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Resumo

As cultivares de pimenteira-do-reino em uso no Brasil sdo suscetiveis a Fusarium solani f. sp. piperis, mas
os diferentes graus de suscetibilidade ao patdégeno ainda ndo sdo conhecidos. Objetivou-se demonstrar a
suscetibilidade através das alteracBes no crescimento radicular da cultivar Bragantina e do hibrido
intraespecifico (Apra x Guajarina) cultivadas in vitro com filtrado de cultura de F. solani f. sp. piperis. As
plantas foram inoculadas em 15 mL de meio de cultura 1/2 MS com adig¢&o das doses de 0, 20, 30, 40 e 50%
(v/v) do filtrado fangico e mantidas durante 45 dias em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h,
luminancia de 3000 lux e temperatura de 25 + 3° C. Foi avaliado o nimero, comprimento, massa fresca e
seca das raizes. Para os dois gen6tipos de pimenteira-do-reino a fitotoxicidade do filtrado fingico aumentou
a medida que as doses do filtrado fungico foi aumentado no meio de cultura, sendo mais acentuada na dose
50% (v/v), com menores valores para ndmero, comprimento, massa fresca e seca das raizes para a
Bragantina. Portanto, o filtrado de cultura provoca alteracfes no sistema radicular e pode ser utilizado como
alternativa para indicar os niveis de suscetibilidade dos gendtipos de pimenteira-do-reino.
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Introducéo

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L.) é uma planta trepadeira e perene que cresce aderida a
tutores de madeira ou a troncos de arvores (GORDO et al., 2012). Seu fruto, denominado de pimenta-do-
reino, € amplamente utilizado na culindria como condimento, em forma de grdos inteiros, moidos e
misturados a outros condimentos. O Brasil € o quarto maior produtor mundial com uma producéo de 41.958
t, sendo 31.027 t produzidos pelo estado do Para, cerca de 74% da producdo nacional (IBGE, 2013). Porém,
a doenca fusariose causada pelo fungo F. solani f. sp. piperis reduz a produgdo por comprometer a obtencéo
de mudas e o ciclo produtivo da cultura.

O F. solani f. sp. piperis 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. Porém, os diferentes graus de suscetibilidade ao patdégeno ainda
ndo sdo conhecidos.

O filtrado de culturas possue metabdlitos secundarios, toxinas e outros compostos que sdo capazes de
produzir sintomas da doenca semelhante aos observados em campo (SVABOVA & LEBEDA, 2011). Desta
forma, o filtrado de culturas pode ser utilizado para a sele¢do de plantas resistentes ou tolerantes a patdgenos.
Segundo Hollmann et al., (2002) em plantas sensiveis as fitotoxinas presentes no filtrado fangico, podem ser
observadas alteragdes morfoldgicas e inibicdo do crescimento em peso. Para a pimenteira-do-reino o filtrado
de cultura de F. solani f. sp. piperis pode ser utilizado para quantificar os niveis de suscetibilidade das
plantas as toxinas produzidas pelo patdgeno.

Sabendo que as cultivares de pimenteira-do-reino sdo suscetiveis ao F. solani f. sp. piperis e que o
sistema radicular dessas plantas ¢ o principal alvo de ataque do patégeno, o objetivo desse estudo foi
guantificar a suscetibilidade das raizes da cultivar Bragantina e do hibrido intraespecifico (Apra x Guajarina)
através das alteracGes na morfologia e no crescimento das raizes resultantes da fitotoxicidade do filtrado de
cultura de F. solani f. sp. piperis.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia e Recursos Genéticos da Embrapa
Amaz6nia Oriental, em Belém, Para. O material vegetal utilizado foi proveniente do cultivo in vitro de
brotos da cultivar Bragantina e do hibrido intraespecifico (Apra x Guajarina) 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 do cruzamento intraespecifico entre as cultivares Apra e Guajarina do Banco Ativo de
Germoplasma — BAG - da Embrapa Amazonia Oriental. Durante todo o periodo experimental, as plantas
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foram mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h, luminancia de 3.000 lux e temperatura de
25+ 3°C.

Para induzir o enraizamento dos brotos foi utilizado o meio de cultura constituido da metade das
concentracdes dos sais minerais MS (*2 MS), 3% de sacarose, vitaminas MS, 0,2% de phytagel e
suplementado com 0,05 mg L™ de &cido naftalenoacético (ANA), estabelecido previamente. Ap6s trés
semanas as plantas foram padronizadas com duas gemas, duas folhas expandidas e quatro raizes com
comprimento aproximado de 1,0 cm. Em seguida, as plantas foram transferidas para o meio basico MS sem a
adicdo de reguladores de crescimento para induzir o alongamento dos brotos.

O filtrado de cultura foi obtido a partir do isolado de Fusarium solani f. sp. piperis cedido pela
Colecdo de Fungos Fitopatogénicos do Bioma Amazonia do Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Amazonia Oriental. O isolado foi cultivado durante uma semana em meio BSA (batata-sacarose-agar). Em
seguida, discos de 0,7 cm de didametro, contendo micélio e conidios do fungo, foram retirados das placas de
Petri e transferidos para erlenmeyers contendo meio de cultura Czapek-Dox, sendo um disco para cada 200
mL de meio. Ap6s 28 dias de incubagdo no escuro, a temperatura de 25 °C + 2 foi realizada a filtragem com
0 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.

As plantas foram inoculadas em tubos de vidro com capacidade de 56 mL, contendo 15 mL de meio
de cultura ¥2 MS suplementado com 0, 20, 30, 40 e 50 % (v/v) do filtrado de cultura de Fusarium solani f.
sp. piperis. Aos 45 dias apds a inoculagéo das plantas o efeito fitotoxico do filtrado flngico nas alteraces na
morfologia e no crescimento do sistema radicular foi avaliado através da contagem do numero de raizes e
mensuragfes do comprimento da raiz, massa fresca e massa seca das raizes. Para a contagem direta do
nimero de raizes foram considerados os valores iniciais mais aquelas emitidas durante o periodo de
avaliacdo. O comprimento da maior raiz foi medido na regido compreendida entre o coleto da planta e o
apice radicular mais distante. Essas mensuracdes foram realizadas com o auxilio de um paquimetro digital
(precisdo de 0,01 mm). As raizes foram separadas da planta e pesadas imediatamente para obter peso de
massa fresca. Em seguida, as raizes foram acondicionadas em sacos de papel Kraft e levadas para estufa de
ventilagdo forcada a 65 °C, até atingirem o peso de massa seca constante.

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 gendtipo foram utilizadas
dez repeti¢des, sendo cada repeti¢do constituida por duas plantas. Os dados foram submetidos a analise da
variancia (teste F) e regressdo.

Resultados e Discussao

As alteracBes na morfologia das raizes foram observadas através da redugcdo do nimero de raizes e
comprimento da raiz. Para os dois gendtipos, a fitotoxicidade do filtrado flngico aumentou
significativamente (R*> 0,80; p < 0,001) & medida que as doses do filtrado flngico foram aumentas no meio
de cultura, sendo mais acentuadas na dose de 50% (v/v) e com menores valores para a Bragantina (Figura 1).

O crescimento em peso de massa fresca a massa seca das raizes diminuiu significativamente (R? >
0,80; p < 0,001) com o aumento das doses do filtrado fungico em meio de cultura e, de forma semelhante ao
namero e comprimento das raizes, essas redu¢des foram mais acentuadas na dose de 50% (v/v) do filtrado
fungico com menores valores para a Bragantina (Figura 2).

O efeito médio da toxidade das doses do filtrado fungico foi utilizado para comparar a
suscetibilidade do sistema radicular entre os genotipos de pimenteira-do-reino (Tabela 1). O hibrido
apresentou as maiores médias para 0 numero de raizes, comprimento de raiz e acimulos de massa fresca e
massa das raizes. Desse modo, foi observada maior pressdo de toxicidade do filtrado flngico no sistema
radicular da Bragantina.

Essa maior suscetibilidade das raizes da Bragantina foi confirmado, também, através das estimas das
doses do filtrado fungico (DLsy) capazes de reduzir em 50% o crescimento em peso de massa seca das raizes.
Foi observada uma menor dose do filtrado fungico (DLs) para a Bragantina (30,54%, v/v) em relagdo ao
hibrido (35,21%, v/v) para reduzir em 50% o crescimento em peso de massa seca das raizes.

Em plantas in vitro de maracujazeiro-amarelo a adicdo de doses do filtrado de cultura de Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae em meio bésico de cultura provoca alteragdes no niumero de raizes e
comprimento de raiz e reducdo do crescimento em massa fresca e massa seca do sistema radicular. Essas
reducdes foram maiores na maior concentracdo (50%, v/v) do filtrado fangico com menores valores para 0s
genotipos sensiveis as toxinas do patdgeno (FLORES et at., 2012).

O 4cido fusérico é o metabdlito secundario produzido por espécies do género Fusarium. Em raizes
de plantas de milho, foi observado que o essa toxina diminui a atividade respiratoria da mitocondria
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necessaria para o suprimento de ATP das raizes causando a redugao no numero e comprimento, assim como
menor crescimento em peso de massa seca das raizes (SVABOVA & LEBEDA, 2005).
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Figura 1. Alteracdes na morfologia das raizes dos massa fresca e massa seca das raizes dos
gendtipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper genotipos in vitro de pimenteira-do-reino (Piper
nigrum L.) submetidos as doses do filtrado da nigrum L.) submetidos ao filtrado de cultura de
cultura de Fusarium solani f. sp. piperis. Fusarium solani f. sp. piperis.

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 e as toxinas que apresentam um papel fundamental no
desenvolvimento da doenca. Para Yoder (1980), as toxinas sdo classificadas com base no seu modo de ac¢éo,
ou seja, aquelas que atuam no aparecimento da doenga e aquelas responsaveis pelo desenvolvimento da
doenca.

Tabela 1 Efeito da média das doses do filtrado de cultura de Fusarium solani f. sp. piperis sobre o sistema
radicular dois gen6tipos 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 b 28,23 b
CV(%) 17,91 20,00 12,45 16,09

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.
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No presente experimento o filtrado de cultura de F. solani f. sp. piperis foi autoclavado. Desse modo,
o efeito fitotoxico na alteracdo da morfologia e redugdo do crescimento em peso das raizes dos genoétipos de
pimenteira-do-reino, possivelmente, foi devido as toxinas termoestaveis presentes no filtrado flngico do
patégeno.

Conclusoes

A utilizacdo do filtrado de cultura de Fusarium. solani f. sp. piperis € uma alternativa para
determinar a suscetibilidade dos genotipos de pimenteira-do-reino as toxinas produzidas pelo patdgeno, que
estdo envolvidas na aparecimento e desenvolvimento da doenca.

As alteracdes na morfologia e no crescimento in vitro com adicéo de filtrado do fungo ao meio de
cultura permitem identificar a suscetibilidade do sistema radicular dos gendtipos de pimenteira-do-reino,
sendo a cultivar Bragantina mais suscetivel que o hibrido as toxinas do filtrado fangico.
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