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RESUMO GERAL

A murcha bacteriana do pimentdo, causada por Ralstonia solanacearum (Rs) raga 1, é
uma fitobacteriose importante em Pernambuco e outros estados do Brasil. Este trabalho
teve como objetivos testar o efeito de dleos vegetais e do silicio (Si) no controle
alternativo desta doenca, seus efeitos diretos sobre Rs e verificar os possiveis
mecanismos envolvidos nestes processos. Os 0leos essenciais de bergamota, canela,
capim limdo, copaiba, eucalipto citriodora, eucalipto globulus, funcho, horteld, laranja
doce, liméo, sélvia esclareia e palmarosa foram avaliados por biofumigacéo. O solo foi
previamente infestado com Rs CGM-8 (filotipo I, raca 1, biovar 3, biotipo 8) a 5x10°
UFC ml™. Apods sete dias, o solo foi biofumigado durante quatro dias com os doze 6leos
essenciais (0,14%; v:v) em casa de vegetacdo, e com os 6leos de bergamota, laranja
doce e palmarosa em campo. Foram avaliados: periodo de laténcia (PLso), incidéncia,
indice de murcha bacteriana (IMB) e area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD); desenvolvimento da planta; populacdo de Rs no solo; caracteristicas do solo;
e crescimento de Rs in vitro. Os dleos de palmarosa, bergamota e laranja doce elevaram
0 PLsp e reduziram IMB e AACPD em até 15, 60 e 64,4%, respectivamente, em casa de
vegetacdo. Em campo, apenas o0 0leo de palmarosa aumentou o PLsp (38%) e reduziu
IMB (36%) e AACPD (38%), elevando o nimero de frutos por planta. Apenas em casa
de vegetacdo, solos biofumigados com os Oleos de bergamota e laranja doce
apresentaram maiores niveis de sodio que os tratados com palmarosa e testemunha, que
ndo diferiram entre si. In vitro, o crescimento de Rs foi reduzido pelo 6leo de palmarosa.
O Si foi testado em pimentdo cv. Enterprise cultivado em substrato contendo 0,00; 0,25;
0,50; 1,50 e 3,00 g de SiO, kg™ de substrato e transplantado para solo infestado com Rs
CGM-8, avaliando-se: PLsp, incidéncia, IMB, AACPD; biomassa; acimulo de Ca*,
Mg*? e Si; proteinas totais e atividade enzimatica; caracteristicas quimicas do substrato
e crescimento bacteriano in vitro. A dose 3,00 de Si aumentou o PLso (34%) e reduziu
IMB (63%) e AACPD (47,4%), aumentando ainda Ca*? na parte area e reduzindo Mg*?
na parte aérea e raizes. A suplementacdo com diferentes doses de Si proporcionou
incrementos maximos na biomassa fresca da parte area (121,8%), biomassa fresca da
raiz (83,6%) e biomassa seca da parte aérea (84,9%); elevou proteinas totais, catalase,
ascorbato peroxidase e quitinase; proporcionou acumulo de Si na parte aérea e
substrato; aumentou pH, Na* e K*; e diminuiu P no substrato. Os provaveis mecanismos

de acdo do Si foram acdo direta sobre a colonizacdo do patdgeno, acdo indireta no
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desenvolvimento da planta, aumento na absorcdo de Ca*? e sinalizagdo para producéo
de enzimas de defesa da planta. Conclui-se que a biofumigacdo com o dleo essencial de
palmarosa e a producdo de mudas de pimentdo em substrato contendo silicato de célcio

sdo préticas com potencial para 0 manejo alternativo da murcha bacteriana do pimentéo.

Palavras-chave: Ralstonia solanacearum, Capsicum annuum, biofumigacdo,

Cymbopogon martini, silicato de célcio
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GENERAL ABSTRACT

The bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum (Rs) race 1, is an important
bacterial disease in Pernambuco and other states of Brazil. This study aimed to evaluate
the effectiveness of essential oils and silicon (Si) on alternative disease control, their
effects on Rs, and verify the putative mechanisms involved in these processes. The oils
of bergamot, copal, fennel, peppermint, sweet orange, lemon, cinnamon, lemon grass,
eucalyptus citriodora, eucalyptus globulus, clary sage, and palmarosa were evaluated by
biofumigation. Soil was previously infested with Rs (filotype I, race 1, biovar 3, biotype
8) at 5x10° CFU ml™ and after seven days biofumigated during four days with the
twelve oils (0.14%, v:v) under greenhouse conditions, and with bergamot, sweet orange
and palmarosa in field. It was evaluated: the latency period (PLso), incidence, index of
bacterial wilt (IBW) and area under the disease progress curve (AUDPC), plant
development, Rs population in soil, soil characteristics, and Rs growth in vitro. The oils
of palmarosa, bergamot and sweet orange elevated the PLsy and reduced IBW and
AUDPC up to 15, 60 and 64.4%, respectively in greenhouse. In the field only palmarosa
elevated the PLso (38%), reduced the IMB (36%) and AUDPC (38%), and increased the
number of fruits per plant. Only under greenhouse conditions soil biofumigated with
oils of bergamot and sweet orange had higher sodium levels than those treated with
palmarosa or control, which did not differ among them. In vitro, the growth of Rs was
inhibited by the oil of palmarosa. To evaluate the effect of silicon (Si), sweet pepper
plants cv. Enterprise were grown in compost containing 0.00, 0.25, 0.50, 1.50 and 3.00
g of SiO, kg of compost and transplanted into soil infested with isolate Rs CGM-8,
being evaluated PLsg, incidence, IMB and AUDPC; fresh and dry weight of shoot and
root biomass, accumulation of Ca*?, Mg*? and Si, total protein and enzymatic activity;
chemical characteristics of substrate, and in vitro growth. The dose 3.00 g of SiO,
increased PLsy (34%), reduced IMB (63%) and AUDPC (47.4%), increasing also Ca*?
in shoots and reducing Mg*? in shoots and roots. Supplementation with different Si
doses resulted in maximum increments of fresh weight of shoot (121.8%), fresh weight
of root (83.6%), and dry weight of shoot (84.9%); increased total protein, catalase,
ascorbate peroxidase, and quitinase. Si was accumulated in the shoots and compost; pH,
Na® and K* were elevated and P was reduced in the compost. The putative mechanisms
of action of Si on disease control were direct action on the pathogen colonization,

indirect action on plant growth, increase of Ca*? absorption and signaling for producing
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plant defense enzymes. In conclusion, biofumigation with palmarosa oil and transplant
production in compost containing calcium silicate are potential alternative strategies for

the control of bacterial wilt of sweet pepper.

Key words: Ralstonia solanacearum, Capsicum annuum, biofumigation, Cymbopogon

martini, calcium silicate
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CONTROLE ALTERNATIVO DA MURCHA BACTERIANA DO PIMENTAO
UTILIZANDO OLEOS ESSENCIAIS VEGETAIS E SILICATO DE CALCIO

INTRODUCAO GERAL

A Cultura do Pimentao

O pimentdo (Capsicum annuum L.) estd entre as cinco hortalicas com maior &rea
cultivada no mundo e o seu consumo vem crescendo também no Brasil (HALFELD-VIEIRA
et al., 2005; HENZ et al., 2007). O cultivo dessa hortalica € uma atividade significativa para o
setor agricola nacional, estando entre as dez mais importantes no mercado hortifrutigranjeiro
(FILGUEIRA, 2000).

Em 2007, no Brasil, o pimentédo foi cultivado em 800 mil hectares, que produziram
aproximadamente 16 milhGes de toneladas de frutos, gerando em torno de 2,4 milhdes de
empregos diretos (AGRIANUAL, 2008). Ainda em 2007, o Brasil exportou aproximadamente
6.364,6 toneladas de pimentas e pimentdes, movimentando cerca de US$ 20 milhGes de
dolares (MATQOS, 2010). Séo Paulo, Minas Gerais e Ceara juntos produziram em 2006 cerca
de 112 mil toneladas, enquanto que em 2011, apenas S&o Paulo comercializou 29.291
toneladas (AGRIANUAL, 2012). O estado de Pernambuco esta em 8° lugar no ranking
nacional de producao de pimentéo (IBGE, 2006).

De acordo com o Centro de Abastecimento e Logistica de Pernambuco (CEASA/PE,
2008), nos anos de 2004 a 2008, o Agreste foi o principal fornecedor de pimentdo para a
Regido Metropolitana do Recife. Neste periodo, a quantidade de pimentdo comercializado por
més na CEASA/PE atingiu 709 toneladas. Em Pernambuco, na regido Agreste e Zona da
Mata, onde a hortalica é predominantemente cultivada por pequenos produtores desprovidos
de modernos recursos tecnologicos, destacam-se os municipios de Camocim de Sdo Félix,
Bezerros, Gravata, Brejo da Madre de Deus, Sdo Joaquim do Monte, Sairé, Ibimirim, Jodo
Alfredo e Cha Grande, e na Paraiba, Boqueirdo, Lagoa Seca e Alhandra (CEASA/PE, 2012).

O pimentdo € geralmente produzido em campos abertos, mas tem se adaptado ao
cultivo protegido. A utilizacdo desta nova tecnologia associada a irrigacdo localizada tem
promovido acréscimos de produtividade da cultura (MATOS, 2010) devido ao melhor
controle nos tratos culturais, a extensdo do tempo de colheita e safras melhores mesmo em
condicBes ambientais adversas e em diferentes épocas, alcancando maiores precos no
mercado (HENZ et al., 2007; SILVA et al., 1999). Apesar dessas novas tecnologias e da
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crescente producdo, as plantas de pimentdo, estdo sujeitas a problemas fitossanitérios, tais
como pragas e doengas, algumas com elevada intensidade, que afetam a qualidade dos frutos
e causam grandes perdas a cultura. Na producdo em campo, no Distrito Federal, no ano de
2007, os custos dos agroquimicos atingiram aproximadamente R$ 1.871,20, o que somado a
mao de obra de aplicagdo no valor de R$ 375,00, resultou em R$ 2.246,20 por hectare
(EMATER/DF, 2007).

No ano de 2010, o Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA) realizou coletas de amostras de dezoito produtos vegetais: abacaxi (Ananas comosus
L. Merr.), alface (Lactuca sativa L.), arroz (Oryza sativa L.), batata (Solanum tuberosum L.),
beterraba (Beta vulgaris L.), cebola (Allium cepa L.), cenoura (Daucus carota L.), couve
(Brassica oleracea L.), feijao (Phaseolus vulgaris L.), laranja (Citrus sinensis L.), macé
(Malus domestica Borkh), maméo (Carica papaya L.), manga (Mangifera indica L.),
morango (Fragaria vesca L.), pepino (Cucumis sativus L.), pimentdo (Capsicum annuum L.),
repolho (Brassica oleracea var. capitata L.) e tomate (Solanum lycopersicum L.), baseando-se
nos dados de consumo obtidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no
censo agropecuario de 2006, na sua disponibilidade nos supermercados dos diferentes estados
e no uso intensivo de agroquimicos nestas culturas. Em pimentdo, das 146 amostras coletadas
em todo o Brasil, 124 (84,9%) apresentaram defensivos agricolas ndo autorizados para serem
aplicados na cultura e 134 amostras (91,8%) apresentaram valores acima dos limites maximos
autorizados quanto ao uso do agroquimico. Na Regido Nordeste, das 51 amostras analisadas,
45 foram consideradas insatisfatorias, e em Pernambuco cinco de um total de seis amostras
estavam contaminadas (ANVISA, 2011).

Murcha bacteriana do pimentéo

A murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
(HAYWARD, 1991; LOPES; REISFSCHNEIDER, 1999) foi inicialmente relatada por Erwin
F. Smith nos Estados Unidos da América em 1896, colonizando as solandceas batata
(Solanum tuberosum L.), tomate (Solanum lycopersicum L.) e berinjela (Solanum melongena
L.) (HAYWARD, 1994). No Brasil, os primeiros relatos datam de 1922, em plantas de fumo
(Nicotiana tabacum L.), e batata, no Rio Grande do Sul (TAKATSU; LOPES 1997). A
doenca tem grande importancia mundial e ja foi descrita em mais de 450 plantas hospedeiras,
distribuidas em cerca de 54 familias boténicas, destacando-se as solanaceas e musaceas,
dentre outras (WICKER et al., 2007).
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A murcha bacteriana é uma das doengas mais devastadoras, principalmente nas regides
tropicais e subtropicais, em é&reas de clima Umido, com altitudes de baixa a média
(HAYWARD, 1991). As perdas econdmicas podem ser baixas (2%) ou atingir 100%, a
exemplo do Sudeste Asiatico (CABI, 2006). Estima-se que a soma de perdas em culturas
susceptiveis como a batata, pimentdo, tomate e berinjela pode chegar anualmente a US$ 70
milhGes (ERS, 2003).

Em 1940, a murcha bacteriana causou sérios problemas na Florida, USA, em plantios
de pimentéo realizados apds cultivos de batata. No entanto, atualmente, a doenca ndo tem sido
problema em piment&o no sudeste dos Estados Unidos, porque os isolados prevalecentes de
tomate e fumo ndo causam murcha nesta cultura (MOMOL; PRADHANANG; LOPES,
2008).

No Brasil, a murcha bacteriana do pimentdo é de importéncia limitada na regido
Centro-Sul, mas tem grande incidéncia e severidade na regido Amazonica e em areas de baixa
altitude na regido Nordeste (TAKATSU; LOPES, 1997). Nos anos de 1998 e 2000, no Estado
do Amazonas houve registros da doenga em 25 municipios (COELHO NETTO et al., 2003).
Em levantamento bibliografico realizado em 2007, foram encontrados relatos da doenga nos
estados do Amazonas, Bahia, Espirito Santo, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Parana, Rio de
Janeiro, Roraima, Ronddnia e S&o Paulo (BERIAM, 2007; MALAVOLTA JUNIOR et al.;
2008).

Em Pernambuco, a murcha bacteriana em pimentdo foi detectada formalmente em
1987 (MARIANO; CABRAL; SILVA, 1988; MARIANO et al., 1989). Atualmente, a doenca
causa prejuizos econdmicos nos municipios produtores da regido Agreste (Bezerros,
Camocim de S&o Félix, Caruaru, Garanhuns e Sairé) e da Zona da Mata (Cha Grande). Nesses
municipios, o estudo da diversidade genética de R. solanacearum revelou a predominancia de
isolados do filotipo I, biovar 3 e biotipo 8, embora também tenham sido encontrados o filotipo
I1, biovar 1, biotipos 3 e 6. Esses isolados fazem parte da raca 1, que afeta 0 maior nimero de
espécies incluindo solanaceas e outras familias, estando amplamente disseminada pelas
principais areas de producdo vegetal em todas as regides brasileiras (GARCIA, 2011;
MARQUES et al., 1994).

Ralstonia solanacearum penetra nas plantas hospedeiras por ferimentos nas raizes,
infecta o cdrtex radicular, invadindo os espacos intercelulares em menos de 4 horas; e ap0s 2
a 3 dias, coloniza o parénquima vascular e os vasos xilematicos (LIU et al., 2005; SAILE et
al., 1997). A bactéria rapidamente se multiplica e se espalha pela parte aérea da planta através

do sistema vascular, atingindo uma densidade populacional superior a 10° UFC g™ de haste
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(TANS-KERSTEN; BROWN; ALLEN, 2004). Esse grande numero de células bacterianas
produz exopolissacaridio (EPS) de alta viscosidade, considerado o principal fator de
viruléncia, que obstrui parcial ou totalmente o xilema, reduzindo o transporte de &gua e,
impedindo que alcance a parte aérea da planta. A planta também reage a colonizacdo do
patdégeno formando tiloses, dificultando ainda mais a passagem de &gua, causando a murcha
(GONZALEZ; ALLEN, 2003; HIKICHI et al., 2007). Além disso, observa-se um
desequilibrio hormonal de auxinas e etileno, reduzindo o hormdnio de crescimento e
formando raizes adventicias (BUDDENHAGEN; KELMAN, 1964).

O principal sintoma da doenca em solandceas é a murcha sem amarelecimento da parte
aerea, cuja expressdo varia de acordo com o hospedeiro, com o isolado bacteriano e com as
condigdes ambientais (MOMOL; PRADHANANG; LOPES, 2008). Em pimentdo, 0s
sintomas da doenga iniciam-se com a murcha rapida das plantas, comecando pelas folhas mais
novas, a principio durante as horas mais quentes do dia (Figura 1A), e progredindo para as
mais velhas, resultando na murcha permanente e até na morte da planta, sem alteracdo na
coloracdo das folhas, semelhante ao sintoma de deficiéncia hidrica (Figura 1B). Um corte
longitudinal no caule da planta infectada expde o sistema vascular escurecido (Figura 1C), e 0
teste do copo detecta a exsudagé@o do pus bacteriano, visualizado como um fio leitoso em agua
limpida (Figura 1D) (FILGUEIRA, 2003; LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997).

A disseminacdo a curta distancia ocorre pela movimentacdo de solo, maquinario
agricola e utilizacdo de ferramentas contaminadas nas praticas culturais, introduzindo a
doenca em novas areas. Neste processo, a capacidade de sobrevivéncia da bactéria no solo,
agua e restos de cultura, a presenca de infeccGes latentes, bem como o0s hospedeiros
alternativos e plantas invasoras tém influéncia fundamental (COUTINHO, 2005;
HAYWARD, 1994). A disseminacdo a longa distancia ocorre principalmente pelo transporte
de material vegetal infectado. Existem controvérsias quanto a importancia da transmissdo do
patdgeno a partir de sementes de pimentdo contaminadas. Segundo Moffet, Giles e Wood
(1981) sementes infectadas de pimentdo podem ser um importante meio de disseminagédo
enquanto que Momol et al. (2003) na Flérida, ndo consideram esta transmissdo importante
apesar do seu relato em tomate, berinjela e amendoim (MOFFET; GILES; WOOD, 1981). No
Brasil, ndo existem dados sobre a disseminacdo por sementes, mas, aparentemente, elas ndo
sdo veiculos importantes na disseminacdo de R. solanacearum em pimentdo (TAKATSU;
LOPES, 1997).
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Figura 1. Sintomas e sinais da murcha bacteriana em plantas de pimentdo. A) Murcha em
planta conduzida em casa de vegetacdo; B) Murcha em planta conduzida na Horta
Experimental da Universidade Federal Rural de Pernambuco; C) Corte longitudinal do caule
da planta infectada, mostrando o escurecimento do sistema vascular; D) Teste do copo,

mostrando a exsudacdo do pus bacteriano a partir de fragmento de caule infectado.

A sobrevivéncia de R. solanacearum foi estudada em dez diferentes tipos de solo na
auséncia da planta hospedeira e em tecidos de caule e raiz de pimentdo. No solo a bactéria
sobreviveu por 42 a 77 dias, enquanto que em tecidos de caule e raizes a sobrevivéncia foi de
7 e 17 dias, respectivamente. Os diferentes tipos de solos bem como os tecidos infectados
foram considerados potenciais fontes primarias de inéculo do patdégeno apenas durante um
curto periodo (FELIX et al., 2012).

Caracteristicas do patégeno

Ralstonia solanacearum pertence ao reino Procariotae, divisdo Bactéria, classe
Proteobacteria, subclasse B-Proteobacteria, ordem Burkholderiales, familia Burkholderiaceae
(EUZEBY, 2009). E considerada como uma espécie heterogénea ou um complexo de

espécies, devido a grande variabilidade em relacdo a gama de hospedeiras, distribuicéo
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geografica, viruléncia, transmissibilidade por insetos, propriedades fisiologicas e adaptagdo a
diferentes temperaturas (ELPHINSTONE, 2005; FEGAN; PRIOR, 2005).

Essa espécie € uma bactéria habitante natural do solo, Gram-negativa, ndo formadora
de esporo, em forma de bastonete, reto ou levemente curvo, nunca helicoidal, medindo
aproximadamente 0,5-1,0 x 1,5-3,0 um, ndo produz pigmento fluorescente, mas produz
pigmento marrom em meio de cultura sélido contendo tirosina. Isolados virulentos sdo
essencialmente ndo flagelados e ndo moveis, enquanto os isolados avirulentos sdéo méveis por
meio de 1 a 4 flagelos polares. Tem o metabolismo oxidativo, considerado geralmente como
aerdbio estrito, no entanto cresce limitadamente quando as células ndo estdo em contato direto
com o ar. Produzem poli-B-hidroxi-butirato. Comumente reduz nitrato a nitrito produzindo
gas, realiza fraca hidrolise da gelatina, mas ndo hidrolisa 0 amido, nem utiliza arginina ou
betaina como fonte de carbono. Tem bom crescimento entre 25 a 35°C, variando de acordo
com os isolados; os provenientes de areas tropicais tém uma temperatura 6tima alta (35 °C),
enquanto que, isolados que ocorrem em altitudes mais elevadas nas regides tropicais e
subtropicais e em zonas temperadas tém temperatura 6tima menor, cerca de 27°C; nenhum
crescimento € observado a 4 ou 40°C. Quanto aos requisitos de pH, o crescimento € inibido
em meio &cido e favorecido em condicdes alcalinas. E tolerante a sais, podendo crescer em
NaCl a 1% em meio liquido, mas pouco ou nada em NaCl 2% (EPPO, 2004; KELMAN,
1953; MEHAN et al., 1994).

Ralstonia solanacearum tem alta variabilidade e adaptacdo a uma grande gama de
hospedeiros e condicBes climaticas, sendo classificada atualmente em quatro niveis
taxonémicos: especie, filotipo, sequevar e clone. Entretanto, os sistemas de racas, biovares e
biotipos sdo também utilizados pela comunidade cientifica, pela praticidade dos métodos
(FEGAN; PRIOR, 2005; GILLINGS; FAHY, 1994).

As racas sao determinadas com base na gama de hospedeiros. A raca 1 afeta o maior
namero de espécies, com énfase em solanaceas, como tomate, pimentdo, fumo, batata, mas
afetando grande numero de outras familias botanicas. Esta presente nos cinco continentes,
com excecdo de alguns paises da Unido Europeia (UE). A raca 2 engloba os isolados que
infectam a bananeira triploide (banana comestivel e banana subgrupo Terra ou “platano™) e
helicbnias, ocorrendo principalmente em areas tropicais da América do Sul e também nas
Filipinas. A raca 3 coloniza especificamente batata e ocasionalmente tomate, mas ndo
coloniza outras culturas, ocorrendo nos cinco continentes. E uma praga quarentenaria nos
Estados Unidos e Canadd, e na UE esta relacionada com infeccGes latentes em batatas. A raca

4 infecta o gengibre e espécies relacionadas, ocorrendo na Asia, enquanto que a raga 5 infecta
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a amoreira (Morus alba L.) e se limita a China (ELPHINSTONE; 2005; EPPO/CABI, 2006;
HAYWARD, 1994).

As biovares 1, 2A, 2T (N2), 3, 4, e 5 sdo definidas com base na capacidade do
patdgeno de utilizar e/ou oxidar varios mono e dissacarideos e alcodis, como Unica fonte de
carbono, com formacdo de acidos, além da producdo de nitrito e gas a partir de nitrato
(HAYWARD, 1994; HE; SEQUEIRA; KELMAN, 1983). A biovar 1 predomina em regides
de clima quente, estando presente em todas as regifes do pais. O biovar 2 predomina em
regides de clima temperado, e no Brasil esta presente nas regides de climas amenos do Sul,
Sudeste e Centro-Oeste. A adigcdo dos carboidratos trealose e inositol, revelou a existéncia de
novos fendtipos: isolados que infectam batata, e utilizam inositol, mas ndo a trealose,
encontrados especialmente no Chile e na Colémbia, foram denominados como 2A, enquanto
que isolados que consomem ambos 0s substratos, encontrados em terras mais baixas,
principalmente no Peru e no Brasil foram denominados de 2T (Tropical) ou N2. Ja a biovar 3
estd mais adaptada as regides quentes dos trépicos, no Brasil predomina nas regides Norte e
Nordeste (HAYWARD, 1994; REIFSCHNEIDER; TAKATSU; 1985).

A classificagdo em filotipo € determinada por PCR-multiplex, baseada nas variacfes
de tamanho da sequéncia na regido ITS, gene hrpB e do gene egl, estando fortemente
relacionado a origem geografica do patdgeno. O filotipo | contém as biovares 3, 4 e 5,
originadas da Asia e corresponde a divisdo | de Cook, Barlow e Sequeira (1989). O filotipo II,
equivale a divisdo I, e inclui as biovares 1 e 2 e 2T, originadas das Américas, a raca 3 da
batata e isolados da raca 2 de banana. O filotipo Il compreende os isolados pertencentes as
biovares 1 e 2T, da Africa e ilhas vizinhas. O filotipo IV é o mais heterogéneo, com as
biovares 1, 2 e 2T, oriundos da Indonésia, Australia e Japdo, e duas bactérias relacionadas, a
R. syzygii (Roberts et al.) Vaneechoutte et al., agente causal da “doenga de Sumatra do cravo-
da-india” em Java e Sumatra e “blood disease bacterium” (BDB) que ocorre na Indonésia
(FEGAN; PRIOR, 2005).

Cada filotipo possui um numero de sequevares (sequéncia variante), este definido
como um grupo de isolados com uma sequéncia altamente conservada, analisada pelo
sequenciamento do gene da endoglucanase (egl). Xu et al. (2009), na China, identificaram 51
sequevares. A classificacdo em biotipo considera a utilizacdo de maltose, manitol, malonato,
trealose, inositol e hipurato, separando 11 biotipos que se correlacionam com sequevares. Ja a
utilizacdo de técnicas que mostram diferencas no genoma, tais como Rep-PCR, RAPD, AFLP
e PFGE, permite a separagdo dos grupos de R. solanacearum em linhagens clonais ou clones
(FEGAN; PRIOR, 2005; HORITA; TSUCHIYA, 2001; IVEY et al., 2007).
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Controle da murcha bacteriana do pimentéo

Apds o surgimento de uma fitobacteriose é impossivel curar a planta infectada. As
medidas de controle recomendadas visam a exclusdo e, eventualmente, a erradicacdo do
patdgeno, impedindo a infestacdo do campo de cultivo ou modificando o ambiente para torna-
lo indspito ao patdgeno (GALLI, 1980).

N&o existem medidas adequadas de controle curativo para a murcha bacteriana, uma
vez que o patdgeno: apresenta distribuicdo cosmopolita, localiza-se no xilema da planta
hospedeira ou em grandes profundidades no solo, e é autdctone na maioria das areas
cultivadas, tornando o controle quimico inviavel e antiecondmico (AGRIOS, 2005;
KUROZAWA; PAVAN; KRAUSE-SAKATE, 2005). Ndo existem agroquimicos capazes de
curar uma planta ou mesmo protegé-la contra infeccbes bacterianas, e ainda os antibidticos
testados muitas vezes tém apenas agdo in vitro, ndo se recomendando sua aplicagéo in vivo,
pois ndo sdo absorviveis nem translocaveis na planta, sendo facilmente lavados pelas aguas
das chuvas além de perturbar a harmonia dos ecossistemas (ROMEIRO, 2005).

No Brasil, ndo existem antibidticos registrados para o controle quimico de R.
solanacearum e o brometo de metila utilizado durante varios anos para reduzir populagdes de
R. solanacearum em solos e substratos, foi proibido com base no Protocolo de Montreal, pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (ROSSKOPF et al., 2005). Desta forma,
sdo apenas recomendadas medidas que visam impedir ou retardar o surgimento da doenga,
tais como: plantio em areas novas e distantes dos locais de cultivos anteriores; uso de material
propagativo sadio adquirido em locais idoneos e certificados; cuidados com a agua de
irrigacdo prevenindo a disseminacao do patdgeno; controle de nematoides; cuidados nos tratos
culturais como capina, desbrota; e rotacdo de cultura (LOPES; QUEZADO, 1997,
SILVEIRA; MICHEREFF; MARIANO, 1996).

A resisténcia genética tem sido um dos meios mais efetivos de controle da murcha
bacteriana em diversas culturas, porém com resultados inconsistentes, devido a grande
variabilidade e complexidade da espécie e sua interacdo com fatores ambientais (LOPES;
QUEZADO-SOARES; MELO, 1994). Dezenove acessos nativos de Capsicum chinense Jack
e C. annumm L., e cultivares comerciais de pimentdo foram avaliados e apenas trés acessos
foram identificados como resistentes a murcha bacteriana para ensaios futuros em programas
de melhoramento genético (DEMOSTHENES; BENTES, 2010).
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Controle alternativo de doengas

A agricultura alternativa surgiu do interesse publico pelas questdes ambientais, uma
vez que 0 uso intensivo e indiscriminado de agroquimicos tem causado diversos problemas ao
meio ambiente como a contaminagdo de &guas, solos, animais e alimentos; a intoxicacdo de
agricultores; a eliminacdo de microrganismos responsaveis pela degradacdo de matéria
orgénica ou de organismos utilizados em programas de controle biolégico; e a resisténcia de
fitopatdgenos, pragas e plantas daninhas a certos agroquimicos, entre outros (SCHWAN-
ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2003).

O controle alternativo de doencas de plantas pode ser definido como a integracdo de
medidas ndo poluentes, aplicadas de forma preventiva, que visa a reducdo da intensidade de
doenca e o aumento da producdo, da produtividade e da qualidade dos produtos agricolas,
permitindo o emprego de taticas e métodos culturais, mecanicos, fisicos, legislativos,
biologicos e de resisténcia genética, entre outros, prevenindo e reduzindo a intensidade das
doencas (PAULA JUNIOR et al., 2006).

Dentre as medidas de controle alternativo de doencas de plantas, inclusive de
fitobacterioses, destaca-se a utilizacdo de extratos vegetais e 0leos essenciais, 0s quais agem
na defesa de plantas contra fitopatdgenos. No entanto, essas propriedades sao dependentes de
uma série de fatores inerentes as plantas, como o 0rgdo vegetal utilizado, a idade e o estagio
vegetativo, alem de fatores ambientais, como o pH do solo, a estacdo do ano e os diferentes
tipos de estresse. A sua eficiéncia também depende da espécie envolvida, do tipo de doenca
controlada e dos processos tecnoldgicos utilizados na obtencdo e manipulacdo desses produtos
(SILVA et al., 2006). Oleos essenciais de citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor),
alecrim (Rosmarinus officinalis L.) e erva-cidreira (Lippia alba (Mill.) N. E. Brown)
apresentaram eficacia quando utilizados puros sobre os isolados de R. solanacearum de
tomate e pimentdo testados (MARTINS et al., 2009; 2011). Com isolados da bananeira foram
testados in vitro os Oleos de citronela, eucalipto (Eucalyptus spp. L.), cravo-da-india
(Caryophyllus aromaticus L.) e gengibre (Zingiber officinalis L.) a 1,25; 3,5; 3,75 e 5%, e
extratos de cravo-da-india, gengibre, canela (Cinnamomum zeylanian Blume.) e meldo-de-
sdo-caetano (Mormodica charantia L.) a 5, 10, 15 e 20%. Apenas o extrato de gengibre e
6leos de citronela, cravo e gengibre inibiram o crescimento em todas as concentracGes
testadas, destacando-se o 6leo de cravo como o melhor tratamento (AMORIM et al., 2011).

A biofumigacdo é uma técnica de desinfestacdo do solo atraves da adi¢do de matéria

organica ou 6leos essenciais que liberam substancias toxicas aos fitopatdgenos (BAPTISTA
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et al., 2006). Em casa de vegetacdo foram testados a eficacia dos 6leos essenciais de tomilho
(Thymus vulgaris L.), palmarosa (Cymbopogon martini (Roxb.) Wats.), capim limé&o
(Cymbopogon citratus (DC) Stapf.), orégano grego (Origanum vulgare subsp. hirtum Link.) e
arvore-do-chd (Melaleuca alternifolia (Cheel.) por biofumigacdo a 0,04 e 0,07%, cujas
populacbes bacterianas declinaram a niveis indetectaveis quando tratadas com Oleo de
tomilho, palmarosa e capim limdo, em ambas concentragdes. Mudas de tomateiro foram
transplantadas para esse solo, e ndo apresentaram sintomas de murcha bacteriana
(PRADHANANG et al., 2003).

Em 2002, JI et al. (2005) testaram os Oleos de tomilho e palmarosa a 0,7% em
condigdes de campo para o controle da murcha bacteriana do tomateiro, por biofumigagéo. O
6leo de tomilho foi mais efetivo do que o de palmarosa, com 33,1% e 48,1% de plantas
murchas, respectivamente. No ano seguinte, quando apenas o 6leo de tomilho foi utilizado,
12% de plantas apresentaram sintomas da doenca, enquanto que em solos ndo tratados a
incidéncia foi de 65,5%, indicando o potencial deste 6leo para biofumigacao.

Os 6leos de palmarosa (0,04; 0,07 e 0,14%, v:v) e capim lim&o (0,07; 0,14%) inibiram
totalmente o crescimento in vitro de isolados de R. solanacearum raga 4 obtidos de gengibre,
ao contrario do 6leo de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.) a 0,04; 0,07 e 0,14%. Em casa
de vegetacdo este isolado ndo foi detectado apoOs biofumigacdo do solo com os Oleos de
palmarosa e capim limao (0,07 e 0,14%) e a incidéncia da murcha bacteriana foi
significativamente reduzida (PARET et al., 2010). Seguindo as mesmas etapas, Huang e
Lakshman (2010) verificaram que R. solanacearum foi a mais sensivel dentre sete bactérias
fitopatogénicas ao 6Oleo de cravo (Eugenia aromatica (L.) Baill). Em casa de vegetacdo, a
fumigacao do solo com o 6leo a 0,5% reduziu as populac@es da bactéria a niveis indetectaveis
e nenhuma das plantas de tomate e geranio transplantadas apresentaram sintomas de murcha.

Além da biofumigacdo com 0leos essenciais, outro método de controle alternativo
promissor para R. solanacearum envolve o uso do silicio. O Si apresenta um papel ativo na
potencializacdo e antecipacdo (priming) da expressdo de genes que ativam as enzimas de
defesa, em nivel transcricional em tomateiros inoculados com R. solanacearum, sugerindo
gue promove uma maior estabilidade génica e reduz o estresse bidtico imposto pelo patdgeno
através da inducdo de resisténcia (GHAREEB et al., 2011).

A adicso desse elemento [1,4 mM Si(OH)] (4 ml L™ de solugdo nutritiva) reduziu
significativamente a incidéncia da murcha bacteriana em gendtipo suscetivel (L390) e
moderadamente resistente (King Kong 2) de tomateiro. Este resultado sugeriu o Si como

indutor de resisténcia, uma vez que houve correlaces negativas entre o contetido de Si na raiz
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e 0 numero de bactérias na parte mediana do caule (DANNON; WYDRA, 2004). Nos
genotipos King Kong 2 e Hawaii 7998, a aplicacdo do Si reduziu a area abaixo da curva de
progresso da doenca (AACPD) em 33,8% e 81,2%, respectivamente. As analises imuno-
histoquimicas indicaram que apds o tratamento com Si houve uma inducdo de resisténcia
basal na parede celular envolvendo mudancas na estrutura de polissacarideos pécticos e,
consequentemente, reducdo da colonizacdo pela bactéria nos vasos do xilema (DIOGO;
WYDRA, 2007).

Na Etiopia, a adubacdo com Si e bagaco de cana reduziu significativamente a
populacdo de R. solanacearum, a incidéncia da murcha em tomateiro e a AACPD em plantas
moderadamente resistentes (King Kong 2), mas ndo foi eficiente em plantas moderadamente
suscetiveis (Marglobe). Os autores recomendaram a fertilizacdo com Si como um manejo do
solo para promover a resisténcia em cultivares moderadamente resistentes onde a murcha
bacteriana prevalecia (AYANA et al., 2011).

Tanto os Oleos essenciais vegetais quanto o Si atuam indiretamente no controle de
doencas pela sinalizacdo para a expressao de enzimas removedoras de especies reativas de
oxigénio e/ou envolvidas na patogénese, elevando a sintese de proteinas totais soluveis.
Dentre as citadas enzimas estdo a catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superoxido
dismutase (SOD), peroxidase (POX), polifenoloxidase (PFO), B-1,3-glucanase (GLU) e
quitinase (QUI).

A CAT, APX e SOD, conhecidas como ‘scavengers’, sao responsaveis pelo sistema de
limpeza das células vegetais, detoxificando o excesso de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Essas EROs, como o peréxido de hidrogénio (H,O;), sdo produzidas pelas plantas
durante a reposta de defesa ao ataque de um patdgeno e tém papel importante na protecdo
vegetal. No entanto, simultaneamente a sua producdo, as plantas diminuem a capacidade de
elimina-las, e quanto acumuladas sdo prejudiciais podendo levar a oxidacdo de proteinas,
acidos graxos insaturados e DNA, causando danos celulares e ativando a morte celular
programada (PCD). Portanto, a habilidade do sistema em detoxificar EROs € um processo
crucial que controla a concentracdo dessas espécies reativas e o estado redox das células
(APEL; HIRT, 2004; HALLIWELL, 2006).

A CAT esta presente nos peroxissomas e glioxissomas das plantas e pode dismutar
diretamente o H,0O,, em agua e oxigénio, ou oxidar substratos, tais como metanol, etanol,
formaldeido e acido férmico. Pode exercer uma funcdo de lignificacdo, mas sua exata funcéo
biologica permanece desconhecida (RESENDE; SALGADO; CHAVES, 2003). A APX

também catalisa a redugdo do perdxido para agua, utilizando o ascorbato como doador de
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elétrons (NOCTOR; FOYER, 1998). A superexpressdo da APX em plantas de fumo
transgénicas, pela insercdo do gene da ascorbato peroxidase de pimentdo (CAPOAL),
promoveu resisténcia a Phytophthora nicotianae Breda de Haan e fraca resisténcia a Rs
(SAROWAR et al., 2005). A SOD é encontrada nos cloroplastos e catalisa a converséo de
radicais superéxido (O;) a H,0, (MITTLER, 2002).

A POX é responsavel pelos processos fisioldégicos e bioquimicos como crescimento,
formacdo celular, desenvolvimento de frutos, biossintese de etileno e resposta a Varios
estresses (MATAMOROS et al., 2003), e em plantas de tomateiro, esta envolvida na ultima
etapa de lignificacdo da parede celular (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992). Plantas
tratadas com Supa Silica® e com silicato de calcio apresentaram aumento na atividade dessa
enzima (ANDRADE, 2012).

As PFO sdo enzimas de defesa que catalisam a oxidacdo de orto-difendis formando
orto-quinonas, as quais apresentam atividade antimicrobiana e também estdo envolvidas na
biossintese da lignina (UMESHA, 2006). Tomateiros tratados com Supa Silica® por
pulverizagdo e silicato de célcio incorporado ao solo apresentaram maior atividade de PFO
durante o processo infeccioso com P. syringae pv. tomato (Okabe) Young Dye & Wilkie
(ANDRADE, 2012). Liang et al. (2005) também verificaram aumento na atividade da enzima
PFO em plantas de pepino supridas com Si e inoculadas com Podosphaera xanthii (Castagne)
Braun & Shishkoff, enquanto raizes de plantas de pepino infectadas e colonizadas por
Pythium ultimum Trow, tratadas com Si apresentaram aumento na atividade desta enzima
(CHERIF; ASSELIN; BELANGER, 1994).

A B-1,3-glucanase é uma proteina relacionada a patogénese, que possui atividade
hidrolitica, exercendo o controle de doencas mediante a quebra de polimeros estruturais (p-
1,3-glucanos) presentes nas paredes dos patdogenos e liberando oligossacarideos
biologicamente ativos (elicitores e supressores) capazes de regular o estado de imunizacdo da
planta (LABANCA, 2002). O controle de fitobacterioses utilizando o silicio no promoveu o
aumento da atividade da GLU para a mancha angular do algodoeiro (OLIVEIRA et al., 2012)
e de Pytium aphanidermatum em pepino (CHERIF; ASSELIN; BELANGER, 1994). Ja a QUI
é responsavel por catalisar a hidrolise da quitina (polimero de N-acetilglucosamina),
componente da parede celular fungica e exoesqueleto de artropodes (WEN-CHI et al., 1998).

Muitos sdo 0s guestionamentos sobre a etiologia, ecologia, epidemiologia e controle
desse complexo de espécies, ainda denominado R. solanacearum, sendo necessarios mais
estudos que possam fundamentar, principalmente, estratégias eficazes de controle. Neste

contexto, o controle alternativo é uma ferramenta a ser utilizada dentro do manejo integrado
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da murcha bacteriana do pimentdo. A despeito da importancia desta doenca no Brasil, ndo
foram encontrados artigos publicados sobre a influéncia do silicio ou de 6leos essenciais
vegetais no controle desta doenga. Visando preencher esta lacuna, este trabalho teve como
objetivos testar o efeito de 6leos vegetais e do silicio no controle desta doenca, seus efeitos
diretos sobre o crescimento de Rs e verificar os possiveis mecanismos envolvidos nestes

jprocessos.
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SUMARIO

A murcha bacteriana do pimentdo, causada por Ralstonia solanacearum (Rs) raca 1, é
uma fitobacteriose importante em Pernambuco e outros estados do Brasil. A eficiéncia
de dleos essenciais de bergamota, canela, capim limédo, copaiba, eucalipto citriodora,
eucalipto globulus, funcho, horteld, laranja doce, liméo, salvia esclareia e palmarosa foi
avaliada para o controle da doenca por biofumigacéo. Solo previamente infestado com
Rs CGM-8 foi biofumigado com os doze 6leos (0,14%; v:v) durante quatro dias em casa
de vegetacédo, e com os 0leos de bergamota, laranja doce e palmarosa em campo. Foram
avaliados: periodo de laténcia (PLsp), incidéncia, indice de murcha bacteriana (IMB) e
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD); desenvolvimento da planta;
populacdo de Rs no solo; caracteristicas do solo; e crescimento de Rs in vitro. Os 0leos
de palmarosa, bergamota e laranja doce elevaram o PLsg e reduziram IMB e AACPD em
até 15, 60 e 64,4%, respectivamente, em casa de vegetacdo. Em campo, apenas o Gleo
de palmarosa aumentou o PLsg (38%) e reduziu IMB (36%) e AACPD (38%), elevando

0 nmero de frutos por planta. Solos biofumigados com os éleos de bergamota e laranja
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doce apresentaram maiores niveis de sédio que os tratados com palmarosa e
testemunha, que ndo diferiram entre si; entretanto ndo foram observadas diferencas
significativas em campo. In vitro, o crescimento de Rs foi reduzido pelo 6leo de
palmarosa. Conclui-se que o 0leo essencial de palmarosa tem potencial para 0 manejo
alternativo da murcha bacteriana do pimentéo.

Palavras-chave: Ralstonia solanacearum, Capsicum annuum, controle de doengas,

palmarosa, Cymbopogon martini

INTRODUCAO

O piment&o (Capsicum annuum L.) est4 entre as cinco hortalicas com maior area
cultivada no mundo e tem consumo crescente também no Brasil (Henz et al., 2007). Em
2006, os estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Ceara produziram em conjunto cerca de
112 mil toneladas (IBGE, 2006), enquanto em 2011, apenas S&o Paulo comercializou
29.291 toneladas (Agrianual, 2012). No estado de Pernambuco, 8° lugar no ranking
nacional, a hortalica é predominantemente cultivada por pequenos produtores,
desprovidos de modernos recursos tecnoldgicos, destacando-se 0s municipios de
Camocim de Sao Félix, Bezerros, Gravata, Cha Grande, Brejo da Madre de Deus, Sé&o
Joaquim do Monte, Sairé, Ibimirim e Jodo Alfredo (Ceasa/PE, 2012; IBGE, 2006).

A murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et
al. (Rs) ja foi descrita em mais de 450 espécies, distribuidas em cerca de 54 familias
boténicas, destacando-se as solandceas e musaceas. Severas perdas tém sido relatadas
nas regides tropicais e subtropicais, em areas de clima umido com baixa a média
altitudes (Hayward, 1991; Wicker et al., 2007). Em Pernambuco, Rs raca 1 tem

ocasionado elevados prejuizos nos municipios produtores de pimentdo, havendo
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predomindncia de isolados pertencentes ao filotipo I, biovar 3, biotipo 8, embora
também tenham sido encontrados o filotipo I, biovar 1, biotipos 3 e 6 (Garcia, 2011).

N&o existem medidas adequadas de controle curativo para a murcha bacteriana,
uma vez que o patdgeno apresenta distribuicdo cosmopolita, localiza-se no xilema da
planta hospedeira ou em grandes profundidades no solo, e é autéctone na maioria das
areas cultivadas, tornando o controle quimico invidvel e antieconémico (Kurozawa et
al., 2005). No Brasil, ndo existem antibidticos registrados para o controle quimico da
murcha bacteriana e o brometo de metila utilizado durante varios anos para reduzir
populacdes de Rs no solo e substratos, foi proibido com base no Protocolo de Montreal,
pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (Rosskopf et al., 2005), ndo
sendo mais comercializado. Além disso, o interesse publico pelas questdes ambientais
fez surgir uma agricultura alternativa, onde se destaca, dentre outras medidas, o controle
de doencas de plantas pela utilizacdo de extratos e 0leos vegetais (Schwan-Estrada et
al., 2003). Estes produtos podem ser aplicados por biofumigacdo, técnica de
desinfestacdo do solo através da adicdo de matéria organica ou 6leos essenciais que
liberam substancias tdxicas aos fitopatogenos (Baptista et al., 2006).

A biofumigacdo do solo com o6leos essenciais pode reduzir a incidéncia da
murcha bacteriana em até 100%. Em casa de vegetacdo, tomateiros transplantados para
solos biofumigados com Gleos essenciais de tomilho, palmarosa, capim limédo, orégano
grego e arvore-do-cha ndo apresentaram sintomas da doenca (Pradhanang et al., 2003);
do mesmo modo que plantas de tomate e geranio em solos tratados com 6leo de cravo
(Huang e Lakshman, 2010). No entanto, a incidéncia da murcha bacteriana em gengibre
foi apenas reduzida pelo tratamento do solo com Oleos de palmarosa e capim liméo
(Paret et al., 2010). Ja em condicbes de campo, apenas os 6leos de tomilho e palmarosa

foram efetivos no controle da murcha bacteriana do tomateiro (Ji et al., 2005). Em geral,
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as populagdes de Rs declinam a niveis indetectaveis em solos biofumigados com esses
6leos (Huang e Lakshman, 2010; Paret et al., 2010; Pradhanang et al., 2003).
Considerando que, na literatura consultada ndo existem relatos de utilizagdo de
6leos essenciais vegetais no manejo de fitobacterioses do pimentdo, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo desses 6leos por biofumigacéo de solo

no manejo da murcha bacteriana, e seus efeitos diretos sobre o crescimento de Rs.

MATERIAL E METODOS

Oleos essenciais. Oleos de bergamota (Citrus aurantium var. bergamia L.), canela
(Cinnamomum zeylanicum Blume), capim limao (Cymbopogon citratus Stapf), copaiba
(Copaifera officinalis (Jacg.) L.), eucalipto citriodora (Eucaliptus citriodora Hook),
eucalipto globulus (Eucaliptus globulus Labill.), funcho ou erva cidreira (Foeniculum
vulgare dulce Mill.), hortela (Mentha piperita L.), laranja doce (Citrus sinensis L.),
limdo (C. limon (L). Burm f.), sélvia esclareia (Salvia sclarea L.) e palmarosa
(Cymbopogon martini (Roxb.) J.F. Watson), 100% puros e naturais, da marca
Bioesséncia (Florananda Industria e Comércio de Cosméticos e Produtos Naturais Ltda.,
Brasil), foram emulsionados em Tween 20 (propor¢cdo 1:1) para aumentar a

solubilidade.

Infestacdo do solo. O isolado Rs CGM-8 (filotipo I, raca 1, biovar 3, biotipo 8) foi
obtido de colecédo de cultura do Laboratorio de Fitobacteriologia (Universidade Federal
Rural de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil). A bactéria foi cultivada em meio
TZC modificado (tetracloreto de trifenil tetraz6lio) (Kelman, 1954), por 48 h a 30 £

2°C, sendo transferida para meio agar nutritivo-dextrose-extrato de levedura (NYDA)
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(10 g dextrose, 3 g extrato de carne, 5 g extrato de levedura, 3 g peptona e 18 g &gar 1),
suspensa em &gua destilada esterilizada (ADE) e a suspenséo ajustada para 5x10° UFC
ml™* com fotocolorimetro (Analyser 500 M, Brasil). Para a infestagéo inicial do solo, 60
ml de suspensdo de Rs CGM-8 foram adicionados a sacos plasticos de 2 kg, contendo
solo natural. O solo foi mantido em casa de vegetacéo, onde a temperatura variou de 25

a 40°C, com média de 33,5°C.

Biofumigac@o do solo com 6leos essenciais em casa de vegetacdo. Os doze 0leos
essenciais foram testados utilizando a metodologia de Paret et al. (2010).

Sete dias apds a infestacdo do solo, 2,1 ml dos doze 6leos foram emulsionados
em 80 ml de agua e distribuidos uniformemente em cada 2 kg de solo infestado, o que
resultou em uma concentracéo final de 0,14% (v:v). O solo foi incubado durante quatro
dias em sacos plasticos transparentes e vedados. Apos este periodo, os sacos foram
abertos durante trés dias para liberacdo dos compostos volateis. Além da testemunha
relativa (contendo Rs, mas sem Oleo essencial), as seguintes testemunhas foram
estabelecidas: i) testemunha-tween: contendo Rs, Tween 20 e cobertura com plastico,
mas sem Oleo essencial, para testar o efeito do tween; e ii) testemunha-cobertura
plastica: contendo Rs e cobertura com plastico, mas sem 0leo essencial e sem Tween 20,

para testar o efeito da solarizacdo.

Quantificacdo dos componentes de resisténcia da murcha bacteriana do pimentédo
em casa de vegetacdo. Plantas de pimentdo da cv. Impacto (comercializada pela
Seminis, EUA) com 21 dias foram transplantadas para vasos plasticos contendo 500 ml
dos solos previamente infestados e biofumigados com os doze 6leos, sendo irrigadas

conforme necessario. As plantas foram avaliadas diariamente, durante 15 dias quanto a
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presenca de sintomas e severidade da doenca (SEV) com auxilio de escala de notas

descritiva de 0 a 4 (Nielsen e Haynes, 1960), onde: 0 = auséncia de sintomas, 1

plantas com 1/3 das folhas murchas, 2 = plantas com 2/3 das folhas murchas, 3
plantas totalmente murchas e 4 = plantas mortas. Com os dados obtidos foram
determinados os seguintes componentes de resisténcia da doenca: a) periodo de laténcia
(PLsp), nimero de dias requeridos para o aparecimento de murcha em 50% das plantas
inoculadas (Silveira et al., 1999); b) incidéncia (INC) da murcha bacteriana,
determinada pela porcentagem de plantas infectadas em relacdo ao total de plantas
inoculadas; c) indice de murcha bacteriana (IMB) aos 15 dias (Empig et al., 1962); e d)
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (Shaner e Finney, 1977). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeticbes. Cada

repeticdo foi constituida por quatro vasos com uma planta cada.

Quantificacdo dos componentes de resisténcia da murcha bacteriana do pimentédo
em campo. Os Gleos de bergamota, laranja doce e palmarosa (0,14%) foram testados
em campo. A biofumigacdo foi conduzida em canteiros da Horta Experimental da
UFRPE, utilizando a metodologia descrita anteriormente. Sacos plasticos contendo 2 kg
de solo natural infestado com 60 ml de suspensdo de Rs CGM-8 e biofumigados foram
dispostos em canteiros de modo que apenas 2 cm ficassem acima da superficie do solo.
Mudas de pimentdo com 21 dias de cultivo foram entdo transplantadas e regadas por
aspersdo. A testemunha constou de plantas cultivadas em solo infestado, mas nao
biofumigado. A avaliacdo foi realizada diariamente durante 45 dias quanto ao PLsg,
SEV, IMB e AACPD. Ao final do experimento, as plantas sobreviventes foram levadas
ao laboratdrio e avaliou-se: biomassa fresca e seca (apds 72 h em estufa a 65°C) das

raizes e parte aérea, e producéo de pimentdo (nimero e peso de frutos).
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As populagbes de Rs CGM-8 foram analisadas, ao final dos experimentos,
coletando-se em cada tratamento amostras de solo da rizosfera com 10 g, as quais foram
adicionadas a 90 ml de ADE contida em Erlenmeyers. Em condi¢Bes assépticas,
diluicdes seriadas até 10° foram realizadas e 0,1 ml plaqueados em meio SMSA
modificado (Meio Seletivo Africa do Sul) (Elphinstone et al., 1996), com trés
repeticdes. As placas foram incubadas por 72 h a 30°C, determinando-se a populagéo
bacteriana em log UFC g™ de solo. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com cinco repeticdes. Cada repeticdo foi constituida de quatro plantas por

canteiro.

Efeito dos 6leos essenciais nas caracteristicas quimicas do solo. O solo utilizado em
todos os experimentos foi analisado inicialmente determinando-se: pH, P disponivel
(mg dm®), Na*, K*, Ca™+Mg*? Ca®*, AI" trocaveis e acidez potencial (H+Al) (cmol,
dm™) (Embrapa, 1999). Ao final de cada experimento, em casa de vegetac&o ou campo,
novas analises quimicas foram realizadas. O pH do solo foi ainda analisado: (a) antes da
biofumigacdo com os doze 6leos essenciais a 0,14%; (b) 1 hora apos; (c) 4 dias e (d) 7

dias ap0s estes tratamentos.

Sensibilidade in vitro de Ralstonia solanacearum aos 0leos essenciais. Os 6leos de
bergamota, laranja doce e palmarosa a 0,14% foram adicionados ao meio NYDA e
vertidos em placas. Aliquotas de 0,1 ml de uma suspensdo de Rs CGM-8 (5x10° UFC
ml™) foram plagueadas e a testemunha constou de meio NYDA sem adic&o de 6leo. As
placas foram incubadas por 72 h a 30°C, determinando-se a populacdo bacteriana em
log UFC g™ de solo. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés

repeticdes. Cada repeticdo foi constituida por uma placa de Petri.
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Analise estatistica. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelos testes de Tukey, LSD ou ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (P<0,05). Todos os experimentos foram realizados duas vezes em épocas
distintas. Desde que os dados de cada par de experimentos ndo apresentavam diferencas
significativas, eles foram analisados conjuntamente. As analises estatisticas foram
realizadas com auxilio do programa Statistix for Windows® (versdo 9.0, Analytical

Software Tallahassee).

RESULTADOS

Quantificacdo dos componentes de resisténcia da murcha bacteriana do pimentédo
em casa de vegetacdo. O 6leo de palmarosa elevou significativamente (P<0,05) o PLs
(6,6), enquanto que os 6leos de palmarosa, bergamota e laranja doce reduziram o IMB
(18,5; 22,9; 26,4) e a AACPD (3,1; 3,5; 4,7) em relacdo a testemunha (PL50=5,6;
IMB=46,0 e AACPD=8,7) (Tabela 1). Com base na testemunha-tween e testemunha-
cobertura plastica, incluidas neste experimento, foi possivel afirmar que o Tween néao

agiu sobre Rs CGM-8 e a cobertura plastica ndo teve efeito de solarizacéo.

Quantificacdo dos componentes de resisténcia da murcha bacteriana do pimentdo
em campo. Apenas o0 0leo de palmarosa manteve a eficacia no controle da doenca
elevando significativamente (P<0,05) o PLs (15,7) e reduzindo o IMB (32,3) e AACPD
(1,6) em relacdo a testemunha (11,4; 49,9 e 2,6), respectivamente (Tabela 2).

Em campo, a biofumigacdo do solo com os éleos de palmarosa, laranja doce e

bergamota a 0,14%, ndo influenciou significativamente (P<0,05) o crescimento das
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plantas de pimentdo quanto & biomassa fresca e seca da raiz e parte aérea (g/planta) e
produtividade média (g de fruto/planta), mas o Oleo de palmarosa elevou
significativamente o numero de frutos produzidos por planta (10,2) em relacdo a
testemunha (6,0).

A populagdo de Rs CGM-8 no solo da rizosfera, ao final dos experimentos, ndo
variou significativamente (P<0,05) entre os solos tratados com os éleos a 0,14% de
palmarosa (4,64 log UFC g solo™), laranja doce (4,68 log UFC g solo™) e bergamota

(4,75 log UFC g solo™), e a testemunha (4,89 log UFC g solo™).

Efeito dos 6leos essenciais nas caracteristicas quimicas do solo. A analise inicial do
solo evidenciou pH = 6,8; P = 25 mg dm™; Na* = 1,13 cmol. dm™; K* = 3,12 cmol.
dm?; Ca"+Mg* ? = 6,60 cmol. dm™; Ca™ = 2,30 cmol. dm?; AI"™®* = 0,0 cmol, dm? e
H+Al = 2,93 cmol.dm™,

O pH dos solos biofumigados com os doze 6leos essenciais e testemunha nao
diferiu significativamente (P<0,05) em cada periodo de amostragem na casa de
vegetacdo. No entanto, ao longo do tempo, independente do tratamento, o pH dos solos
antes e até 1 h apos a biofumigacdo, diferiu significativamente do pH dos solos aos
quatro e sete dias ap0s a biofumigacéo, variando inicialmente de 7,51 a 7,81 e, apds sete
dias de 6,68 a 7,24 (Fig. 1).

Os niveis de P, K, Ca"+Mg* Ca*, AI"® e H+Al ndo diferiram
significativamente (P<0,05) entre os solos tratados com os 6leos de bergamota, laranja
doce e palmarosa, e a testemunha, ao final dos experimentos em casa de vegetacdo. No
entanto, os solos tratados com 6leos de bergamota (0,98 cmol.dm™) e laranja doce (0,63

cmol, dm™), apresentaram maiores niveis de Na* em relacéo a testemunha (0,08 cmol.
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dm™) e aos solos tratados com palmarosa (0,05 cmol. dm™), os quais ndo diferiram entre
Si.

Em campo, também ndo houve diferenga significativa (P<0,05) para 0s niveis de
P, K*, Ca"™+Mg* e Ca*, inclusive de Na*, quanto aos diferentes tratamentos do solo

com os 0Oleos essenciais de bergamota, laranja doce e palmarosa a 0,14% e testemunha.

Sensibilidade in vitro de Ralstonia solanacearum aos 6leos essenciais. O crescimento
de Rs CGM-8 foi significativamente reduzido pelo 6leo essencial de palmarosa (Fig. 2),

com populacdes de 4,91 log UFC ml™ em relacdo a testemunha (7,34 log UFC ml™).

DISCUSSAO

De modo geral, apenas o 6leo de palmarosa aplicado por biofumigacao do solo,
em casa de vegetacdo e campo foi eficiente no controle da murcha bacteriana do
pimentdo. O controle desta doenca € muito dificil, devido a diversidade infraespecifica e
ampla gama de hospedeiros de Rs, além da sobrevivéncia deste patdgeno no solo por
longos periodos e grandes profundidades (Cerkauskas, 2004).

A aplicacdo do 6leo essencial de palmarosa por biofumigacao reduziu o IMB (60
e 36%) e AACPD (64,4 e 38%), respectivamente em casa de vegetacdo e campo. A
biofumigacdo tem sido a forma mais comum de aplicacdo de 6leos essenciais no
controle da murcha bacteriana em diversos patossistemas tais como, tomate (Huang e
Lakshman, 2010; Ji et al., 2005; Pradhanang et al., 2003), geranio (Huang e Lakshman,
2010) e gengibre (Paret et al., 2010), sendo uma alternativa para 0 manejo de doencas
causadas por patdgenos habitantes do solo, em substituicdo ao brometo de metila, ja

abolido pelo Protocolo de Montreal (Rosskopf et al., 2005). Em tomateiro cultivado em
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casa de vegetacdo, dentre diversos Oleos testados para o controle da murcha bacteriana
por biofumigacdo, os de palmarosa e tomilho apresentaram 100% de controle, num
primeiro experimento, embora apenas o de palmarosa tenha mantido a incidéncia da
murcha (20%) significativamente mais baixa, num segundo experimento (Pradhanang et
al., 2003). Em campo, o 6leo de tomilho foi mais eficiente que o de palmarosa, e as
incidéncias da murcha em tomateiro foram de 33,1% e 48,1%, respectivamente (Ji et al.,
2005).

O crescimento e produtividade das plantas de pimentdo ap6s a biofumigacao do
solo com os 6leos de palmarosa, laranja doce e bergamota, ndo foram influenciados. No
entanto, houve aumento na quantidade de frutos produzidos por planta em solo tratado
com 6leo de palmarosa, denotando que a planta além de ter a incidéncia e a severidade
da doenca reduzidas, conseguiu finalizar seu ciclo e produzir tanto quanto a planta
sadia. Note-se, porém, que a média do peso dos frutos para a cv. Impacto (30,5 g),
inclusive na testemunha, foi menor do que o padréo de peso de fruto do pimentéo verde
comercial que é de 250 a 300 g (Seminis, 2012). Isto pode ser explicado pela ocorréncia
de temperaturas superiores a 35° durante o cultivo, as quais segundo Henz et al. (2007),
prejudicam o pegamento e desenvolvimento dos frutos. De forma similar, plantas de
gengibre também ndo foram afetadas quanto ao crescimento e produtividade, quando
plantadas em solos tratados com Gleos essenciais de capim limdo, eucalipto globulus e
palmarosa, visando o controle da murcha bacteriana (Paret et al., 2010).

Ao final dos experimentos em campo, Rs CGM-8 foi detectada na rizosfera de
plantas em solos tratados com os 6leos essenciais de palmarosa, bergamota e laranja
doce. No entanto, Pradhanang et al. (2003) relataram o declinio de populacdes de Rs
raca 1 a niveis indetectaveis em solos tratados com 6leo de tomilho, palmarosa e capim

limdo em vasos com tomateiros. Adicionalmente, populacbes de Rs raca 4 ndo foram



275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

291

292

293

294

295

296

297

298

299

52

detectadas por imunotiras ou plagueamento em meio SMSA em solos biofumigados
com os 6leos de palmarosa e capim limdo, apos a retirada de plantas de gengibre (Paret
et al., 2010). No presente trabalho, a quimiotaxia exercida por diversos aminoacidos,
acidos organicos e, especificamente, pelos exsudatos das raizes de plantas hospedeiras,
pode explicar a sobrevivéncia de Rs na rizosfera e solo circundante (Alvarez et al.,
2010).

O pH dos solos tratados com os doze Gleos essenciais e testemunha ndo diferiu
significativamente em cada periodo de amostragem (Fig. 1). Isto € importante, pois
reacdes do solo dependentes do pH néo serdo influenciadas pela biofumigacao. Sabe-se
que Rs pode ser cultivada em pHs de 5,6 a 8,4 (Kelman, 1953), faixa mais ampla do que
a encontrada neste experimento, sendo que os pHs 3, 10 e 11 suprimem 0 seu
crescimento (Michel e Mew, 1998). Em solos conducivos, Rs sobreviveu melhor na
faixa de pH entre 5,2 e 6,1, a qual influenciou diferentes reacdes bioldgicas inclusive a
sobrevivéncia de outros microrganismos no solo (Félix et al., 2012). A elevacédo
demasiada do pH pode reduzir a sobrevivéncia desta bactéria, como ocorre em solos
modificados com uréia e 6xido de célcio (Michel e Mew, 1998). No presente trabalho, a
mudanca de pH do solo de 7,66 para 6,96 ndo foi suficiente para favorecer as
populacdes de Rs. Neste caso, a reducdo da severidade da murcha bacteriana pode ser
explicada por outros efeitos.

Né&o foram observadas alteracdes nos niveis dos nutrientes analisados no solo ao
final dos experimentos, exceto elevagdo do Na* em casa de vegetagdo para os dleos de
bergamota e laranja doce, 0 que correspondeu a reducdo de severidade da murcha
(Tabela 1). Rs suporta niveis de NaCl em meio de cultura liquido de até 2% (Alvarez et
al., 2010) e sua sobrevivéncia em areia diminui a medida que aumentam o0s niveis de

NaCl (0,03 a 0,20M), em efeito dose-dependente (Cheng e Chu, 2009). Nas zonas
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costeiras da Holanda, a agua do mar utilizada para irrigacdo € prejudicial a
sobrevivéncia de Rs biovar 2 (Van Elsas et al., 2000). Além disso, Rs pode entrar em
estadio vidvel mas ndo cultivavel (VMNC) em resposta a solugdo salina, entre outros
fatores (Grey e Steck, 2001).

In vitro o 6leo de palmarosa foi 0 mais eficiente na redugdo do crescimento de
Rs CGM-8 (Fig. 2). O crescimento de Rs racas 1 e 4 foi inibido com diversos 6leos
essenciais entre os quais palmarosa, capim limdo (Paret et al., 2010), citronela, alecrim,
erva-cidreira (Amorim et al., 2011; Martins et al.; 2009; 2011), cravo e gengibre
(Amorim et al., 2011). A acdo direta desses 6leos sobre o patdgeno indica que possuem
substancias volateis com ac¢do antimicrobiana em sua composicao, atuando no processo
de biofumigacdo. O Oleo de palmarosa possui como principal constituinte o
monoterpendide geraniol (73-80%), um composto com atividade antimicrobiana
(Jirovetz et al., 2006). Este composto, tambeém presente em outras espécies botanicas, ja
inibiu o crescimento de Rs (Lee et al., 2012); Erwinia amylovora (Scortichini e Rossi,
2008); Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Costa et al., 2008; Dorman e
Deans, 2000; Rasoul et al., 2012) e Rhizobium radiobacter (Agrobacterium
tumefaciens) (Rasoul et al., 2012). Os monoterpenos apresentam carater lipofilico,
agindo contra a membrana celular dos microrganismos, causando ruptura e alteracdo no
transporte de moléculas, inibicdo da atividade enzimatica e coagulacdo do contetdo
citoplasmatico (Sikkema et al., 1995).

A biofumigacdo do solo é uma alternativa para 0 manejo de fitobacterioses, em
substituicdo ao brometo de metila. Considerando que o Oleo essencial de palmarosa
reduziu a severidade da murcha bacteriana do pimentdo em casa de vegetacdo e em
campo; ndo foi prejudicial ao crescimento da planta e até elevou o niamero de frutos por

planta; ndo afetou o pH do solo durante o processo de biofumigacdo nem alterou as
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caracteristicas do solo biofumigado; e teve agdo direta reduzindo o crescimento da Rs,
conclui-se que: a biofumigagdo com o dleo de palmarosa é uma potencial alternativa

para o controle da murcha bacteriana do piment&o.
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Tabela 1. Redugdo da murcha bacteriana do pimentdo pela biofumigagéo do solo com
6leos essenciais, avaliada pelo periodo de laténcia (PLso), indice de murcha bacteriana

(IMB) e érea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), em casa de vegetacao.

Tratamento® PLso’ IMB® AACPD*
Palmarosa 6,6°a* 18,5d 3,1d
Copaiba 6,4 ab 32,4 abcd 5,9 abcd
Eucalipto citriodora 6,1 ab 28,6 abcd 4,7 bed
Bergamota 6,0 ab 22,9 cd 3,5cd
Capim limao 5,9 ab 34,8 abcd 6,0 abcd
Laranja doce 5,9 ab 26,4 bcd 4,7 bed
Canela 5,9 ab 37,1 abc 6,7 abc
Eucalipto globulus 5,9 ab 37,5 abc 6,6 abc
Sélvia esclareia 5,7 ab 38,9 abc 7,0ab
Funcho 56b 37,9 abc 6,9 ab
Limé&o 56b 455 a 7,8 ab
Horteld 55b 43,1 ab 7,3ab
Testemunha 56b 46,0 a 8,7 a
CV (%) 8,8 30,6 32,0

! Na biofumigacéo, os 6leos essenciais foram emulsificados em Tween 20 (1:1, v:v) e
misturados com agua (0,14%). A emulsdo foi adicionada e misturada ao solo infestado
por Ralstonia solanacearum CGM-8. O solo foi incubado durante quatro dias em sacos
plasticos transparentes e vedados. Plantas de pimentdo com 21 dias foram
transplantadas para vasos com solo infestado, sete dias apds o tratamento;

2 PLso = Periodo de laténcia, nimero de dias requeridos para o aparecimento de murcha
em 50% das plantas;

% IMB = indice de murcha bacteriana, calculado segundo Empig et al. (1962);

* AACPD = Area abaixo da curva de progresso da doenca, calculada segundo Shaner e
Finney (1977);

> Média de 8 repetices. VValores séo médias de dois experimentos.

* Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna ndo diferem significativamente

entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Tabela 2. Redugdo da murcha bacteriana do pimentéo pela biofumigacdo do solo com
6leos essenciais, avaliada pelo periodo de laténcia (PLso), indice de murcha bacteriana

(IMB) e érea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), em campo.

Tratamento’  PLsy’ IMB® AACPD’
Palmarosa 15,7°a* 32,3b 1,6 b
Bergamota 13,6 ab 36,4 ab 1,8ab
Laranja doce 13,0b 38,5ab 19ab
Testemunha 11,4 b 49,9 a 2,6a
CV (%) 19,1 41,2 43,9

! Na biofumigagéo, os 6leos essenciais foram emulsificados em Tween 20 (1:1, v:v) e
misturados com &gua (0,14%). A emulséo foi adicionada e misturada ao solo infestado
por Ralstonia solanacearum CGM-8. O solo foi incubado durante quatro dias em sacos
pléasticos transparentes e vedados. Plantas de pimentdo com 21 dias foram
transplantadas para vasos com solo infestado, sete dias apds o tratamento;

2 PLso = Periodo de laténcia, nimero de dias requeridos para o aparecimento de murcha
em 50% das plantas;

® IMB = indice de murcha bacteriana, calculado segundo Empig et al. (1962);

* AACPD = Area abaixo da curva de progresso da doenca, calculada segundo Shaner e
Finney (1977);

> Média de 8 repeticdes. Valores sdo médias de dois experimentos.

* Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem significativamente

entre si pelo teste de LSD (P>0,05).
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=+=Testemunha == Salvia
8 == Funcho ===Taranja doce
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0 == Capim limio ——=Hortela
e Copaiba ==¢=TFucalipto globulus
=—Bergamota Eucalipto citriodora

=== Palmaroga

74

pH em agua (1:2,5)

6.8

6,6
Antes da aplicacdo l1h 4 dias 7 diag
Periodo de avalicado

Fig. 1. Efeito da biofumigacdo com éleos essenciais vegetais no pH do solo, avaliado

antes da aplicacdo dos 6leos, 1 hora apds e 4 e 7 dias ap0s a aplicacéo.
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ab ab

Crescimento de Ralstonia solanacearum
log (UFC mL-1)
N

Oleos essenciais
Fig. 2. Efeito de 0Oleos essenciais vegetais no crescimento de Ralstonia solanacearum
CGM-8 em meio de cultura, apés 72 h de incubagdo, avaliado pela contagem de
coldnias em placas. Dados transformados em log (UFC ml™). Médias seguidas da
mesma letra mindscula ndo diferem significativamente entre si pelo teste ndo

paramétrico de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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SUMARIO

A murcha bacteriana do pimentdo causada por Ralstonia solanacearum (Rs) raca 1 é
limitante no Norte e Nordeste do Brasil. Estudou-se o efeito do silicio (Si) sobre a
doenca em pimentéo cv. Enterprise cultivado em substrato contendo 0,00; 0,25; 0,50;
1,50 e 3,00 g de SiO, kg™ de substrato e transplantado para solo infestado com Rs
CGM-8, avaliando-se: periodo de laténcia (PLsg), incidéncia, indice de murcha
bacteriana (IMB), area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD); biomassa;
acimulo de Ca*’, Mg e Si; proteinas totais e atividade enzimatica; caracteristicas
quimicas do substrato e crescimento bacteriano in vitro. A dose 3,00 de Si aumentou o
PLso (34%) e reduziu IMB (63%) e AACPD (47,4%), aumentando ainda Ca*? na parte
area e reduzindo Mg*? na parte aérea e raizes. A suplementacio com diferentes doses de
Si proporcionou incrementos maximos na biomassa fresca da parte area (121,8%),
biomassa fresca da raiz (83,6%) e biomassa seca da parte aérea (84,9%); elevou
proteinas totais, catalase, ascorbato peroxidase e quitinase; proporcionou acimulo de Si

na parte aérea e substrato; aumentou pH, Na® e K*; e diminuiu P no substrato. Os
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provaveis mecanismos de acdo do Si foram acgdo direta sobre a coloniza¢do do
pat6geno, acio indireta no desenvolvimento da planta, aumento na absorcdo de Ca™ e
sinalizagdo para producéo de enzimas de defesa da planta. A produgdo de mudas de
pimentdo em substrato contendo silicato de calcio é uma pratica que poderd ser
adicionada ao manejo da doenga.

Palavras-chave: Ralstonia solanacearum, silicato de calcio, substrato, controle.

INTRODUCAO

No Brasil, a murcha bacteriana do pimentdo (Capsicum annuum L.) causada por
Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. (Rs) é de importéncia limitada na
regido Centro-Sul, mas tem grande incidéncia e severidade na regido Amazonica e em
areas de baixa altitude na regido Nordeste (Takatsu e Lopes, 1997). Em Pernambuco, a
doenca causa prejuizos econdémicos nos municipios produtores das regides Agreste e
Zona da Mata, onde se constatou a predominancia do filotipo I, biovar 3, biotipo 8,
embora também tenham sido encontrados o filotipo I, biovar 1, biotipos 3 e 6 (Garcia,
2011).

O manejo da murcha bacteriana do pimentdo é muito dificil, ndo existindo
medidas adequadas de controle curativo, devido a diversidade infraespecifica da
bactéria, ampla gama de hospedeiros, e sobrevivéncia no solo por longos periodos a
grandes profundidades, tornando o controle quimico invidvel e antieconémico
(Cerkauskas, 2004).

Uma medida alternativa para o controle de doencas de plantas é o aumento da
resisténcia mediante a nutricdo mineral. O silicio (Si), embora ndo seja considerado

essencial para o crescimento, promove o fortalecimento das plantas, por sua deposicéo,
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acumulacéo e expansao na parede celular (Epstein, 1999). A indug&o de resisténcia com
envolvimento dos silicatos tem sido evidenciada pelo espessamento da parede celular,
aumento da lignificacdo, ativacdo de mecanismos especificos como a producdo de
fitoalexinas (Fawe et al., 2001), sintese de enzimas removedoras de espécies reativas de
oxigénio e proteinas relacionadas a patogénese (Chérif et al., 1994; Datnoff et al.,
2001). Desta forma, o Si tem se destacado por reduzir a severidade de importantes
doencas de plantas, com resultados promissores no controle de fitobacterioses como a
mancha aquosa do meloeiro (Ferreira, 2009), mancha bacteriana do maracujazeiro
(Brancaglione et al., 2009), estria bacteriana do trigo (Silva et al., 2010), mancha
angular do algodoeiro (Oliveira et al., 2012) e murcha bacteriana do tomateiro (Ayana
et al., 2011; Dannon e Wydra, 2004; Diogo e Wydra, 2007).

A reducdo da incidéncia da murcha bacteriana do tomateiro tanto em genotipos
suscetiveis como em moderadamente resistentes foi obtida pela adicdo do Si em solucdo
nutritiva, sendo a inducdo de resisténcia sugerida como mecanismo de acdo, uma vez
que o aumento do contetdo de Si na raiz correlacionou-se negativamente com a
populacdo de Rs na parte aérea (Dannon e Wydra, 2004). Analises imuno-histoquimicas
evidenciaram que, ap0s o tratamento de tomateiros com Si, houve uma inducdo de
resisténcia basal na parede celular envolvendo mudancas na estrutura de polissacarideos
pécticos e, consequentemente, reducdo da colonizacéo pela bactéria nos vasos do xilema
(Diogo e Wydra, 2007). Na Etiopia, a adubagdo com Si e bagaco de cana reduziram
significativamente a populacdo de Rs, a incidéncia da murcha em tomateiro e a area
abaixo da curva de progresso da doenca na cv. King Kong 2, moderadamente resistente,
mas ndo foram eficientes na cv. Marglobe, moderadamente suscetivel (Ayana et al.,

2011).
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A despeito da importancia da murcha bacteriana do piment&o para o Norte e
Nordeste do Brasil, nenhuma pesquisa sobre a influéncia do Si neste patossistema tem
sido conduzida. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
concentragdes de Si no controle desta doenga, verificando os possiveis mecanismos

envolvidos.

MATERIAL E METODOS

Incorporacdo de silicio ao substrato. Foi utilizado o substrato Mec Plant (Wolff
Klabin, Brasil), com as seguintes caracteristicas: pH = 5,34; P disponivel = 608 mg
dm?™. Na" = 1,06 cmol, dm™®; K* = 2,49 cmol. dm™; Ca** = 12,30 cmol, dm™; Mg*? =
16,7 cmol, dm™; AI** = 0,70 cmol. dm™; Si disponivel = 13,4 mg dm™. O silicato de
calcio (CaSiOs) utilizado continha 16% de 6xido de carbono (CaO) e 64% de 6xido de
silicio (SiOy) (Ipiranga Chemical Co., Brasil). O silicato de célcio foi incorporado ao
substrato nas doses de 0,00; 0,25; 0,50; 1,50 e 3,00 g de SiO, kg™ de substrato e os
teores de Ca de todas as concentragdes foram nivelados com carbonato de célcio
(CaCOs3 — 40% Ca, Sigma-Aldrich, USA) de modo que a Unica fonte de variacdo fossem
as doses de SiO,. O substrato foi incubado em sacos plasticos por 25 dias, mantido na

capacidade de campo e apds o tratamento, distribuido em bandejas de poliestireno.

Cultivo das plantas. Sementes de pimentdo hibrido cv. Enterprise (comercializada pela
Seminis, EUA), suscetivel a Rs raca 1, foram semeadas em bandejas de poliestireno,
contendo o substrato com as diferentes concentracdes de Si. As plantas foram mantidas

na capacidade de campo até o transplantio.
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Infestacé@o do solo e transplantio. O isolado de Rs CGM-8 (filotipo I, raca 1, biovar 3,
biotipo 8), foi obtido de colecdo de cultura do Laboratério de Fitobacteriologia
(Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil). Colbnias
virulentas em meio TZC modificado (tetracloreto de trifenil tetrazélio) (Kelman, 1954)
foram transferidas para meio agar nutritivo-dextrose-extrato de levedura (NYDA) (10 g
dextrose, 3 g extrato de carne, 5 g extrato de levedura, 3 g peptona e 18 g agar I™) e
cultivadas por 48 h a 30 + 2°C. A suspensdo em &gua destilada esterilizada (ADE) foi
ajustada para 5x10® UFC ml™ com fotocolorimetro (Analyser 500 M, Brasil). O solo foi
infestado com esta suspensdo (30 ml kg™ de solo) e ap6s sete dias, distribuido em vasos
plasticos de 500 ml. Plantulas com 21 dias, cultivadas em substrato com diferentes
doses de Si, foram transplantadas para estes vasos e irrigadas por subirrigacdo. A
temperatura da casa de vegetacdo variou de 25 a 40°C, com média de 33,5°C. O
delineamento experimental para cada cultivar foi inteiramente casualizado com quatro

repeticdes. Cada repeticdo foi constituida por cinco vasos com uma planta cada.

Quantificacdo dos componentes de resisténcia da murcha bacteriana do pimentéo.
As plantas foram avaliadas diariamente, durante 15 dias quanto a presenca de sintomas
e severidade da doenca com auxilio de escala de notas descritiva de 0 a 4 (Nielsen e
Haynes, 1960), onde: 0 = auséncia de sintomas, 1 = plantas com 1/3 das folhas murchas,
2 = plantas com 2/3 das folhas murchas, 3 = plantas totalmente murchas e 4 = plantas
mortas. Com os dados obtidos foram determinados os seguintes componentes de
resisténcia da doenga: a) periodo de laténcia (PLsg), niUmero de dias requeridos para o
aparecimento de murcha em 50% das plantas inoculadas (Silveira et al., 1999); b)
incidéncia (INC) da murcha bacteriana, determinada pela porcentagem de plantas

infectadas em relacdo ao total de plantas inoculadas; c) indice de murcha bacteriana



125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

70

(IMB) aos 15 dias (Empig et al., 1962) e d) area abaixo da curva de progresso da

doenca (AACPD) (Shaner e Finney, 1977).

Efeito do silicio no desenvolvimento do pimentdo. Aos 36 dias ap6s o plantio, as
plantas foram colhidas, separadas em parte aérea e raizes e pesadas em balanca analitica
para obtencdo da biomassa fresca da parte aérea (BFPA) e raiz (BFR). Apds lavagem
em agua destilada e secagem em estufa a 65°C por 72 h, as amostras foram pesadas

novamente para determinacdo da biomassa seca da parte aérea (BSPA) e raiz (BSR).

Analise do tecido vegetal para calcio, magnesio e silicio. Parte aérea e raizes de
plantas de pimentdo secas em estufa a 65°C por 72 h foram moidas em micro moinho
tipo Willey (TF-648, Tecnal, Brasil). Apés a digest&o nitro-perclérica, os teores de Ca*
e Mg*? foram determinados nos extratos por espectrofotometria de absorcio atdmica

(Embrapa, 1999) e o Si acumulado foi extraido (Korndorfer et al., 2004).

Atividade enzimatica. Para avaliar a atividade enzimatica em plantas de pimentdo, o
experimento foi realizado em casa de vegetacdo. Sementes de pimentdo da cv.
Enterprise foram plantadas em substrato contendo 2,95 de SiO, g kg™ (Si+), obtida por
equacdo de regressdao baseada nos dados coletados para severidade da doenca. O
experimento foi conduzido da mesma forma que o de quantificacdo dos componentes de
resisténcia da murcha bacteriana do pimentdo. As plantas foram cultivadas na presenca
ou auséncia de Si e apds 21 dias transplantadas para solo infestado com Rs CGM-8. As
folhas foram coletadas aos 0 (1 h apds o transplantio), 3 e 6 dias apds o transplantio

(dat), imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C. O
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experimento teve delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Cada
repeticdo foi constituida por cinco vasos com uma planta cada.

Para determinar a quantidade de proteinas totais sollveis e atividade enzimatica,
0,2 g da biomassa de folhas de pimentdo foram maceradas em nitrogénio liquido. Foram
acrescentados 4 ml do tampéo fosfato de potassio (50 mM), pH 7,0, contendo KH,PO, e
1 mM de EDTA. O concentrado foi colocado em tubos, os quais foram centrifugados
(10.000 g a 4°C, 10 min), sendo os extratos enzimaticos armazenados em tubos
eppendorf. A concentracdo de proteinas soliveis (mg g™ matéria fresca — MF) em cada
amostra foi determinada pelo método colorimétrico (Bradford, 1976). A atividade da
catalase (CAT, EC 1.11.1.6) foi determinada pela metodologia descrita por Havir e
Mchale (1987). Para a determinacdo da atividade da ascorbato peroxidase (APX, EC
1.11.1.11) foi utilizada a metodologia de Nakano e Asada (1981) modificada por
Koshiba (1993). A atividade da Superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) foi
determinada segundo Giannopolitis e Ries (1977) pela reducdo do azul de p-nitro
tetrazolio pelo extrato enzimatico. As atividades da peroxidase (POX, EC 1.11.1) e
polifenoloxidase (PFO, EC 1.10.3.1) foram determinadas pela oxidacao do pirogalol, de
acordo com Kar e Mishra (1976). A atividade de B-1,3-glucanases (GLU, EC 3.2.1.39)
foi determinada de acordo com Lever (1972) modificada por Miller (1956) utilizando-se
a degradacdo do substrato laminarina. Finalmente, a quitinase (QUI, EC 3.2.1.14) foi
determinada como descrito por Harman et al. (1993). Todas as atividades enzimaticas

foram medidas em U min™ mg™.

Efeito do silicio sobre as caracteristicas quimicas do substrato. Aos 25 dias apds a
incorporacdo das diferentes doses de Si ao substrato foram determinados o pH, P

disponivel (mg dm?®), K*, Ca**+Mg*? Ca™, Na™, AI" troc4veis e acidez potencial
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(H+AI) (cmol, dm™®) (Embrapa, 1999). O Si do substrato foi extraido pelo método do

acido acético (CH3COOQOH) (Korndorfer et al., 2004).

Inibicdo in vitro de Ralstonia solanacearum. Aliquotas de 2 ml da suspensdo de Rs
CGM-8 contendo 10° UFC ml™* foram adicionadas a 98 ml de meio NYDA e
distribuidos em placas de Petri. Ap6s a solidificacdo, discos de papel de filtro
embebidos nas solucbes de Si (0,00; 0,25; 0,50; 1,50 ou 3,00 g de CaSiO,) foram
depositados em quatro pontos equidistantes de cada placa de Petri, incubando-se a 30°C
por 48 h. O didmetro do halo de inibicdo foi medido em duas dire¢des perpendiculares e
o0 valor medio analisado. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com
trés repeticdes. Cada repeticdo foi constituida por uma placa com quatro discos de papel

de filtro.

Analises estatisticas. Para os componentes de resisténcia da murcha bacteriana e
promogdo de crescimento do pimentdo, foram realizadas analises de regresséo,
desdobrando-se todos os graus de liberdade dos tratamentos em efeitos de regresséo.
Para cada variavel estudada, uma equacdo de regressao foi ajustada considerando-se 0s
efeitos quadraticos e/ou cubicos significativos na analise de variancia (P<0,05). Os
experimentos foram conduzidos duas vezes e como foi detectada reprodutibilidade dos
resultados entre os experimentos, sem diferencas significativas, realizou-se anélise
conjunta dos dados. Para as atividades enzimaticas, ANOVAs foram realizadas para
cada tempo de avaliacdo (P<0,05); como sO0 havia dois tratamentos, os resultados
obtidos com o teste F foram usados para expressar as diferencas entre as médias dos
tratamentos. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Statistix

for Windows® (verséo 9.0, Analytical Software Tallahassee).
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RESULTADOS

Quantificacdo dos componentes de resisténcia da murcha bacteriana do pimentéo.
A INC da doenca ndo foi significativamente reduzida, variando de 87 a 100%. Os
primeiros sintomas foram observados como murcha das folhas inferiores trés dias apos
o transplantio. As analises de regressdo (Fig. 1) mostraram efeito significativo (P<0,05)
das diferentes doses de Si testadas para PLso IMB e AACPD. Na dose 3,00 g de SiO,
kg™, o PLso apresentou aumentos maximos de 34,0% e reducéo de 63,0 e 47,4% no IMB
e AAACP, respectivamente. Baseado nas equacOes de regressdo das variaveis, foi
determinada a doses de 2,95 de SiO; kg™ de substrato como a mais eficiente para o

manejo da murcha bacteriana do piment&o.

Efeito do silicio no desenvolvimento do pimentdo. Foram observadas diferencas
significativas (P<0,05) entre doses de Si para as variaveis BFPA, BFR e BSPA, com
incrementos de até 121,8%, 83,6% e 84,9%, respectivamente. Ndo houve acréscimo

significativo para BSR (Fig. 2).

Anélise do tecido vegetal para célcio, magnésio e silicio. A dose 3,00 de SiO, kg™ de
substrato aumentou o contetido de Ca*? na parte aérea em 34,8% e diminuiu o contetido
de Mg*? na parte aérea e raizes, 39,2 e 27,7%, respectivamente. O Si na parte aérea foi
significativamente maior (P<0,05) na dose 1,50 de Si com aumento de 17,9%, enquanto
que nas raizes ndo foi evidenciado o acimulo, embora na dose de 0,50 de Si houvesse

aumento de 16,4% (Fig. 3).
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Atividade enzimética. Na parte aérea de plantas tratadas com Si (Si+) observou-se
aumento de proteinas totais em relacdo a testemunha ndo tratada (Si-), o qual foi
significativo aos 3 dat. Com relacdo as enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, a
atividade da CAT e APX foi significativamente aumentada em plantas Si+ nas trés
avaliacOes, ocorrendo o inverso na expressao da SOD. Quanto as enzimas associadas a
defesa vegetal em plantas Si+, a POX teve aumento significativo aos 3 dat, enquanto
que a PFO néo diferiu entre os tratamentos. A atividade da GLU foi significativamente

maior aos 3 e 6 dat, enquanto que a QUI foi maior nos trés tempos de avaliagéo (Fig. 4).

Efeito do silicio sobre as caracteristicas quimicas do substrato. As caracteristicas
quimicas do substrato (Si, P, Na*, K* e Ca™?+Mg*?) cultivado com plantas de pimentéo
foram modificadas significativamente (P<0,05) pela adicdo de doses crescentes de Si.
Com a aplicacéo da dose 1,50 g SiO, kg™, o teor de Si no substrato foi elevado de 13,4
para 14,2 mg kg™, diferindo significativamente (P<0,05) da testemunha, enquanto que o
contetdo de P diminuiu. A medida que as doses de Si aumentaram, o pH, Na* e K"
também aumentaram. Os teores de Ca"+Mg*™ ndo diferiram significativamente da

testemunha em todas as doses estudadas (Fig. 5).

Efeito do silicio sobre Ralstonia solanacearum in vitro. As diferentes doses de CaSiO,

nao influenciaram o crescimento in vitro de Rs.

DISCUSSAO

A aplicacdo de Si ao solo aumentou 0 PLso € diminuiu o IMB e a AACPD. A

melhor dose de Si, calculada pela regresséo, foi 2,95 g de SiO, kg™ de substrato para a
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cv. Enterprise, indicando o potencial do uso do Si no manejo da murcha bacteriana do
pimentéo, pela produgéo de mudas silicatadas (Fig. 1). A quantidade de Si a ser aplicada
no solo precisa ser definida ou calculada com bastante critério, pois quanto mais Si for
absorvido pela planta, maiores séo as chances de resultados promissores no controle de
doencas (Kornddrfer et al., 2004).

A INC da murcha bacteriana ndo foi influenciada pelo tratamento com Si, ao
contrério do que ocorreu com a severidade, representada pelo IMB e reduzida em até
63,0%. Reducdo similar (57,8%) de severidade da murcha foi obtida em tomateiro
‘King Kong 2’, moderadamente resistente, tratado com silicato de fosforo por Ayana et
al. (2011). E importante salientar que este nivel de controle ndo ocorreu em genotipo
moderadamente suscetivel (L390), que mais se assemelha a cultivar estudada neste
trabalho. Da mesma forma, a reducdo de AACPD obtida foi maior que a dos tomateiros
L390 (26,8%) e King Kong 2 (56,1%) tratados com acido monossilicico em hidroponia
(Dannon e Wydra, 2004); e Hawaii 7998 resistente (100%) e ‘King Kong 2’ (38%)
cultivados em substrato diariamente suplementado com acido monossilicico em solugéo
nutritiva (Diogo e Wydra, 2007).

O Si também promoveu um incremento significativo na biomassa fresca e seca
da parte aérea e raizes de plantas de pimentdo (Fig. 2). Sabe-se que planta bem nutrida €
mais resistente a doencas. A influéncia do Si pode ser observada no aumento do efeito
dos fatores de resisténcia em genétipos moderadamente resistentes, no aumento do
periodo de incubacdo em genotipos moderadamente suscetiveis e, no aumento de
biomassa fresca e seca em genotipos resistentes, nos quais 0s sintomas nao Ssao
observados (Dannon e Wydra, 2004). Plantas de tomateiros ‘King Kong 2’ e ‘Hawalii
7998 apresentaram valores de BSPA significativamente maiores quando tratadas com

Si, e plantas do gendtipo suscetivel L390 apresentaram aumento na biomassa seca de
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243% em relacdo as plantas inoculadas ndo tratadas (Diogo e Wydra, 2007). Neste
trabalho, o percentual de aumento da BSPA para a cv. Enterprise (84,9%) foi menor que
o0s encontrados em tomateiro (Diogo e Wydra, 2007). Isto pode ser explicado, pois essas
plantas foram cultivadas no substrato contendo Si apenas pelo tempo suficiente para o
preparo da muda, enquanto que, no outro trabalho, a aplicagdo foi em hidroponia.

A importancia do Si na disponibilizacdo do Ca*? para 0 pimento é importante,
ndo s6 do ponto de vista da nutricdo da planta, mas principalmente pela correlacdo que
se pode fazer com a reducdo da severidade da murcha bacteriana. Isto fica comprovado,
pois nos niveis de 3,0 g SiO, kg™ de substrato foi observado o maior teor de Ca*? na
parte aérea e houve maior reducdo da doenca. Deficiéncia de célcio em tomateiros
aumentou a susceptibilidade das cvs. Santa Cruz (susceptivel) e Yoshimatsu (resistente)
a murcha bacteriana (Cavalcante et al., 1995). Este nutriente estimula a sintese de
proteinas e reduz a atividade de poligalacturonases produzidas pelo patdgeno,
dificultando a decomposicdo de substancias pécticas do tecido do hospedeiro
(Chaboussou, 1995).

Na parte aérea, a dose 1,50 g SiO, kg™ de substrato proporcionou maior
conteido de Si em base seca (0,46 mg dm™ de Si) (Fig. 3E). O Si depositado na parte
aérea modifica a distribuicdo de manganés reduzindo sua toxidez; aumenta a resisténcia
aos estresses abidticos como o salino, hidrico ou por excesso de nitrogénio; reduz a
transpiracdo; e melhora a arquitetura das folhas tornando-as mais eretas. Esse elemento
ainda promove o fortalecimento do caule, prevenindo o tombamento (Ma et al., 2001).

Quanto a concentracdo de Si nos tecidos, as plantas podem ser classificadas em
acumuladoras de Si, aquelas que possuem teor foliar acima de 1% ou mg dm™, ou ndo
acumuladoras, plantas com teor foliar de Si menor que 0,5%. Porém, o conteldo total

de Si nas plantas varia de 0,1 a 10% em base seca, concentrando-se em tecidos de caule
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e folhas, e em pequenas quantidades nos grdos (Ma et al., 2001). Ndo h& relatos de
plantas de pimentdo como acumuladoras de Si, no entanto plantas de tomateiro,
pertencente a mesma familia boténica, sdo consideradas ndo acumuladoras, com
concentragdes de 0,03 a 0,05% em folhas jovens (Korndérfer et al., 2004). Pelo presente
trabalho infere-se que o pimentdo é uma planta ndo acumuladora de Si.

Nas raizes, a dose 0,50 g SiO, kg™ promoveu um aumento de 1,28 mg dm™ de Si
(Fig. 3F). De modo geral, o conteddo medio de Si nas raizes € menor que o do caule e
folhas, embora na soja ocorra o inverso (Oliveira e Castro, 2002). O Si absorvido nas
raizes é transportado para parte aérea, onde se deposita intra ou extracelularmente nos
tecidos como silica amorfa hidratada (SiO,nH;0) (Currie e Perry, 2007). Existe a
hipotese da formacéo de barreira fisica, fundamentada na forma do Si acumular-se nas
plantas, sendo transportado por um movimento ascendente via apoplasto desde as raizes
até as folhas. O Si pode se polimerizar nos espacos extracelulares, acumulando-se nas
paredes das células epidérmicas das folhas e dos vasos do xilema (Fawe et al., 2001).

Plantas de pimentdo Si+ apresentaram aumento de proteinas totais, aos 3 dat
(Fig. 4A). Esse aumento pode ser explicado pelo acimulo de proteinas ligadas a reacao
de hipersensibilidade ou relacionadas a patogénese, expressas pelos mecanismos de
defesa ativados ndo apenas no sitio de inducdo, como também em outros locais distantes
dele, de forma mais ou menos generalizada (Resende et al., 2000). Mesmo nao tendo
sido detectado acumulo consideravel de Si na parte aérea de plantas de pimentdo, sabe-
se que em plantas ndo acumuladoras e incapazes de transportar Si através das raizes,
esse elemento pode desempenhar um papel indireto, induzindo enzimas degradadoras de
parede celular de patdégenos e também enzimas removedoras de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (Datnoff et al., 2001). O Si pode possuir um papel ativo na

potencializacdo e antecipacdo (priming) da expressdo de genes que codificam enzimas
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em plantas de tomateiro inoculadas com Rs, demonstrando o papel deste elemento na
defesa da planta em nivel transcricional (Ghareeb et al., 2011).

A atividade das enzimas CAT e APX foi significativamente aumentada em
plantas de pimentdo Si+ (Fig. 4B e C). A CAT estd presente nos peroxissomas e
glioxissomas das plantas e pode dismutar diretamente o H,0,, em agua e oxigénio, ou
oxidar substratos, tais como metanol, etanol, formaldeido e &cido férmico. Pode exercer
uma funcdo de lignificagdo, mas sua exata funcdo biol6gica permanece desconhecida
(Resende et al., 2003). A superexpressao da APX em plantas de fumo transgénicas, pela
insercdo do gene da ascorbato peroxidase de pimentdo (CAPOA1L), promoveu
resisténcia a Phytophthora nicotianae e fraca resisténcia a Rs (Sarowar et al., 2005).
Essa enzima é responsavel pela retirada de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
principalmente H,0,, utilizando o ascorbato como um doador de elétrons (Noctor e
Foyer, 1998). Estes radicais podem oxidar todos os componentes celulares, causando
dano celular (Asada e Takahashi, 1987). Essa enzima também é relatada como uma
importante defesa da célula vegetal, protegendo-a dos patdgenos através da resisténcia
sistémica adquirida (Kvaratskhelia et al., 1997). A atividade da SOD (Fig. 4D) foi
menor em plantas Si+ o que sugere que a CAT atuou mais efetivamente na remoc¢éo do
H,0,. A SOD, por sua vez, é encontrada nos cloroplastos e catalisam a conversdo de
radicais superoxido (O;) a H,O, (Mittler, 2002).

Em plantas Si+ foi observado aumento na atividade da enzima POX (Fig. 4E).
Resultados semelhantes foram obtidos em plantas de tomateiro pulverizadas com Supa
Silica® e com silicato de calcio (Andrade, 2012). Essa enzima é responsavel pelos
processos fisioldgicos e biogquimicos como crescimento, formacao celular, desenvolvimento

de frutos, biossintese de etileno e resposta a varios estresses (Matamoros et al., 2003), e
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em plantas de tomateiro, esta envolvida na Gltima etapa de lignificacdo da parede celular
(Nicholson e Hammerschmidt, 1992).

Houve aumento na atividade de GLU e QUI em plantas Si+ (Fig. 4G e H). A B-
1,3-glucanase € uma proteina relacionada a patogénese, que possui atividade hidrolitica,
exercendo o controle de doengas mediante a quebra de polimeros estruturais (p-1,3-
glucanos) presentes nas paredes dos patogenos e liberando oligossacarideos
biologicamente ativos (elicitores e supressores) capazes de regular o estado de
imunizagdo da planta (Labanca, 2002). Resultados semelhantes foram encontrados no
uso do Si para controle da mancha angular do algodoeiro (Oliveira et al., 2012) e de
Pytium aphanidermatum em pepino (Chérif et al., 1994). Ja a QUI catalisa a hidrolise
da quitina (polimero de N-acetilglucosamina), componente da parede celular fungica e
exoesqueleto de artropodes (Wen-Chi et al., 1998).

O teor de Si no substrato foi elevado em 46,4% apds a aplicacdo da dose 1,50 g
SiO; kg™ e cultivo com pimentdo. Isto pode ser explicado pela absorgdo do Si pelas
plantas. Solos com valores inferiores a 18 mg kg™ sdo os que mais frequentemente
respondem a aplicacdo de silicatos (Kornddrfer e Lepsch, 2001). Como ndo foi
constatado efeito fitotdxico do Si, 0 seu uso deve levar em consideracdo o efeito
corretivo e o custo/beneficio (De Datta, 1981). A adicdo de Si ao substrato de preparo
das mudas de pimentdo revelou-se uma medida cultural muito préatica, que podera ser
facilmente integrada ao manejo da cultura, desde que adaptacGes sejam realizadas em
relacdo ao tipo de substrato e cultivar utilizada naquele sistema de plantio.

A medida que as doses de Si foram elevadas, aumentaram também os niveis de
pH e os teores de Na* e o K* no substrato. O pH do solo pode ser corrigido pela
utilizacdo de silicatos, que atuam de forma semelhante ao carbonato de célcio e

magnésio, reduzindo os teores de H+Al e neutralizando o Al*® trocavel (Epstein, 1999).
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J& o contetdo de P foi reduzido em diferentes concentragdes de Si no substrato (Fig.
5C). Teores de P também diminuiram em solos tratados com Si para a producgdo de
braquiaria (Souza et al., 2005).

O silicato de célcio ndo inibiu o crescimento de Rs CGM-8 em meio de cultura,
em nenhuma das concentragdes testadas, o que indica auséncia de efeito bactericida ou
bacteriostatico desse elemento sobre este patdgeno. Resultados semelhantes foram
obtidos com as mesmas doses e fonte de Si para X. citri subsp. malvacearum (Oliveira
et al., 2012) e Acidovorax citrulli (Ferreira, 2009). No entanto, argila silicatada e Supa
Silica® foram capazes de inibir o crescimento de X. axonopodis pv. passiflorae
(Brancaglione et al., 2009) e P. syringae pv. tomato (Andrade, 2012) in vitro.

No presente trabalho, o patégeno néo foi inibido in vitro pelo silicato de célcio,
mas a aplicagdo desta fonte de Si no substrato reduziu a severidade da murcha
bacteriana. Portanto, os provaveis mecanismos de acdo do Si foram: acdo direta,
depositando-se em tecidos e impedindo a colonizacdo do patdgeno, e acdo indireta no
desenvolvimento da planta, aumentando a biomassa; a absorcdo de Ca*?; e sinalizando
para producdo de enzimas removedoras de espécies reativas de oxigénio e proteinas
envolvidas na patogénese. Com base nos resultados obtidos, a producdo de mudas em
substrato contendo silicato de célcio na dose de 2,95 g SiO, kg™ de substrato é uma
pratica cultural que podera ser adicionada com sucesso ao manejo da murcha bacteriana

do pimentao.
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Fig. 1. Periodo de Laténcia (PLsg) (A), indice de Murcha Bacteriana (IMB) (B) e Area

Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) (C) em plantas de pimentdo cv.

Enterprise cultivadas em substrato ao qual silicato de calcio foi incorporado em

diferentes doses de SiO, (g kg™), e transplantadas para solo infestado com Ralstonia

solanacearum CGM-8.



543

544

545

546

o547

>

5,0 -

Biomassa Fresca
da Parte Aerea (g)

25 A

2,0

55 1

45 4

4,0 q

3,51

3,01

y =2,4412 + 2,9645x — 0,7989x2
R*=97,86

0,60 -

Biomassa Seca
da Parte Aérea (g)

0,35 -

0,30

0,55 -

0,50 -

0,45 -

0,40 -

0,000,250,50 1,50 3,00

Dose de SiO> (g kg_l)

y =0,3438 + 0,3123 — 0,0924x2
R?= 96,00

0,000,250,50 1,50 3,00

Dose de SiO2 (g kg™1)

) 0

Biomassa Fresca da Raiz (g

O

Biomassa Seca da Raiz (g)

Lol o - R\ Y L . 4
® ® o N » o ® o
L L L L L L ,

g
~
L

=
N

88

y =1,6297 + 1,0909x — 0,2493x?
. R*=92,43

0,32

0,30 -

0,28 q

0,26 -

0,24 q

0,22

0,000,250,50 1,50 3,00

Dose de SiO2 (g kg™1)

y =0,1542 + 0,1351x + 0,0394x?
R’=50,24

0,000,250,50 1,50 3,00

Dose de SiO, (g kg™)
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solanacearum CGM-8.
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transplantadas para solo infestado com Ralstonia solanacearum CGM-8.
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Fig. 5. Concentracdo de silicio (Si) (A), pH (B),

0,000,250,50 1,50 3,00

Dose de SiO, (g kg™)

fosforo (P) (C), sodio (Na") (D),

potéssio (K*) (E), célcio e magnésio (Ca**+Mg*?) (F) no substrato de cultivo das plantas

de pimentdo cv. Enterprise, em funcdo de doses crescentes de SiO, aplicadas, aos 21

dias apds tratamento.
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e A biofumigacdo do solo com os 6leos essenciais de palmarosa, bergamota e laranja
doce reduziu a severidade da murcha bacteriana do pimentdo em casa de vegetagdo, no
entanto apenas o 6leo de palmarosa foi eficiente em campo;

e A aplicacdo dos 6leos essenciais por biofumigacdo em condi¢des de campo ndo afetou
0 crescimento e a produtividade média das plantas de pimentdo nem a populacao de Ralstonia
solanacearum no solo, mas o nimero de frutos por planta foi elevado pelo éleo de palmarosa;

e O crescimento in vitro de R. solanacearum foi inibido pelo 6leo de palmarosa;

e O silicato de calcio proporcionou reducdo da severidade da doenca, aumento na
biomassa das plantas, aumento da atividade enzimatica e acimulo de silicio (Si) nas plantas;

e A suplementagdo com o silicato de clcio elevou o Ca*? na parte aérea das plantas de
pimentdo, o que esteve correlacionado com a reducéo da severidade da murcha bacteriana;

e O silicato de célcio ndo influenciou o crescimento de R. solanacearum in vitro;

e Os provaveis mecanismos de acdo do Si foram: acdo direta pela deposi¢do nos tecidos
impedindo a colonizacdo do patdgeno e acdo indireta pelo aumento de biomassa da planta,
aumento da absorcdo de Ca*?; e sinalizacdo para producdo de enzimas de defesa contra o
patogeno;

e A producdo de mudas em substrato contendo silicato de célcio é uma prética cultural
que deve ser recomendada na cadeia produtiva do pimentéo;

e O oleo essencial de palmarosa e o silicato de calcio tém potencial como estratégia

alternativa para o manejo da murcha bacteriana do pimentéo.



