 0,1
Acido nicotinico 0,5
Piridoxina 0,5
Glicina 2,0
Mio-inositol 100,0
Outros

Sacarose 30.000,0

ANEXO D. Meios de Czapek-Dox e Batata-Sacarose-Agar para cultivo de fungo.

Composto Czapek-Dox (g L™) BSA (g L™
- NaNOs3 3,0
- MgSQO,4.7H,0 0,5
- KH,PO, 1,0
- KCI.2H,0 0,5
- FeS0,4.7H,0 0,01
- Sacarose 30,0 10,0
- Fe-EDTA 2,5 ml
(Fe-EDTA 20x MS)
- Disco de batata sem pele 200,0
- Agar 20,0
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