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RESUMO GERAL

Este estudo avaliou o uso do silicio (Si) na micropropagagdo de bananeira ‘Magd’ e
‘Pacovan Ken’ visando a redu¢do da severidade da murcha-de-fusario, causada pelo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense e do moko da bananeira causado por Ralstonia
solanacearum raga 2. As mudas de bananeira foram produzidas in vitro com adicéo de
silicato de calcio e silicato de potéssio (0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 g L™) ao meio de cultivo
MS nas fases de multiplicacdo e enraizamento. Apos o cultivo in vitro, as plantas foram
transferidas para tubetes contendo substrato acrescido das mesmas fontes de Si, e
mantidas em casa de vegetacdo por 45 dias, quando foram inoculadas com os
patdgenos. Com relacdo a murcha-de-fusario, nas cultivares Maca e Pacovan Ken, a
elevacdo das doses de Si aumentou o periodo de incubacédo (PI) e reduziu o indice de
doenca (IDO) e a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD). Em ‘Magd’ o
silicato de calcio foi significativamente mais eficiente que o silicato de potassio, o que
ndo ocorreu na ‘Pacovan Ken’. A concentracdo de Si na parte aérea e raizes das
cultivares, em ambas as fontes, antes e ap6s a aclimatizacao foi maior na dose de 1,0 g
L™ em relagdo a testemunha sem Si. Antes da aclimatizacdo, o silicato de calcio
proporcionou maior concentracdo de Si na parte aérea que o silicato de potassio. O
contrério aconteceu com a concentragdo de Si nas raizes. Apos aclimatizagdo, ndo
houve diferenca entre o silicato de calcio e o silicato de potassio, para as duas
cultivares. Em geral, para ambas as cultivares e fontes de Si foram observadas
correlagdes positivas da concentracdo de Si com Pl e correlagdes negativas com IDO e
AACPD. Antes e ap6s a aclimatizacdo das plantas, as espessuras da epiderme radicular,
cortex, endoderme e cilindro central das bananeiras ‘Maga’ ¢ ‘Pacovan Ken’ foram
influenciadas pelas fontes de Si. O silicato de calcio foi mais eficiente no aumento da
espessura da epiderme radicular, cortex e cilindro central, enquanto o silicato de
potéssio foi mais eficiente no aumento da espessura da endoderme. Em geral, foram
observadas correlagfes positivas das varidveis anatdmicas das raizes com Pl e
correlagbes negativas com IDO e AACPD, exceto para silicato de potassio em
bananeira ‘Maca’. Na pesquisa desenvolvida com o moko da bananeira, a elevacao das
doses de Si nas cultivares Macé e Pacovan Ken causou aumento no Pl e reducdes do
IDO e AACPD. Na dosagem de 1,0 g L™, a AACPD foi reduzida em até 27,3%. Em

bananeira ‘Macd’ o silicato de calcio foi mais eficiente que o silicato de potassio
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(P<0,05), enquanto na ‘Pacovan Ken’ ndo houve diferenga. Nas duas cultivares, plantas
tratadas com Si apresentaram, de maneira geral, concentracdes de clorofilas a, b e total
maiores que as plantas Si- até os seis dias ap0os inoculacdo, o que pode ter influenciado
o PI da doenca. Em geral, tanto as enzimas relacionadas ao estresse oxidativo (CAT,
SOD e APX), quanto as de defesa da planta (POX, PFO, GLU e QUI), tiveram suas
atividades aumentadas nos tratamentos com silicio, especialmente naqueles com silicato
de célcio, indicando uma possivel participacdo na reducdo da severidade da doenga. O
fornecimento de Si na micropropagacdo de bananeiras ‘Macd’ e ‘Pacovan Ken’
promoveu reducdo da murcha-de-fusario e moko da bananeira, podendo ser utilizado

como uma nova tecnologia no manejo dessas doencas.

Palavras-chave: Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Mal do Panama, Musa spp.,

Ralstonia solanacearum, murcha bacteriana e resisténcia.



Xii

GENERAL ABSTRACT

This study evaluated the use of silicon (Si) in micropropagation of banana 'Silk' and
'Pacovan Ken' aiming to reduce the severity of fusarium wilt caused by Fusarium
oxysporum f. sp. cubense and moko disease caused by Ralstonia solanacearum race 2.
The banana plantlets were produced in vitro by adding calcium silicate and potassium
silicate (0, 0.25, 0.5, 0.75 and 1 g L™) to MS medium in the phases of multiplication and
rooting. After in vitro culture, the plants were transferred to plastic tubes containing
substrate plus the same sources of Si, and maintained in a greenhouse for 45 days, when
they were inoculated with the pathogens. With respect to fusarium wilt in cultivars Silk
and Pacovan Ken, the elevation of Si increased the incubation period (IP) and reduced
the disease index (DI) and area under the disease progress curve (AUDPC). In cultivar
Silk but not in Pacovan Ken calcium silicate was significantly more effective than
potassium silicate. In shoots and roots of both cultivars in both sources, before and after
acclimatization Si concentration was greater at a dose of 1.0 g L™ compared to the
control without Si. Before acclimatization, calcium silicate provided higher Si
concentration in the shoots than potassium silicate. The opposite happened with the Si
concentration in the roots. After acclimatization, there was no difference between the
calcium silicate and potassium silicate, for both cultivars. In general, for both cultivars
and sources of Si there were positive correlations with the concentration of Si and IP,
and negative correlations with DI and AUDPC. Before and after acclimatization, the
anatomical variable of roots: thickness of the root epidermis, cortex, endodermis and
central cylinder of banana 'Silk' and 'Ken Pacovan' were influenced by Si sources.
Calcium silicate was more efficient in increasing the thickness of the root epidermis,
cortex and central cylinder, while potassium silicate was more efficient in thickening of
the endodermis. In general, there were positive correlations among anatomical variable
of roots with PI and negative correlations with DI and AUDPC, except for potassium
silicate in cultivar Silk. The research conducted with moko disease showed that increase
of Si in Silk and Pacovan Ken cultivars caused increase in IP and decreases the DI and
AUDPC. At the dosage of 1.0 g L AUCPD was reduced by 27.3%. In cultivar Silk,
calcium silicate was more effective than potassium silicate (P<0.05), while in ‘Pacovan
Ken’ there was no difference. In both cultivars, plants treated with Si showed, in

general, concentrations of chlorophylls a, b and total higher than plants Si- up to six
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days after inoculation, which may have influenced the disease IP. In general, both the
enzymes related to oxidative stress (CAT, SOD and APX), as the plant defense (POX,
PPO, CHI and GLU), had increased its activities in plants treated with Si, especially
those with calcium silicate, indicating a possible role in reducing the severity of the
disease. The supply of Si in micropropagation of banana 'Silk' and 'Pacovan Ken'
promoted reduction of Fusarium wilt and moko disease, and therefore can be used as a
new technology in the management of these diseases.

Palavras-chave: Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Panama disease, Musa spp.,

Ralstonia solanacearum, bacterial wilt, disease resistance.
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USO DO SILICIO NA MICROPROPAGAGCAO VISANDO O MANEJO DA
MURCHA-DE-FUSARIO E DO MOKO DA BANANEIRA

INTRODUCAO

1. Cultura da Bananeira
O cultivo da bananeira (Musa spp.) apresenta uma posicdo de destaque na

agricultura mundial, devido a sua grande importancia no cenario econémico, no que se
refere a producdo e comercializagdo, caracterizando-se por ser cultivada durante todo o
ano (AGRIANUAL, 2012).

Oriunda do Oriente, do sul da China ou da Indochina, a bananeira € uma planta
tipica das regiBes tropicais Umidas, caracterizada como vegetal herbaceo completo, por
apresentar raiz, tronco, folhas, flores, frutos e sementes. O tronco é representado pelo
rizoma e o conjunto de bainhas das folhas de pseudocaule. A multiplicacéo se processa,
naturalmente no campo, via propagacdo vegetativa, pela emissdo de novos rebentos.
Entretanto, o plantio também pode ser feito por meio de sementes, processo este usado
mais frequentemente quando se pretende fazer a criacdo de novas cultivares ou hibridos
(MOREIRA, 1999).

A bananeira apresenta um ciclo de vida definido, com desenvolvimento da
planta, producdo de frutos e posterior morte. De acordo com Dantas et al. (1999), as
bananeiras produtoras de frutos comestiveis pertencem a classe Monocotyledonea,
ordem Scitaminales, familia Musaceae, subfamilia Musoideae, género Musa, subgénero
(ou secdo) (Eu-) Musa com as espécies comestiveis M. acuminata Colla e M. balbisiana
Colla.

Fruteira cultivada em mais de 120 paises, a bananeira se destaca no contexto
socioecondmico pelo alto valor nutritivo e comercial de seus frutos, associado ao seu
baixo custo, estando entre as frutas frescas mais comercializadas do mundo. A producao
mundial de banana em 2011 foi em torno de 96.795.747 t, sendo o Brasil o quinto maior
produtor com 6.783.480 t, superado apenas pela india (26.996.600 t), Filipinas
(9.013.190 t), China (9.006.450 t), e Equador (7.637.320 t) (AGRIANUAL, 2012). A
producédo de banana no Brasil teve um incremento de 2,6% entre os anos de 2009 e
2010, movimentando cerca de R$ 3,7 bilhdes, o que corresponde a 15,5% do valor total
da producéo da fruta. No Brasil, o cultivo da banana esta entre as atividades de maior
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importancia na fruticultura, com aproximadamente 493 mil hectares plantados,
justificados pela simplicidade, custo de implantagdo, manejo, ciclo e vida atil em
comparacdo as outras frutiferas (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2012).

As regides Nordeste e Sudeste do Brasil, juntas, respondem por 69% da
producéo nacional de banana. O consumo efetivo desta fruta situa-se na faixa de 70% da
producéo total, visto que, embora as quantidades exportadas sejam minimas, as perdas
pos-colheita chegam a 30% da producdo. Em 2009, os estados com maior producao
foram: S&o Paulo (1.225.193 t), Bahia (1.152.892 t), Santa Catarina (675.704t), Minas
Gerais (642.746 t) e Pard (531.927 t) (AGRIANUAL, 2012). O cultivo da banana
apresenta em alguns estados elevada importancia econémica e social, fixando méo-de-
obra nos elos de sua cadeia produtiva, especialmente no segmento agricola (SOUZA,;
TORRES FILHO, 1997).

A producéo de banana no estado de Pernambuco vem crescendo em comparagao
a média brasileira. Pernambuco apresenta uma produtividade média de 10,2 t/ha,
correspondendo a um aumento de 26% em relacdo a produtividade da Regido Nordeste,
0 que se deve a producdo no Vale do Submedio Sdo Francisco (BARROS; LOPES;
WANDERLEY, 2008). Além disso, a banana é cultivada em todas as microrregides
desse estado, gerando cerca de 80 mil postos de trabalho permanente no campo (LOPES
etal., 2002).

Além dos genotipos do subgrupo Cavendish existente no Brasil (Tabela 1), ha
diversas cultivares de interesse comercial, levando-se em conta a preferéncia do
consumidor (SOUTO et al., 1999). No Nordeste, no Vale do Submédio Séo Francisco
séo cultivadas a ‘Pacovan’, ‘Grande Naine’, ‘Nanica’, ‘Nanicdo’, ‘Magé’ e ‘Prata-Ané&’.
Entretanto predomina o plantio da Pacovan, com mais de 90% da area cultivada. Na
Gltima década, tem sido observado um crescente interesse, principalmente por cultivares
de banana de porte menor. No entanto, o sucesso na producdo da cultivar Macd, esta
relacionado a maior longevidade do bananal quando a mesma é plantada em solos do
tipo Vertissolo, associado a utilizagdo de mudas micropropagadas (mudas obtidas por
cultura de tecidos). Normalmente, nessas condi¢Ges, a murcha-de-fusario, principal
doenga que afeta o cultivo da banana Macd, comeca a aparecer mais tardiamente
(CORDEIRO; MATOS; MEISSNER FILHO, 2004).
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Tabela 1. Caracteristicas de algumas cultivares de bananeira plantadas no Brasil
(CORDEIRO; MATOS; MEISSNER FILHO, 2004 modificada).

Reacdo a doenca’

Cultivares Grupo Subgrupo Murcha-de- Moko
gendmico fusario
Pacovan AAB Prata MS S
Prata-Ana AAB Prata MS S
Nanica AAA Cavendish R S
Nanicéo AAA Cavendish R S
Grande Naine AAA Cavendish R S
Maca AAB S S
Pacovan Ken AAAB R S

1S: suscetivel; MS: moderadamente suscetivel; R: resistente.

A producdo comercial de mudas de bananeira vem se destacando em virtude da
obtencdo de mudas de alta qualidade genética e fitossanitaria, atributos fundamentais
para o sucesso da cultura, por meio da cultura in vitro de apices caulinares. Esta técnica
tem sido empregada com sucesso em lIsrael, Franca, Costa Rica, Cuba, Austrélia e
Taiwan, possibilitando a producdo de mudas micropropagadas praticamente livres de
doencas e pragas (SOUZA; TORRES FILHO, 1997). O desenvolvimento dessa técnica
é importante, por permitir a rapida multiplicacdo de novos clones de cultivares
selecionadas e de hibridos obtidos a partir de programas de melhoramento genético
(KRIKORIAN; CRONAUER, 1983). Mudas micropropagadas produzem 30% a mais
do que mudas obtidas convencionalmente (SANADA, 1993). Além disso, permitem
colheita sincronizada nos primeiros ciclos da cultura, gracas a homogeneidade das
mudas, e ainda possibilitam maior vigor das plantas, maior nimero de dedos por penca,
maior nimero de pencas por cacho, menor variabilidade no tamanho e forma das frutas,
e menor incidéncia de nematdides em areas contaminadas (ORELLANA et al., 1991;
QUYNH; UYEN, 1993).
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Entre as doengas que acometem a bananicultura, a murcha-de-fusario e 0 moko
da bananeira se destacam por serem as mais importantes do ponto de vista econémico,

em razdo das perdas ocasionadas e da dificuldade de controle.

2. Murcha-de-fusario

A murcha-de-fuséario, doenca também conhecida por mal do Panama ou
fusariose da bananeira é causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E. F.
Smith) Snyder e Hansen, sendo considerada uma das doencas mais destrutivas da
bananicultura mundial (MATOS et al., 2001; PLOETZ, 2006). Essa espécie apresenta
quatro ragas distintas, que parasitam especificamente determinados grupos de cultivares
e vém causando grandes perdas na producdo, devido & morte das plantas em campo
(CORDEIRO; MATOS, 2003).

Acredita-se que a doenca tenha surgido na regido indo-malaia, centro de origem
do género Musa, afetando cultivares suscetiveis, as quais posteriormente foram
introduzidas no Novo Mundo a partir da Africa. A doenca foi relatada pela primeira vez
por volta de 1874, no sudeste de Queensland, Australia, na cultivar Maca. No entanto,
0S primeiros prejuizos importantes foram relatados no Panama, em 1904, sendo esta a
provavel razdo do nome mal do Panama. Existem relatos de que, num periodo de 50
anos, mais de 40.000 ha com bananeiras foram abandonados devido & murcha-de-
fusario em toda a América Central e do Sul. No Brasil, a murcha-de-fuséario foi relatada
em 1930 em Piracicaba, Sdo Paulo. Desde entdo, pesquisas vém sendo realizadas
enfocando o controle desta doenca (CORDEIRO; MATQOS, 2003).

O fungo esté distribuido em diferentes condi¢es edafoclimaticas, infectando
diversas cultivares de bananeiras e causando grandes prejuizos aos bananicultores
(BORGES et al., 2007). Essa distribuicdo endémica em todo o territério nacional
ocasionou problemas principalmente no grupo AAB nas cultivares Prata e Maca. Essas
cultivares sdo as mais apreciadas no mercado brasileiro, por apresentarem
caracteristicas organolépticas que agradam as exigéncias dos consumidores. No entanto,
vém perdendo espaco, gradativamente, para as bananas do grupo AAA, subgrupo
Cavendish, como as cultivares Nanica e Nanicdo que sdo resistentes a doenca
(CORDEIRO; MATOS, 2003).
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Fusarium oxysporum f. sp. cubense pertence a classe dos Deuteromicetos, ordem
Moniliales, familia Tuberculariaceae, cuja forma perfeita ndo é conhecida (PEREIRA et
al., 2003). Habitante do solo, o fungo apresenta alta capacidade de sobrevivéncia na
auséncia do hospedeiro, principalmente por formar estruturas de resisténcia, 0s
clamiddsporos, que permitem permanéncia no solo por até 30 anos (CORDEIRO;
MATOS; MEISSNER FILHO, 2004; PLOETZ; THOMAS; SLABAUGH, 2003).

O patdgeno possui quatro ragas fisiologicas com especificidade patogénica
distinta e distribuicdo geografica relativamente restrita (PLOETZ, 1990). Asracas 1, 2 e
4 afetam a bananeira, enquanto a raga 3 afeta Heliconia spp. (CORDEIRO; MATOS,
2003). A raca 1 é a mais encontrada infectando o subgrupo Gros Michel, Prata e a
cultivar Maca (PEREIRA et al., 2003); a raca 2 infecta apenas o subgrupo Bluggoe; e a
raca 4 infecta os subgrupos Gros Michel, Bluggoe e Cavendish (STOVER, 1972; SUN;
SU; KO, 1978). A constatacdo da raca 4 infectando Cavendish € preocupante uma vez
que as cultivares pertencentes a este grupo séo as mais cultivadas mundialmente. A raca
4 ainda ndo foi relatada em &reas de produgdo da América Latina, estando presente
apenas nos paises asiaticos. Essa raca foi dividida em raga 4 subtropical (ST4) e raca 4
tropical (TR4). Isolados de ST4 causam doenca em bananeira do subgrupo Cavendish
em regibes subtropicais, principalmente quando as plantas sdo expostas a estresses
abioticos. Ja isolados da TR4 afetam o subgrupo Cavendish tanto em condi¢des
tropicais quanto subtropicais (BUDDENHAGEN, 2009). A raca TR4 j& foi relatada na
Malasia, Indonésia, Sul da China, Filipinas e no Norte de Australia, causando severos
danos nas variedades do subgrupo Cavendish (BUDDENHAGEN, 2009; MOLINA et
al., 2008; PLOETZ, 2006).

Dentre as diversas formas de disseminacdo do patdgeno, como &gua de irrigacao,
movimentacdo do solo pela acdo antrdpica, por animais e equipamentos, a mais
importante delas consiste no método convencional de propagacdo de bananeira a partir
de mudas “chifrinho” retiradas das plantas adultas (CORDEIRO; MATOS; MEISSNER
FILHO, 2004). No entanto, a micropropagacdo tem sido uma técnica eficiente na
producdo de mudas com alto padréo fitossanitario e de homogeneidade.

A penetracdo do patdgeno ocorre por ferimentos nas raizes causados por
nematdides, insetos que tenham tido contato com plantas infectadas, pelas aguas das
chuvas ou de irrigacdo. O patdgeno invade o sistema radicular, coloniza o cilindro

central do rizoma e segue para as bainhas das folhas (SILVA, 2007).
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As plantas infectadas por F. oxysporum f. sp. cubense apresentam sintomas
externos e internos. Os sintomas externos iniciam-se com um amarelecimento que
progride das folhas mais velhas para as mais novas, iniciando pelos bordos do limbo
foliar e evoluindo no sentido da nervura principal. Com o progresso da doenga, as
folhas murcham, secam e se quebram junto ao pseudocaule. Em consequéncia, fica
pendente, o que da a planta a aparéncia de um guarda-chuva fechado (Figura 1A).
Frequentemente, observa-se que as folhas centrais das bananeiras permanecem eretas
mesmo ap0s a morte das mais velhas, podendo ser observado ainda em plantas
infectadas os sintomas de estreitamento do limbo das folhas mais novas, engrossamento
das nervuras e, eventualmente, necrose do cartucho. Proximo ao solo € comum
observar-se rachaduras do feixe de bainhas, cuja extensdo varia com a area afetada no
rizoma. Os sintomas internos sao verificados através de corte transversal ou longitudinal
do pseudocaule, que apresenta uma descoloracdo pardo-avermelhada provocada pela
presenca do patdgeno nos vasos. Decorridas algumas semanas do inicio da doenca, estas
manchas avancam irregularmente pelo pseudocaule acima, até atingirem a roseta foliar.
O corte longitudinal mostra as linhas de sintomas que comecam na base e estendem-se
em direcdo ao apice da bainha. Em estadios mais avancados da doenca, os sintomas de
descoloragdo vascular podem ser observados também na nervura principal das folhas. O
corte transversal do rizoma revela a presenca do patdégeno pela descoloragdo pardo-
avermelhada exibida, cuja intensidade é maior na area de vascularizacdo densa, onde o
estelo ou cilindro central se junta ao cortex (Figura 1B e 1C) (CORDEIRO; MATOS,
2003; MOREIRA, 1999).
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Figura 1. Sintomas da murcha-de-fusario: (A) amarelecimento das folhas; (B) vista

longitudinal, com descoloracdo do tecido vascular; (C) corte transversal, descoloracédo
pardo-avermelhada do tecido vascular.

A manifestacdo dos sintomas numa fase adiantada do desenvolvimento da
cultura, e principalmente a capacidade do patégeno em ser habitante do solo e produzir
clamiddsporos, que sobrevivem neste habitat por mais de 20 anos, na auséncia do
hospedeiro, dificultam bastante o controle da doenga (STOVER, 1972; VENTURA;
HINZ, 2002).

Os principais métodos de controle utilizados para a murcha-de-fusario sao:
exclusdo do patdgeno em areas livres da doenca pelo uso de mudas sadias e cultivo de
variedades resistentes (CORDEIRO; MATOS, 2003), embora esta ja ndo seja a melhor
abordagem considerando que ha racas do patdgeno. Neste caso, principalmente para a
raca TR4 que ainda ndo existe na América Latina, o controle deve se basear nos
principios de exclusdo e erradicacdo (PLOETZ, 2006). Entretanto, F. oxysporum f. sp.
cubense sobrevive no solo e ap6s o0 seu estabelecimento neste habitat € praticamente
impossivel erradica-lo (PLOETZ, 1990). A aplicacdo de fungicidas (PLOETZ, 2006), a
rotacdo de culturas e inundacdo do solo (CORDEIRO; MATOS, 2003) ndo tém se
mostrado préaticas efetivas de controle da doenca.
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3. Moko da Bananeira

O moko ou murcha bacteriana da bananeira, causado por Ralstonia
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. raca 2, afeta Musa spp. e heliconias (Heliconia
spp.) (HAYWARD, 1994). Essa bactéria tem sido descrita como um dos patdgenos
bacterianos mais importantes do mundo, capaz de causar danos em cerca de 450
espécies de plantas pertencentes a mais de 54 familias botanicas, entre as quais, culturas
de alto valor econémico, como bananeira, tomateiro (Solanum lycopersicum L.),
batateira (Solanum tuberosum L.), berinjela (Solanum melongena L.) e pimentdo
(Capsicum annuum L.) (XU et al., 2009).

A bactéria ja foi relatada e estd presente em varios paises como: Belize, Brasil,
Colébmbia, Costa Rica, Equador, El Salvador, Granada, Guatemala, Guianas, Honduras,
Jamaica, Mexico, Nicaragua, Panama, Peru, Suriname, EUA e Venezuela, nas
Américas; Etiopia, Libia, Malawi, Nigéria e Senegal na Africa e India; Filipinas,
Indonésia, Maléasia, Tailandia e Vietnam, na Asia (EUROPEAN AND
MEDITERRANEAN PLANT PROTECTION ORGANIZATION, 2006). No entanto,
apesar do agente etioldgico estar presente em diversas areas produtoras, a doenca possuli
uma distribuicdo restrita (CORDEIRO; MATQOS, 2003). Isto se deve a presenca de
linhagens do patdgeno que ndo atacam a bananeira, ficando a doenca restrita ao
hemisfério ocidental e Filipinas (WICKER et al., 2007).

No Amazonas, 0 moko da bananeira foi detectado em 2001 em cinco dos 15
municipios visitados, com prevaléncia variando entre 11 a 100% das propriedades
(COELHO NETTO; NUTTER JR., 2005). No Nordeste foram detectados focos do
moko da bananeira na Paraiba, Ceard (PONTE; FREIRE, 1972), Sergipe (CARES,
1988) e Alagoas (TAKATSU, 2001). Em Sergipe a detecc¢do foi feita em 1987, em areas
irrigadas do Projeto Cotinguiba, municipio de Propria, bem como no Projeto Betume do
municipio de Neopolis. Estes focos foram erradicados na ocasido e a area ficou sob
vigilancia fitossanitaria (SILVA, 1997). O moko da bananeira continua ocorrendo na
regido do baixo Sdo Francisco sergipano, porém com baixa prevaléncia, indicando que
aquele foco esta sob satisfatorio controle quarentenario (TALAMINI et al., 2010). Em
Alagoas, a doenca foi detectada no municipio de Igreja Nova, onde foi erradicada e esta
atualmente sob monitoramento (AMORIM et al., 2006).
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Ralstonia solanacearum é habitante do solo, onde sobrevive favorecida por
condi¢Bes de umidade elevada, enquanto periodos secos reduzem a viabilidade dos
propagulos do patdgeno e diminuem a intensidade da doenca. No estado do Amazonas,
0 moko estd associado a plantagdes de bananeiras sujeitas a inundacgdes periddicas
(COELHO NETTO; NUTTER JR., 2005). Na auséncia da hospedeira, a sobrevivéncia
do patégeno diminui com o tempo, ndo dependendo do tipo de solo (PEREIRA,;
NORMANDO, 1993). Outro reservatdrio importante de R. solanacearum sdo as plantas
voluntarias e invasoras hospedeiras, que permitem a multiplicacdo e sobrevivéncia da
bactéria por muitos anos no solo, onde contribuem para manutencdo dos niveis
populacionais da bactéria e atuam como fonte alternativa de inéculo (JABUONSKI,
HIDALGO, 1987).

A disseminacdo de R. solanacearum raca 2 pode ocorrer de diferentes formas,
entre as quais se destacam o uso de ferramentas infectadas durante os tratos culturais,
contato entre raizes e entre solo-raiz, mudas infectadas, dgua de superficie, insetos
visitadores de inflorescéncias como as abelhas (Trigona spp.), vespas (Polybia spp.) e
moscas das frutas (Drosophila spp.) (CORDEIRO; MATOS, 2003), nematoides e o
homem (KELMAN; JESEN, 1954).

Este patogeno é altamente destrutivo ocasionando sintomas em todos 0s 6rgaos
da planta e que podem refletir na perda total da producdo (COELHO NETTO; ASSIS,
2002). Os sintomas do moko da bananeira manifestam-se principalmente por murcha,
amarelecimento e necrose das folhas, o que depende da idade da planta, cultivar,
condigdes ambientais e agressividade do isolado. Em plantas que ainda ndo entraram em
producéo, iniciam-se pelas folhas mais centrais e evoluem para as demais, que podem
curvar-se dorsalmente, provocando a quebra do peciolo, sendo a folha mais velha a
Gltima a sucumbir. Nas brotac6es novas, surgem sintomas de enegrecimento e distorcéo,
com folhas de coloracdo amarelada e escura (Figura 2A). A descoloracdo vascular na
parte interna do pseudocaule concentra-se proxima ao centro e os frutos apresentam um
amarelecimento externo, acompanhado internamente, por uma podridao seca, firme e de
coloracdo parda (Figura 2B). Em plantas infectadas na fase de produgdo, os cachos
mostram amadurecimento prematuro em frutos isolados, seguindo-se escurecimento e
apodrecimento (AGRIQOS, 2005; CORDEIRO; MATQS, 2003).
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Fotos: José R. Vieira (Embrapa Rondénia)

Figura 2. Sintomas do moko da bananeira: (A) plantas murchas, amarelecimento,
necrose e seca das folhas; (B) frutas prematuras com descoloracdo vascular e
podrid&o seca.

A bactéria estéd classificada no dominio Bacteria, filo Proteobacteria, classe B-
Proteobacteria, ordem Burkholderiales, familia Burkholderiaceae (EUZEBY, 2009).
Apresenta-se como bastonete reto ou levemente curvo, Gram-negativa, ndo forma
esporo, ndo produz pigmento fluorescente. Isolados virulentos séo essencialmente nédo
flagelados e ndo moveis, enquanto os isolados avirulentos sdo mdveis por meio de um a
quatro flagelos polares.

Por apresentar uma alta diversidade patogénica, a R. solanacearum tem sido
considerada um complexo de espécies, ou seja, um grupo heterogéneo de isolados
relacionados (GILLINGS; FAHY, 1994). E classificada ao nivel infraespecifico em
cinco ragas (HE; SEQUEIRA; KELMAN, 1983) e seis biovares (HAYWARD, 1964).
As racas sdo diferenciadas pela gama de hospedeiros (HE; KELMAN; SEQUEIRA,
1983). A raca 1 compreende isolados que infectam o maior nimero de culturas, desde
solanéceas até outras familias botanicas. Na raca 2 encontram-se os isolados que afetam
as bananeiras tripldides (banana comestivel e banana subgrupo Terra ou Platano) e
helicénias (HAYWARD, 1994); enquanto que na raca 3 estdo os isolados que
colonizam especificamente a batateira e ocasionalmente o tomateiro, mas néo
colonizam outras culturas (BUDDENHAGEN; SEQUEIRA; KELMAN, 1962). As
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racas 4 e 5 infectam o gengibre (Zingiber officinale L.) e a amoreira (Morus nigra L.),
respectivamente (HAYWARD, 1994).

Atualmente, R. solanacearum ¢é classificada em quatro niveis taxonémicos:
espécie, 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). A classificacdo em filotipo é
determinada por PCR-multiplex, baseada nas varia¢fes de tamanho da sequéncia na
regido ITS, gene hrpB e do gene Egl, estando fortemente relacionada a origem
geogréafica do patdgeno. Existem quatro filotipos. O filotipo Il inclui os isolados da raca
2 de banana. Cada filotipo possui um nimero de sequevares. Um sequevar € 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 utilizacdo de técnicas que mostram diferencas no
genoma, tais como Rep-PCR, RAPD, AFLP e PFGE, permite a separacdo dos grupos de
R. solanacearum em linhagens clonais ou clones (FEGAN; PRIOR, 2005; HORITA, ;
IVEY etal., 2007; TSUCHIYA, 2001).

O controle de R. solanacearum é extremamente dificil, principalmente devido a
ampla gama de hospedeiros, alta variabilidade genética e sobrevivéncia no solo por
longos periodos em grandes profundidades, tornando o controle quimico inviavel e
antiecondmico (HAYWARD, 1994; LOPES; QUEZADO-SOARES, 1997). Em éareas
indenes, o controle deve ser fundamentado nos principios de exclusdo e caso haja
ocorréncias esparsas, erradicacdo. Os métodos de controle existentes sdo fundamentados
em préticas culturais, tais como: eliminagdo de raquis florais, plantas ou materiais
vegetativos contaminados e ensacamento dos frutos (BRINGEL; TAKATSU; UESUGI,
2001; CORDEIRO; MATOS, 2003).

4. Controle Alternativo

As doengas de plantas sempre foram motivos de grandes preocupacdes devido as
perdas que causam, principalmente em culturas de expresséo economica. Os fungicidas
apesar de serem considerados insumos importantes e imprescindiveis para a produgdo
mundial de alimentos (MARQUES et al., 2002), séo ineficientes em varios casos. O

Brasil € o maior consumidor de agrotoxicos do mundo e a utilizacdo demasiada de
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defensivos na agricultura tem como consequéncias, a contaminacdo de agua, animais,
alimentos, solo e do proprio homem (KUNGLE, 2012; PONTES, 2000). Nos ultimos
anos, o numero de pesquisas sobre o controle de doencas através da utilizacdo de
produtos alternativos, em substituicdo aos agrotdxicos, tem aumentado devido ao
entendimento da importancia dessas consequéncias para o futuro do planeta Terra
(VERZIGNASSI et al. 2003).

No cultivo da bananeira, as doengas constituem a maior preocupacgéo, devido ao
elevado nivel de perdas que causam com destaque para as vasculares, tais como a
murcha-de-fusario e 0 moko da bananeira. A murcha-de-fusario tem dizimado &reas
extensas de bananais em todo o pais, notadamente da cultivar Macd, de grande consumo
popular, enfatizando-se que as cultivares resistentes, geralmente, ndo tém boa aceitagéo
pelo consumidor. Em relacdo ao moko da bananeira, além de apresentar problemas
semelhantes @ murcha-de-fusario, até o0 momento ndo se tem nenhuma alternativa
genética para o controle (PEREIRA et al., 2003). Para ambas, a prevencdo da doenca é
dificultada pelo desconhecimento, por parte dos produtores, sobre a ecologia e
epidemiologia do patdgeno. Desta forma, torna-se imperativo a implementacao de acdes
no sentido de proteger a bananicultura nacional contra estas duas importantes doencas.

Uma das op¢Oes promissoras para esta protecdo é uso de nutrientes minerais, 0s
quais exercem funcdes especificas no metabolismo vegetal, afetando o crescimento e a
produtividade das culturas. Apesar de geneticamente controlada, a resisténcia das
plantas as doencas pode ser influenciada pelos fatores ambientais. A nutricdo mineral é
um fator ambiental de facil manipulacdo visando o controle de doencas de plantas. Os
nutrientes podem alterar a morfologia, a anatomia celular e a composi¢do quimica das
células, podendo aumentar ou reduzir a expressdo da resisténcia das plantas aos
patogenos (MARSCHNER, 1995).

4.1. Silicio no controle de doencas de plantas

Embora o silicio (Si), seja um dos elementos mais abundantes da crosta terrestre
(EPSTEIN, 1999), ndo é considerado agronomicamente essencial, mas benéfico,
apresentando efeitos positivos somente para algumas espécies vegetais e sob condi¢cdes
especiais de cultivo (EPSTEIN; BLOOM, 2005; MARSCHENER, 1995).
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O Si ndo é considerado elemento essencial as plantas porque ndo atende aos
critérios diretos e indiretos de essencialidade (MENGEL; KIRKBY, 2001). De acordo
com o critério direto de essencialidade, um elemento é considerado essencial quando faz
parte de um composto ou participa de uma reacdo necessaria para a sobrevivéncia da
planta. No critério indireto, um elemento é considerado essencial quando, na sua
auséncia, a planta ndo completa seu ciclo de vida, ndo pode ser substituido por nenhum
outro elemento, tem efeito direto no crescimento e desenvolvimento das plantas e ndo
exerce nenhum papel neutralizador de efeito fisico, quimico ou bioldgico desfavoraveis
para a planta (MALAVOLTA, 1980).

Dentre os beneficios potencializados pelo Si as plantas destacam-se: aumento no
conteldo de fdésforo nos tecidos vegetais, devido a melhor disponibilidade desse
elemento no solo e pela sua maior mobilidade das raizes para o colmo; melhoria no
aproveitamento da agua com consequente diminuicdo na taxa de transpiracdo; aumento
da rigidez das folhas, das bainhas foliares e do colmo, tornando-os mais eretos e com
maior area fotossintética; e reducdo no numero de grdos quebrados (DATNOFF;
ELMER; HUBER, 2007; EPSTEIN, 2001). A maioria das plantas tem capacidade de
acumular silicio principalmente na parte aerea, a qual desempenha papel importante na
resisténcia a estresse biotico e abiotico (CHIBA et al., 2009).

Esse elemento mineral ndo é encontrado livre na natureza e sim combinado com
oxidos de aluminio, ferro e manganés, e silicatos [Si(OH)4] que totalizam 60% da fracdo
solida do solo. Solos tropicais e subtropicais sujeitos ao intemperismo intenso e a
lixiviagdo, cultivados em sucessdo, tendem a apresentar baixos niveis de Si, num
processo conhecido como dessilicificagdo. Embora o principal reservatério desse
mineral seja a fase solida do solo, a fonte para a absorcao imediata de Si pelas raizes das
plantas é a solucdo do solo onde o Si pode ser encontrado na forma de &cido
monosilicico (H,SiO4), com concentracdes variando entre 3,5 e 40 mg L™ de Si
(EPSTEIN, 1999; MARSCHENER, 1995).

A absorcgdo de Si pela planta é favorecida pela disponibilidade de agua no solo,
por aumentar a liberacdo desse elemento na solucéo e favorecer o fluxo de massa até as
raizes (CASEY et al., 2003). Embora todas as plantas crescam com o sistema radicular
em contato com Si na solucdo do solo e este elemento possa estar em elevadas
concentrac@es, 0 acimulo nos tecidos vegetais varia significativamente, de 0,1 a 10% da

matéria seca. Isto se deve efetivamente a habilidade diferencial do sistema radicular das
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espécies em absorver o Si a partir da solugdo do solo e transporta-lo (MA; YAMAJI,
2006; MITANI; MA, 2005). A maioria das espécies vegetais absorve Si por difusao
passiva, ou seja, o Si é levado através do Xilema para a parte aérea pelo fluxo de
transpiracdo. Entretanto espécies das familias Poaceae, Equisetaceae e Cyperaceae
absorvem Si de forma ativa, via receptores especificos de membrana, chamados
transportadores de influxo, como o Lsl1 (MA; YAMAII, 2006, 2008). Este processo
pode ser ativado por estresses bidtico e abidtico (BELANGER; BENHAMOU:;
MENZIES, 2003; CURRIE; PERRY, 2007).

Plantas acumuladoras de Si sdo aquelas cujos teores de SiO; variam de 1 a 3%
na matéria seca e, ndo acumuladoras, aquelas com menos de 0,5% de SiO,
(MARSCHNER, 1995). Na bananeira, espécie tipicamente acumuladora de silicio
(SOUZA JUNIOR et al., 2008), na qual esse elemento se distribui entre o pseudocaule,
peciolo, nervura central e folhas, acumulando-se principalmente nas folhas mais velhas
por transpiragdo (HENRIET et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2010). Outros processos
como a forma ativa também podem estar envolvidos na regulacdo do transporte e
acimulo do Si (BELANGER; BENHAMOU; MENZIES, 2003; CURRIE; PERRY,
2007).

O processo de absorcdo do Si ocorre pelas raizes, na forma de &cido
monossilicico (H4SiO4), molécula de carga neutra que € transportada até a parte aérea
pelo xilema. A polimerizacdo do acido monossilicico forma a silica amorfa hidratada
(SiO,.nH,0), depositada nos diferentes tecidos vegetais (MA; YAMAJI, 2006). O
transporte a longa distancia, da raiz a parte aérea, € feito via apoplasto (OLIVEIRA et
al., 2010). O Si pode ser absorvido via foliar por meio do transportador Lsi6 que se
localiza no lado adaxial das células do parénquima do xilema na bainha da folha
(MITANI; YAMAJI; MA, 2009). No entanto, a absorcdo radicular de Si € mais
eficiente do que a absorcédo foliar, conferindo mais resisténcia a fatores bidticos, a
exemplo da reducdo do oidio do trigo (Blumeria graminis DC. Speer f.sp. tritici
Marchal) em 80% com aplicacio de Si ao solo (GUEVEL et al., 2007).

O aumento da resisténcia de determinada espécie hospedeira, mono ou
dicotiled6nea, a um patdgeno especifico pode ocorrer tanto por barreiras fisicas quanto
quimicas tais como: densidade de células silicificadas na epiderme (ISHIGURO, 2001);

deposicdo e polimerizacdo do &cido silicico abaixo da cuticula, formando uma dupla
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camada de silica cuticular que reduz a transpiragdo (DATNOFF et al., 2001;
YOSHIDA, 1965); fortificacdo da parede celular de células da epiderme (KIM; KIM;
PARK, 2001); acimulo de compostos fendlicos, material osmiofilico e ou fitoalexinas
(RODRIGUES et al., 2004); aumento na atividade de enzimas relacionadas a
patogénese, tais como, quitinases, peroxidases, polifenoloxidases, fenilalanina amonia-
liases e p-1,3-glucanases (CHERIF; ASSELIN; BELANGER, 1994; FORTUNATO et
al., 2012). Além destas, o Si pode exercer um papel ativo na potencializacdo e
antecipacdo (priming) da expressdo de genes que codificam enzimas como foi
verificado em plantas de tomateiro inoculadas com R. solanacearum, demonstrando a
funcdo deste elemento na defesa da planta em nivel transcricional (GHAREEB et al.,
2011). A reducdo da transpiragdo causada pelo Si proporciona uma menor exigéncia de
agua, sendo de extrema importancia para as plantas cultivadas em solos de clima
tropical (FREITAS et al., 2011).

Relatos na literatura mostram reducgéo na intensidade de doencas pela deposicéo
de silica amorfa no apoplasto foliar impedindo a penetracdo de patégeno (FAUTEUX et
al., 2005). Particularmente em arroz (Oryza sativa L.), as doencas fangicas como
brusone (Magnaporthe grisea Heberr Barr), patossistema modelo nos estudos
envolvendo Si; podriddo do colmo, escaldadura das folhas, queima das bainhas,
descoloracdo dos grdos e mancha parda tiveram suas intensidades significativamente
reduzidas com a aplicacdo de Si no solo (DALLAGNOL et al., 2013; DATNOFF,;
DEREN; SNYDER, 1997; RODRIGUES et al., 2001, 2003). Ha registros que mostram
também o efeito positivo do Si no controle de doencas fangicas em dicotiledéneas
cultivadas comercialmente, principalmente em tomateiro (YANAR; YANAR;
GEBOLOGLER, 2011), meloeiro (Cucumis melo L.) (DALLAGNOL et al., 2012), soja
(Glycine max (L.) Merr.) (CRUZ et al., 2012) e cafeeiro (Coffea arabica L.) (CARRE-
MISSIO et al., 2012), entre outras.

Existem poucos relatos quanto a resisténcia conferida pelo Si as principais
doencas da bananeira. Com relacdo & murcha-de-fusario, a aplicacido de Agrosilicio® no
solo reduziu a AACPD nas cultivares Macé e Grande Naine em 47% (CONCEICAO,
2010) entretanto, a area abaixo da curva de progresso dos sintomas reflexos da doenca
na cultivar Maca foi reduzida em apenas 12,4% pela aplicacdo de silicato de célcio ao
solo (FORTUNATO et al., 2012). J& Vermeire et al. (2011) obtiveram reducgdo de

aproximadamente 50% da severidade da podriddo radicular da bananeira
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(Cylindrocladium spathiphylli Schoult, EI-Gholl & Alfieri) pela adicdo de 2 mM de Si,
na forma de silicato de célcio ao solo. E importante enfatizar que o Si também produz
efeitos benéficos contra doencas foliares de Musa sp., pois 0 uso de acido silicico em
campo reduziu em média 45,3% dos sintomas de sigatoka negra (KABLAN et al.,
2012).

Por outro lado, estudos envolvendo o uso do Si como agente potencializador de
resisténcia as fitobacterioses sdo raros e para 0 patossistema R. solanacearum raca 2-
bananeira inexistem. Entretanto, os patossistemas R. solanacearum raca 1-tomateiro
(AYANA et al., 2011; DANNON; WYDRA, 2004; DIOGO; WYDRA, 2007) e R.
solanacearum raga 1-pimentdo (ALVES, 2012) ja foram estudados. Além destes
patossistemas, o Si tem se destacado por reduzir a severidade de importantes doencas de
plantas como a mancha aquosa do meloeiro (Acidovorax avenae subsp. citrulli (Schaad
et al.) Willems et al.) (FERREIRA, 2009), mancha bacteriana do maracujazeiro
(Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Pereira) Goncalves & Rosato)
(BRANCAGLIONE et al., 2009), estria bacteriana do trigo ( Xanthomonas translucens
pv. translucens (Jones et al.) Vauterin et al.) (SILVA et al., 2010) e mancha angular do
algodoeiro (Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (Smith)) (OLIVEIRA et al.,
2012).

O silicio, também pode atuar indiretamente no controle de doencas pela
sinalizacdo para a expressdao de enzimas removedoras de espécies reativas de oxigénio
e/ou envolvidas na patogénese, elevando a sintese de proteinas totais soltveis. Dentre
estas enzimas estdo a catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), superéxido
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 peroxido de hidrogénio (H20,), sdo produzidas
pelas plantas durante a reposta de defesa ao ataque de um patdégeno e tém papel
importante na protecdo vegetal. No entanto, simultaneamente a sua producdo, as plantas
diminuem a capacidade de elimina-las, e quando 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 concentragdo dessas
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espécies reativas e o0 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,O,, em agua e oxigénio, ou oxidar substratos, tais como
metanol, etanol, formaldeido e acido formico. Pode exercer uma funcéo de lignificacéo,
mas sua exata funcdo bioldgica permanece desconhecida (RESENDE; SALGADO;
CHAVES, 2003). A APX também catalisa a redu¢do do perdxido para agua, utilizando
0 ascorbato como doador de elétrons (NOCTOR; FOYER, 1998). A superexpressdo da
APX em plantas de fumo transgénicas, pela inser¢cdo do gene da ascorbato peroxidase
de pimentdo (CAPOA1), promoveu resisténcia a Phytophthora nicotianae Breda de
Haan e fraca resisténcia a R. solanacearum (SAROWAR et al., 2005). A SOD é
encontrada nos cloroplastos e catalisa a conversdo de radicais superoxido (O;) a H,O,
(MITTLER, 2002).

A POX ¢é responsavel pelos processos fisiolégicos e bioguimicos como
crescimento, formacdo celular, desenvolvimento de frutos, biossintese de etileno e
resposta a varios estresses (MATAMOROS et al., 2003). Em plantas de tomateiro, a
POX esta envolvida na ultima etapa de lignificacdo da parede celular (NICHOLSON;
HAMMERSCHMIDT, 1992). Tomateiros tratados 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-difenois
formando orto-quinonas, as quais apresentam atividade antimicrobiana e também estéo
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 € uma proteina relacionada a patogénese, que possui atividade
hidrolitica, exercendo o controle de doencas mediante a quebra de polimeros estruturais

(B-1,3-glucanos) presentes nas paredes dos patdgenos e liberando oligossacarideos
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biologicamente ativos (elicitores e supressores) capazes de regular o estado de
imunizacdo da planta (LABANCA, 2002). O controle de fitobacterioses utilizando o
silicio promoveu o aumento da atividade da GLU para a mancha angular do algodoeiro
(OLIVEIRA et al., 2012) e de Pytium aphanidermatum (Edson.) Fitz Pat., em pepino
(Cucumis sativus L.) (CHERIF; ASSELIN; BELANGER, 1994). Ja a QUI é responsavel
por catalisar a hidrélise da quitina (polimero de N-acetilglucosamina), componente da

parede celular fungica e exoesqueleto de artropodes (WEN-CHI et al., 1998).

4.2. Silicio na micropropagacao

A micropropagacao é o procedimento de propagacao clonal de plantas, por meio
da técnica de cultura de tecidos, que utiliza tecidos meristematicos ou nao
meristematicos como fonte de explantes (ERIG; SCHUCH, 2005).

Por nédo ser considerado um elemento essencial as plantas, o silicio (Si) ndo tem
sido muito estudado na micropropagacédo. Contudo, do ponto de vista fisiologico, esse
elemento tem demonstrado efeito benéfico sobre o aumento de producdo de diversas
culturas (GOMES et al., 2008). Segundo EPSTEIN (1994), acredita-se que ele possa
interferir na arquitetura das plantas, ao proporcionar folhas mais eretas, o que significa
maior eficiéncia fotossintética.

Alguns exemplos do uso do silicio na micropropagacdo podem ser citados. Em
plantas de pepino, a adicdo de Si (100 mg.Kg™) ao meio nutritivo proporcionou o
aumento no teor de clorofila; maior massa foliar fresca e seca; atraso na senescéncia e
aumento da rigidez das folhas maduras, as quais se mantiveram mais horizontais
(ADATIA; BESFORD, 1986). A melhor arquitetura foliar facilita a maior captacéo de
luz solar, maior absorc¢do de CO, e diminuicéo da transpiracao excessiva, 0 que permite
o0 incremento da taxa fotossintética (TAKAHASHI, 1995). Em morangueiro (Fragaria
x ananassa Duch.), a suplementacdo do meio com silicato de sédio promoveu aumento
da espessura dos tecidos do limbo foliar, da deposicéo de cera epicuticular e formacéo
de deposito de Si nas células, bem como o aumento da massa fresca e seca dos
propagulos e maior teor de clorofila (BRAGA et al., 2009). Em abacaxizeiro (Ananas
comosus (L.) Merr ‘Gomo de Mel’), a adicdo de silicato de potéssio foi eficiente no
aumento do namero de brotos, comprimento médio e massa fresca e seca (BRAGA et
al., 2008). No cultivo in vitro de orquideas, maior numero de brotos foi obtido
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utilizando 5 mg.L™ de Supa potassio® (fonte de silicato de potéassio), enquanto que 5
mg.L™* de Supa Potéassio® associados a 20 mg.L™ de silicato de sédio proporcionou
maior comprimento da parte aérea, aumento no nimero de raizes e comprimento médio
de raizes (SOARES et al., 2007). O cultivo in vitro de Phalaenopsis com adicao de 0,1
a 1,0 mg.L" de silicato de célcio ao meio de cultura VW modificado aumentou o
tamanho das folhas (ZHOU, 1995).

A micropropagacdo é dividida em cinco etapas: selecdo de planta matriz e
escolha do explante, estabelecimento, multiplicacdo, enraizamento e aclimatizacdo. A
etapa de aclimatizacdo compreende a transferéncia das plantas das condicGes assépticas
da cultura de tecidos para um ambiente externo, normalmente uma casa de vegetacéo,
para crescimento e desenvolvimento. Essa transferéncia deve ser feita sob condi¢Oes
controladas, para aumentar a0 maximo a sobrevivéncia das plantas. Um ndmero
expressivo de espécies vegetais micropropagadas ndo consegue sobreviver a
transferéncia brusca do ambiente in vitro para o ambiente ex vitro (HARARIKA, 2003).
A mudanca de um ambiente protegido, estéril, com agUcares e umidade saturada, para
um ambiente ndo estéril, sem acgucares e com reduzida umidade, tem resultado em perda
de muitas plantas, baixa taxa de crescimento e periodo prolongado na obtencdo de
plantas completamente aclimatizadas (SOUZA JUNIOR, BARBOZA; SOUZA, 2001).

As raizes produzidas in vitro sdo fracas e pouco funcionais por ndo apresentarem
pelos radiculares, além de propiciarem pobre conexdo vascular com a parte aérea das
plantas, resultando numa restrita transferéncia de dgua e nutrientes para a parte aérea,
comprometendo o crescimento (MACCLELLAND; SMITH; CAROTHERS,1990).
Essas raizes precisam, portanto ser substituidas o mais rapido possivel, o que s
ocorrerd se a planta for mantida com baixa transpiragdo (PIERIK, 1990), o que pode ser
favorecido pelo Si ao se depositar no tecido foliar.

A aclimatizacgéo de plantas tem sido um grande entrave para a micropropagacao
de muitas espécies e a otimizacdo do processo pode melhorar ainda mais a eficiéncia na
sobrevivéncia e vigor das mudas (PEREIRA et al., 2005). O uso de silicio contribui para
a qualidade final do vegetal, pois seu acimulo na cuticula das folhas permite protecao
as plantas, aumento da capacidade fotossintética, reducdo de perda de agua pela
transpiragéo e, ainda, promogéo de crescimento (EPSTEIN, 1999). Verificou-se que ndo
houve diferenca significativa para as concentragdes das quatro fontes de silicio testadas

na aclimatizacdo de plantulas de gérbera (Gerbera jamesonii L.) cultivadas in vitro. A
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analise da anatomia foliar dessas plantas mostrou que aquelas cultivadas em meio com
Si apresentaram maior espessura do parénquima e menor relagdo entre o didmetro polar
e equatorial das folhas, além de maior nimero de estbmatos por folha (SILVA, 2007a).
A importancia econdmica e social da bananicultura brasileira é conhecida, assim
como o potencial uso do silicio na micropropagacdo de plantas e a inexisténcia de
alternativas viaveis e eficientes para o controle da murcha-de-fusario e do moko da
bananeira, além da caréncia de estudos envolvendo a fertilizagdo silicatada no manejo
de doencas desta cultura. Portanto, este trabalho teve como objetivo preencher esta
lacuna, investigando se a suplementacdo com Si durante a micropropagacdo da
bananeira afeta alguns componentes de resisténcia a murcha-de-fusario e o moko da

bananeira.
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Resumo

Este estudo avaliou o uso do silicio (Si) na micropropagacao de bananeira ‘Mag¢d’ e
‘Pacovan Ken’ visando a reducdo da severidade da murcha-de-fusario, causada pelo
Fusarium oxysporum f. sp. cubense. As mudas de bananeira foram produzidas in vitro
com adicéo de silicato de calcio e silicato de potéssio (0; 0,25; 0,5; 0,75e 1 g L) ao
meio de cultivo nas fases de multiplicacdo e enraizamento. Ap6s o cultivo in vitro, as
plantulas foram transferidas para tubetes contendo substrato adicionado das mesmas
fontes de Si, e mantidas em casa de vegetacdo por 45 dias, inoculadas com F.
oxysporum f. sp. cubense raga 1. Nas cultivares Maca e Pacovan Ken, a elevacdo das
doses de Si aumentou o periodo de incubacéo (PI) e reduziu o indice de doenca (IDO) e
a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD). Em ‘Maga’, o silicato de
calcio foi significativamente mais eficiente que o silicato de potassio, 0 que ndo ocorreu
na ‘Pacovan Ken’. A concentracdo de Si na parte aérea e raizes das cultivares, em
ambas as fontes, antes e ap6s a aclimatizaco foi maior na dose 1,0 g L™ em relacéo a
testemunha sem Si. Antes da aclimatizacdo, o silicato de calcio proporcionou maior
concentracdo de Si na parte aérea que o silicato de potéssio. O contrario aconteceu com
a concentracdo de Si nas raizes. ApoOs aclimatizagdo, ndo houve diferenca entre o
silicato de calcio e o silicato de potassio, para as duas cultivares de bananeira utilizadas.

Em geral, para ambas as cultivares e fontes de Si foram observadas correlacdes
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positivas da concentracdo de Si com PI e correlagdes negativas com IDO e AACPD.
Antes e ap0s a aclimatizacdo das plantas, as espessuras da epiderme radicular, cortex,
endoderme e cilindro central das bananeiras ‘Mac¢a’ e ‘Pacovan Ken’ foram
influenciadas pelas fontes de Si. O silicato de célcio foi mais eficiente no aumento da
espessura da epiderme radicular, cortex e cilindro central, enquanto o silicato de
potassio foi mais eficiente no aumento da espessura da endoderme. Em geral, foram
observadas correlagfes positivas das varidveis anatdbmicas das raizes com Pl e
correlagbes negativas com IDO e AACPD, exceto para silicato de potassio em
bananeira Mac¢d. O fornecimento de Si na micropropaga¢do de bananeiras ‘Magd’ e
‘Pacovan Ken’ promoveu reducdo da murcha-de-fusario e pode ser utilizado como uma

nova tecnologia no manejo da doenca.

Palavras-chave: Fusarium oxysporum f. sp. cubense, ‘Mac¢a’, Mal do Panama, Musa

spp., ‘Pacovan Ken’, resisténcia.

Introducéo

A bananicultura tem grande expressdao econémica no Brasil, que em 2011 produziu
cerca de sete milhdes de toneladas de frutos, em aproximadamente 493 mil hectares. As
regidbes Nordeste e Sudeste do Brasil, juntas, responderam por 69% da producéo
nacional de bananas. Em 2009, os estados com maior produgdo foram: S&o Paulo
(1.225.193 1), Bahia (1.152.892 t), Santa Catarina (675.704 t), Minas Gerais (642.746 t)
e Pard (531.927 t) (Agrianual, 2012). A bananeira é afetada por diversos problemas
fitossanitarios dentre os quais o mais importante é a murcha-de-fusario, também
conhecida como mal do Panam4, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (E. F. Smith) Snyder e Hansen (Trindade et al., 2002).

Distribuida de forma endémica em todo o territorio nacional, a doenca causa
prejuizos principalmente nas cultivares Prata e Maca do grupo AAB. Muito apreciadas
no mercado brasileiro, essas cultivares vém perdendo espago, gradativamente, para as
bananas do grupo AAA, subgrupo Cavendish, como as cultivares Nanica e Nanicdo que
sdo resistentes a doenca (Cordeiro et al., 2004).

Quatro racas fisiologicas de F. oxysporum f. sp. cubense com especificidade
patogénica distinta tém sido relatadas. As ragas 1, 2 e 4 afetam a bananeira, enquanto a
raca 3 afeta Heliconia spp. (Cordeiro et al., 2004). Estas quatro ragas séo distinguidas
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por subgrupos diferenciadores (Stover, 1972; Sun et al.,1978). A raca 1 infecta o
subgrupo Gros Michel e Prata e a cultivar Maca (Pereira et al., 2003); a raga 2 infecta
subgrupo Bluggoe; e a raca 4 infecta os subgrupos Gros Michel, Bluggoe e Cavendish.
A constatacao da raca 4 infectando o subgrupo Cavendish é altamente preocupante uma
vez que as cultivares pertencentes a este grupo séo as mais cultivadas mundialmente.

A racga 4 estd presente em paises asiaticos e ainda ndo foi relatada na América
Latina. Esta raga foi dividida em raca 4 subtropical (ST4) e raca 4 tropical (TR4). A
raca ST4 causa doenca no subgrupo Cavendish nos subtropicos, principalmente em
plantas com estresses abiodticos, mas a TR4 afeta Cavendish tanto em condigdes
tropicais quanto subtropicais causando danos severos em cultivares deste subgrupo na
Malasia, Indonésia, Sul da China, Filipinas e Australia (Ploetz, 2006; Molina et al.,
2008; Buddenhagen, 2009). Portanto, se a raca TR4 chegar a América Latina e, mais
especificamente, ao Brasil, ndo havera mais cultivares resistentes. Atualmente, a raca
mais importante no Brasil é a raca 1, por afetar principalemnte as cultivares preferidas
para consumo nacional, como a ‘Maga’ e a ‘Prata’.

A manifestacdo dos sintomas numa fase adiantada do desenvolvimento da
cultura, e principalmente a capacidade do patdégeno em ser habitante do solo e produzir
clamiddsporos, que sobrevivem neste habitat por mais de 20 anos, na auséncia do
hospedeiro, dificultam bastante o controle da doenga (Stover, 1972; Ventura; Hinz,
2002).

Entre as diversas formas de disseminacdo do patogeno, tais como agua de
irrigacdo, movimentacdao do solo pela acdo antrépica, por animais e equipamentos, a
mais importante é o método convencional de propagacao de bananeira a partir de mudas
“chifrinho” retiradas das plantas adultas infectadas (Cordeiro et al., 2004). Deste modo,
a micropropagacao desponta como técnica promissora na producdo de mudas com alto
padrdo sanitario e homogeneidade. Associada a micropropagacao, o uso do silicio tem
sido considerada uma tecnologia limpa e sustentavel. Este elemento tem o potencial
para diminuir o uso de agrotoxicos e aumentar a produtividade das culturas favorecendo
uma nutricdo mais equilibrada e fisiologicamente mais eficiente. Além disso, o silicio
tem diminuido a intensidade de doencas de grande importancia econdmica (Datnoff et
al., 2007), causadas por diferentes patégenos, como por exemplo em banana,
Cylindrocladium spathiphylli (Vermeire et al., 2011), Mycosphaerella fijiensis (Kablan
et al., 2012) e F. oxysporum f. sp. cubense (Conceicgéo, 2010; Fortunato et al., 2012);
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em tomateiro, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Huang et al., 2011) e
Ralstonia solanacearum (French-Monar et al., 2010); e em pimentdo, R. solanacearum
(Dannon & Wydra, 2004; Alves, 2012); entre outras.

A bananeira é considerada uma planta acumuladora de silicio (Henriet et al.,
2006), com concentracdes médias em folhas de plantas jovens na faixa de 0,7 a 3,8%
(Jauhari et al.,1974). Em vertissolos, a bananeira é mais resistente as infecgdes fangicas,
devido a alta concentracéo de silicio disponivel na solucdo do solo (Delvaux, 1995), o
que sugere a adubacéo silicatada como alternativa para o controle da murcha-de-fusario.

O silicio aplicado via solo no cultivo de plantas de bananeira micropropagadas
promoveu o controle da murcha-de-fusario (Conceigdo, 2010; Fortunato et al., 2012) e
guando adicionado ao meio de cultivo, proporcionou adequado desenvolvimento das
plantas (Asmar et al., 2011). No entanto, ndo ha relatos at¢ o momento que o
fornecimento de Si ao meio de cultura utilizado no processo de micropropagacéo de
bananeira visando o controle dessa doenga e 0s possiveis eventos associados com este
fendbmeno. Portanto, este trabalho teve como objetivo preencher esta lacuna,
investigando se a suplementacdo com Si durante a micropropagacdo da bananeira afeta
alguns componentes de resisténcia a murcha-de-fusario, a concentragdo de Si nos
tecidos vegetais e a anatomia dos tecidos radiculares; bem como se existe correlacdo
entre 0 comportamento destes componentes com a concentracdo de Si e as alteracfes

anatébmicas nos tecidos vegetais.

Material e Métodos

Micropropagacio das bananeiras ‘Maca’ e Pacovan Ken’ com silicio

O estabelecimento do material vegetal das bananeiras ‘Mag¢a’ e ‘Pacovan Ken’ foi
realizado em meio nutritivo MS basico (Murashig & Skoog, 1962), suplementado com
30 g L™ de sacarose e 18 g L™ de 4gar, sendo o pH ajustado para 5,7. A multiplicacio
dos explantes foi feita no mesmo meio de cultura, suplementado com 4,0 mg L™ de
benzilaminopurina (BAP), 30 g L™ de sacarose, 18 g L™ de 4gar, e as dosagens de
silicato de calcio (CaSiO3) ou de silicato de potéssio (K,SiO3) (0; 0,25; 0,5; 0,75e1g

L), sendo o pH ajustado para 5,7. Ja o enraizamento foi realizado em meio MS com
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metade da concentracdo de sais minerais, suplementado com 0,5 mg L™ de acido p—
naftalenoacético (ANA) e 1,0 mg L™ de BAP, e as dosagens de silicato de calcio e de
silicato de potassio, citadas anteriormente, sendo o pH ajustado para 5,7. Os explantes
foram dispostos sobre 20 mL de meio de cultura, em frascos com 10 cm de altura por 6
cm de didmetro e vedados com tampas de polipropileno e plastico do tipo PVC. O
experimento foi mantido a 25+2°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de
27,91 umoles.m™.s™, fornecida por lampadas brancas fluorescentes, durante 45 dias.

O processo de multiplicacdo foi realizado por meio de subcultivos das gemas
laterais, sendo efetuada a subdivisdo longitudinal dos explantes sempre que possivel
(Cronauer & Krikorian, 1984). A multiplicagdo foi realizada em 30 dias e o
enraizamento em 15 dias. Apos 0 enraizamento in vitro, as plantulas foram transferidas
para casa de vegetacdo em tubetes de 110 cm®, contendo substrato composto por areia,
terra preta e pd de coco (1:1: 0,5), com as seguintes caracteristicas: pH = 6,5; P
disponivel = 677 mg dm™; Na* = 1,27 cmolc dm™; K* = 2,51 cmolc dm™; Ca*? + Mg*?
= 6,6 cmolc dm™; Ca*? = 3,6 cmolc dm™®; AI*®* = 0,0 cmolc dm™; H+Al = 2,28 cmolc
dm?; C. 0. =17,6 g kg; M. O. = 30.4 g kg'; Si disponivel = 14,6 mg dm™, acrescido
das doses de silicato de calcio (CaSiO3) e silicato de potassio (K;SiOs3) (0; 0,25; 0,5;
0,75 e 1 g L™) permanecendo 45 dias em condicbes de umidade relativa de 85%,
sombreamento de 60% com intensidade luminosa de 10.357 lux, temperatura média de

32,5°C e irrigadas por microaspersdo para aclimatizacdo das plantas.

Infestacé@o do solo e quantificagdo dos componentes de resisténcia das bananeiras

‘Maca’ e ‘Pacovan Ken’ a murcha-de-fusario

O isolado monosporico da raca 1 de F. oxysporum f. sp. cubense (CMM 0807) foi
obtido da Colegdo de Culturas de Fungos Fitopatogénicos “Prof®. Maria Menezes” da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e cultivado em meio BDA
(Batata-Dextrose-Agar) sob fotoperiodo de 12 horas de luz/escuro e temperatura de 25 +
3° C. Os conidios de F. oxysporum f. sp. cubense foram obtidos de acordo com
Subramaniam et al. (2006). A suspensdo de conidios foi ajustada para 2,0 x 10° conidios
mL™.
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Plantas micropropagadas de bananeiras ‘Maca’ e ‘Pacovan Ken’, cultivadas por
45 dias em tubetes de 110 cm®, conforme ja descrito, foram inoculadas fazendo-se um
ferimento semicircular com auxilio de escalpelo, na regido da rizosfera proximo do
pseudocaule de cada planta, onde foram depositados 20 mL da suspenséo conidial. As
avaliacOes foram realizadas diariamente por 30 dias quanto a presenca de sintomas e
severidade da doenga com auxilio da escala de notas descritiva de 0 a 4 (Nielsen &
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) incidéncia da doenca, representada pela porcentagem de
plantas com sintomas em relacdo ao total de plantas inoculadas; b) periodo de incubagéo
(PI), representado pelo nuimero de dias entre a inoculacdo e o aparecimento dos
sintomas da doenca; c) indice de doenca (IDO) aos 30 dias, utilizando-se os dados de
severidade da doenca (McKinney, 1923); e d) area abaixo da curva de progresso da
doenga (AACPD) (Shaner & Finney, 1977).

Para cada cultivar de banana, o delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado com nove tratamentos (sem Si, quatro concentracdes de
silicato de célcio e quatro de silicato de potassio) e quatro repeticdes. A parcela

experimental foi composta de cinco tubetes contendo uma planta em cada.

Concentracéo de silicio nos tecidos vegetais

Foram coletadas, antes e ap0s aclimatizacdo, parte aérea (folhas + pseudocaule) e raizes,
que foram secas em estufa ventilada, a 60°C, por 72 horas e moidas, separadamente, em
micro moinho tipo Willey (TF-648, Tecnal, Brasil). A determinagdo de silicio foi
realizada pela metodologia proposta por Korndorfer et al. (2004). Para isso, 0,1 g da
amostra (parte aérea ou raizes, secas e moidas) foi pesada em tubo de polietileno e a
esta adicionados 2,0 mL de H,0,a 30% (v/v) e 3,0 mL de NaOH (25 mol L™). Os tubos
foram fechados e levados para digestdo em autoclave, por uma hora, a 123°C e 0,15
MPa.

Apos resfriamento, uma aliquota de 1 mL desse extrato foi transferida para
frasco com capacidade de 20 mL, sendo este volume completado com agua deionizada.

A concentracdo de silicio foi determinada por espectofotometria com monitoramento, a
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410 nm, da cor amarela do acido molibdosilicico formado ap6s reacdo entre silicio e
molibdato de aménio em meio HCI. Foi verificada a concentragdo de silicio na parte

aérea e raizes de trés diferentes plantas por tratamento.

Analises anatdmicas das raizes

Para estudos anatomicos foram preparadas laminas histologicas utilizando o terco
médio da maior raiz, coletada de trés diferentes plantas por tratamento antes e apos a
aclimatizacdo. As raizes foram fixadas em formalina-acido acético-alcool etilico (FAA)
preparado com etanol 50% por 48 horas (Johansen, 1940), desidratadas em série butilica
e infiltradas em Paraplast® (Kraus; Arduin, 1997). O material foi seccionado em
micrétomo rotatorio (8-12 um de espessura) e corado com solucdo aquosa de azul de
astra 0,5% e safranina 0,5% (Bukatsch, 1972). Os cortes histoldgicos foram analisados
em microscopio optico (Leica DM 500, Leica, Brasil) e fotografados com auxilio de
camera digital com zoom Optico de trés vezes (Leica ICC50 HD). As imagens foram
analisadas com o programa LAS EZ, medindo-se cinco campos por repeticao, para as
variaveis: EER = espessura da epiderme radicular, EC = espessura do cértex, EE =

espessura da endoderme e ECC = espessura do cilindro central.

Analises estatisticas

Para os componentes de resisténcia das bananeiras a murcha-de-fusario foram realizadas
analises de regressdo, desdobrando-se todos os graus de liberdade dos tratamentos em
efeitos de regressdo. Para cada varidvel estudada, uma equagdo de regressdo foi
ajustada, considerando-se os efeitos lineares e/ou quadraticos significativos na analise
de variancia (P<0,01). Para concentracdao de silicio e andlises anatomicas foram
realizadas andlises de variadncia com teste F de Fisher-Snedecor; cada varidvel foi
formada por dois niveis (silicato de calcio e silicato de potassio) e compararam-se as
médias pelo teste t de Student. Foram ainda calculados os coeficientes de correlagcdo de
Pearson entre as concentracdes de silicio e as analises anatbmicas com 0s componentes
de resisténcia a doenca. Os experimentos foram conduzidos duas vezes e como foi

detectada reprodutibilidade dos resultados, sem diferencgas significativas, realizou-se
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analise conjunta dos dados. As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do

programa Statistix for Windows® (versédo 9.0, Analytical Software Tallahassee).

Resultados

Quantificacao dos componentes de resisténcia das bananeiras ‘Maca’ e ‘Pacovan
Ken’ a murcha-de-fusario

A aplicacdo de Si antes e ap6s aclimatizacdo das mudas micropropagadas alterou os
componentes de resisténcia da murcha-de-fusario de diferentes formas.

Na cultivar Macé, as analises de regressdo (Fig. 1A, 1C, 1E) mostraram que a
elevacdo das doses de Si causou um aumento de forma quadratica (P<0,01) no PI. Os
primeiros sintomas da murcha-de-fusario foram observados quinze dias ap6s a
inoculacdo, como murcha das folhas inferiores em plantas ndo tratadas com Si. O PI foi
elevado de 15,1 para 16,7 dias. Com o incremento das doses de Si houve redug¢fes do
IDO e AACPD ajustadas ao modelo quadratico. Na dose 1,0 g L™ o silicato de célcio
reduziu IDO e AACPD em 22,2%. O silicato de calcio foi significativamente mais
eficiente que o silicato de potassio, reduzindo a IDO na maior dose (1,0 g L") e a
AACPD ja a0s 0,75 g L™*. N&o houve reducdo da incidéncia da doenga.

Na cultivar Pacovan Ken, resistente a doenca, com o incremento na
concentracdo de Si verificou-se 0 aumento do PI e decréscimo do IDO e AACPD, todos
ajustados ao modelo quadratico, resultando em reducdo da severidade da doenca (Fig.
1B, 1D, 1F). O PI foi elevado de 25 para 30 dias, considerando o tempo final de
avaliacdo conforme lamsupasit et al. (1993). SO as plantas sem Si apresentaram
sintomas da doenca, embora com baixa severidade, o0s quais ndo evoluiram
posteriormente. N&o houve sintomas nas plantas tratadas a partir da dose 0,25 g L™, ou
seja, 0 IDO e AACPD foram reduzidos em 100%. Ambos os silicatos apresentaram o

mesmo efeito, ndo diferindo entre si.

Concentracdo de silicio nos tecidos vegetais

A concentracdo de Si na parte aérea e raizes de ambas as cultivares e fontes, antes e
ap6s a aclimatizagdo foi maior na dose 1,0 g L™ em relagdo & testemunha sem Si

(Fig.2).
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Nas duas cultivares, antes da aclimatizacao, o silicato de célcio foi mais eficiente
que o silicato de potassio (P<0,05) em acumular Si na parte aérea (Fig. 2A e 2E). O
contrario aconteceu nas raizes, onde o silicato de potassio foi mais eficiente (Fig. 2C,
2G). Apos aclimatizacéo, 45 dias apés o plantio, ndo houve diferenca significativa entre
as fontes de Si (Fig. 2B, 2D, 2F, 2H).

Na parte aérea da cultivar Maca houve aumento de 6,4 % da concentracdo de Si
promovido pelo silicato de calcio, enquanto que o silicato de potassio promoveu um
aumento de 28,7%. Ja nas raizes, o silicato de calcio aumentou a concentracéo de Si em
28,5% e o silicato de potassio aumentou em 19,4%. Na parte aérea da ‘Pacovan Ken’
houve aumento de 5,4% da concentracdo de Si promovido pelo silicato de célcio,
enquanto que o silicato de potassio promoveu um aumento de 20,6%. J& nas raizes, o
silicato de calcio aumentou a concentracdo de Si em 11,5% e o silicato de potassio
aumentou em 2,8%.

Para as cultivares Maca e Pacovan Ken, tanto no silicato de célcio quanto no de
potassio, houve correlacdo positiva significativa (P<0,05) entre o Pl e a concentracdo de
silicio na parte aérea (‘Mac¢a’ SC: r=0,93 e SP: r=0,87; ‘Pacovan Ken’ SC: r=0,56 e SP:
r=0,59) e raizes (‘Mag¢a’ SC: r=0,90 e SP: r=0,89; ‘Pacovan Ken’ SC: r=0,56 e SP:
r=0,59). Para a cultivar Maca, na parte aérea, o silicato de calcio teve correlacdo
negativa significativa (P<0,05) entre o IDO e a concentragio de silicio (r=-0,68), e entre
a AACPD e a concentracdo de silicio (r=-0,80). Ja para o silicato de potassio esta
correlacdo ndo existiu. No entanto, nas raizes, as duas fontes de Si apresentaram
correlagdo negativa significativa (P<0,05) entre a IDO e a concentragdo de silicio (SC:
r=-0,69 e SP: r=-0,55), e entre a AACPD e a concentracdo de silicio (SC: r=-0,78 e SP:
r=-0,46). Para a cultivar Pacovan Ken, tanto a parte aérea quanto as raizes nas duas
fontes de Si, apresentaram correlagdo significativa negativa (P<0,05) entre a IDO ¢ a
concentracdo de silicio (SC: r = -0,56 e SP: r = -0,59) e entre a AACPD e a
concentracdo de silicio (SC: r=-0,71 e SP: r =-0,75).

Analises anatdmicas das raizes

Antes e ap0s a aclimatizacdo das plantas, as espessuras da epiderme radicular, cortex,
endoderme e cilindro central das bananeiras ‘Macd’ e ‘Pacovan Ken’ foram

influenciadas pelas fontes de Si. O silicato de calcio foi mais eficiente que o silicato de
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potassio no aumento da espessura da epiderme radicular, cortex e cilindro central,
enquanto o silicato de potassio foi mais eficiente no aumento da espessura da
endoderme (Fig. 5).

Em ‘Maga’, ap0s a aclimatizagdo, houve aumentos de 21,2; 24,8; 21,2 e 23,9%
na espessura da epiderme radicular, cortex, endoderme e cilindro central,
respectivamente, promovido pelo silicato de calcio, enquanto que o silicato de potassio
promoveu aumentos de 8, 9; 2,1; 7,7 e 1,4%, respectivamente (Fig. 3A, 3B, e 3C). Em
‘Pacovan Ken’, ap0s a aclimatizacdo, houve aumentos de 19,4; 43,0; 2,9 e 39,7% na
espessura da epiderme radicular, cortex, endoderme e cilindro central, respectivamente,
promovidos pelo silicato de célcio, enquanto que o silicato de potéssio promoveu
aumentos de 6,3; 17,1; 3,9; e 11,3%, respectivamente (Fig. 4D, 4E e 4F).

Na banana ‘Maca’ cultivada com silicato de calcio houve correlacdo
significativa positiva (P<0,05) entre o PI e todas as varidveis anatomicas (EER: r=0,85;
EC: r=0,82; EE: r=0,79; ECC: r=0,64), bem como correlagdo significativa negativa
(P<0,05) entre IDO ¢ as variaveis anatomicas (EER: r=-0,54; EC: r=-0,71; EE: r=-0,62;
ECC: r=-0,54), e entre AACPD e as variaveis anatémicas (EER: r=-0,72; EC: r=-0,77;
EE: r =-0,80; ECC: r=-0,65). J& com o silicato de potassio, esta correlacdo positiva so
foi observada entre Pl com a espessura do coértex (r=0,79), endoderme (r=0,93) e
cilindro central (r=0,77). Correlacdo negativa s6 foi encontrada entre IDO e espessura
da endoderme e (r=-0,46). Na ‘Pacovan Ken’ cultivada tanto no silicato de calcio
quanto no de potassio houve correlacdo significativa positiva entre o Pl e todas as
variaveis anatdbmicas (SC - EER: r=0,62; EC: r=0,65; EE: r=0,39; ECC: r=0,70 e SP -
EER: r=0,48; EC: r=0,57; EE: r=0,64; ECC: r=0,60), bem como correlagédo negativa
entre IDO e as variaveis anatdmicas (SC- EER: r=-0,62; EC: r=-0,65; EE: r=-0,39;
ECC: r=-0,70 e SP- EER: r=-0,48; EC: r=-0,57; EE: r=-0,64; ECC: r=-0,60) e entre
AACPD e as variaveis anatdbmicas (SC- EER: r=-0,80; EC: r=-0,82; EE: r=-0,53; ECC:
r=-0,89 e SP- EER: r=-0,64; EC: r=-0,75; EE: r=-0,85; ECC: r=-0,77).

Discussao

O silicio tem efeito evidente na reducdo de vérias doencas de plantas
(Korndorfer & Oliveira, 2010), inclusive em bananeira, na podridao radicular (Vermeire

et al., 2011), sigatoka negra (Kablan et al., 2012) e murcha-de-fusario (Conceicao,
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2010; Fortunato et al., 2012); bem como favorece a melhoria estrutural e fisiologica de
plantas micropropagadas (Adatia & Besford, 1986; Zhou, 1995; Silva, 2007; Soares et
al., 2007; Braga et al., 2008, 2009; Asmar et al., 2011). Neste trabalho, o uso de silicio
na micropropagacdo de bananeiras ‘Mac¢a’ e ‘Pacovan Ken’ adiou o aparecimento da
murcha-de-fusario (PI) e diminuiu a severidade da doenga (IDO e AACPD). Na cultivar
Mag4, suscetivel a doenca, a severidade foi reduzida em até 22,2% com o silicato de
calcio (Fig 1). Pesquisas com Si em bananeira tém obtido indices variaveis de redugédo
da severidade de doengas. Com relagdo a murcha-de-fusario, o tratamento com
Agrosilicio® no solo para cultivo de ‘Magd’ e ‘Grande Naine’ reduziu a AACPD em
47,0% (Conceicdo, 2010), entretanto, a area abaixo da curva de progresso dos sintomas
reflexos da doenga em bananeira ‘Mag¢a’ foi reduzida em apenas 12,4% pela aplicacdo
de silicato de célcio ao solo (Fortunato et al., 2012). Ja Vermeire et al. (2011)
obtiveram reducdo de aproximadamente 50% da severidade da podridao radicular da
bananeira (Cylindrocladium spathiphylli) pela adicdo de 2 mM de Si, na forma de
silicato de célcio em solo em casa de vegetacdo. Desta forma, os indices de reducéo de
severidade obtidos neste trabalho estdo dentro das respostas até agora encontradas na
literatura, com o diferencial que foram iniciados na fase in vitro da propagacao das
plantas de bananeira, proporcionando mais um método alternativo para controle da
doenca, que seria a produgdo de mudas silicatadas. Até onde vai o conhecimento atual
da literatura especializada, este tipo de trabalho ainda ndo foi realizado visando o
controle especifico de doencas, mas sim o aumento de vigor de plantas de gérbera
(Silva, 2007), morango (Braga et al., 2009), orquidea (Soares et al., 2011) e banana
(Asmar et al., 2011). E importante enfatizar que o Si também produz efeitos benéficos
em doencas foliares da bananeira, pois 0 uso de &cido silicico em campo, reduziu em
média 45,3% dos sintomas de sigatoka negra (Kablan et al., 2012).

Antes da aclimatizacdo, a concentracdo de Si na folha foi maior quando o
silicato de célcio foi acrescido ao meio de cultivo (Fig. 2 A, E), devido a maior absorcao
deste elemento pelas raizes e posterior translocacdo para a parte aérea, justificando,
assim, as baixas concentracfes de Si observadas nas raizes destes tratamentos (Fig. 2C,
G). E importante salientar que o acido monosilicico, forma pela qual o Si é absorvido,
compete com o Ca por sitios de ligacdo na parede celular de plantas, devido a sua
afinidade por &cidos organicos, alcoois polihidricos, lignina, carboidratos e alguns

compostos fendlicos (Inanaga & Okasaka, 1995). Quando o silicato de potassio foi
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utilizado, o silicio concentrou-se nas raizes, indicando reduzida distribuicdo e
translocacdo para as folhas. O mesmo foi verificado por Asmar et al. (2011), quando
usou silicato de calcio, silicato de potassio e silicato de sdédio na micropropagacdo de
bananeira ‘Maca’. De forma geral, o silicio tende a se concentrar nos tecidos de
sustentacdo do caule, nas folhas e, em menores concentracGes, nas raizes (Elawad &
Green Junior, 1979).

Apos a aclimatizagdo, a concentracdo de Si nos tecidos vegetais ndo dependeu
da fonte de Si utilizada, mas sim das doses de Si no meio de cultura (Fig. 2). Esse
resultado confirma o de Henriet et al. (2006) que relataram o acimulo de silicio em
plantas jovens de bananeira dependente da concentracdo de Si na solugéo, ou seja uma
relacdo dose-resposta a absorcdo deste elemento. Além disso, neste estudo verificou-se,
também, que as bananeiras continuavam a acumular Si, mesmo 45 dias apds
aclimatizacdo, concordando com Fortunato et al. (2012), que relataram aumento
significativo da concentracdo de Si de 8 para 24, 32 e 40 dias apds a inoculacdo de F.
oxysporum f. sp. cubense em mudas de bananeira ‘Maga’ e ‘Grande Naine’.

O transporte radial de Si da solucdo externa para as raizes inclui transportadores
de influxo e efluxo. O Lsl1 é um transportador de influxo do Si da solucédo externa as
células de raizes (Ma et al., 2006, 2008), enquanto o Ls2 é o transportador de efluxo
capaz de transportar Si para fora das células. No sistema radicular, o Ls1 encontra-se
nas raizes principais e laterais, mas ndo nos pélos absorventes (Oliveira et al., 2010).

Além disso, a absorcdo de Si na regido apical das raizes (0 a 10 mm), que
constitui o meristema apical e na zona de alongamento é mais baixa do que nas regides
basais (> 10 mm) (Yamaji & Ma, 2007). Portanto, no presente trabalho, o terco médio
da maior raiz foi uma boa escolha para verificar a concentragdo de Si no tecido
radicular, pois as raizes formadas in vitro sdo pouco funcionais por ndo apresentarem
pelos radiculares (MacClelland et al., 1990). Isto indica, provavelmente, que a
informac&o genética para codificacdo do transportador Ls1 estava no explante e que sua
inoculacdo em meio de cultura contendo este elemento, permitiu sua expresséo e o
influxo do Si.

A absorcdo de Si também esta relacionada a alguma forma de defesa da planta,
seja ela contra estresse bidtico ou abidtico. Assim, as plantas absorvem mais deste
elemento em condicOes de estresse e com isso aumentam a resisténcia as condi¢des

adversas (Oliveira et al., 2010). Provavelmente, neste trabalho houve uma maior
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absorcdo do Si pelas mudas de bananeira micropropagadas, ja que o processo de
micropropagacdo causa elevado estresse ao tecido vegetal durante a preparacdo do
explante e ao longo do cultivo in vitro, devido a composicdo dos meios de cultura e aos
fatores ambientais (Camara & Willadino, 2005). A quantidade de Si a ser adicionada ao
meio de cultura precisa ser definida ou calculada com bastante critério, pois segundo
Korndorfer et al. (2004), quanto mais Si for absorvido pela planta, maiores séo as
chances de resultados promissores no controle de doencas.

A presenca de silicio nos tecidos da testemunha, cultivada em meio MS sem
silicio, pode ser explicada pelo fato do Si ser um elemento muito abundante na natureza,
estando presente em toda parte, inclusive na dgua (Luz et al., 2006). No entanto, ndo ha
como confirmar esta hipotese, pois ndo foi medida a quantidade deste elemento na agua
utilizada para o preparo do meio de cultura.

A bananeira é uma monocotiledénea e, em geral, o conteddo médio de Si nas
raizes € menor quando comparado com o pseudocaule e folhas (Fortunato et al., 2012).
A maior parte do Si transportado das raizes pela corrente transpiratéria é acumulado e
precipitado como SiO, em érgdos da parte aérea, tornando-se imével (opala biogénica)
e, portanto, ndo sendo redistribuido (Jones & Handreck, 1967). Mais uma vez, a
bananeira comportou-se como acumuladora de silicio (0,94 e 1,09 g kg™) concordando
com Jauhari et al. (1974) e Kablan et al. (2012), os quais verificaram uma variacdo de
0,7-3,8 dag kgt e 1 a 2,8 dag kg™ de Si nas folhas de plantas jovens de bananeira,
respectivamente. A cultivar Pacovan Ken (AAAB), lancada em 2004-2005, ainda nao
estudada quanto ao Si, teve comportamento similar ao das tripléides ‘Maga’ e ‘Grande
Naine’ (Asmar et al., 2011; Fortunato et al., 2012) em relacdo a acumulacdo deste
elemento nos tecidos.

Mesmo apresentando uma menor concentracdo de Si em relacdo a parte aérea, as
duas fontes de Si promoveram melhoria na estruturagdo das raizes da bananeira ‘Maga’
e ‘Pacovan Ken’. O silicato de célcio foi mais eficiente que o silicato de potéssio no
aumento da espessura da epiderme radicular, cortex e cilindro central, ocorrendo o
contrario no caso da espessura da endoderme (Fig. 5). Estas modificacGes fortalecem as
raizes e promovem o seu funcionamento, favorecendo a translocacdo do Si para parte
aérea, ja que as raizes produzidas in vitro sdo fracas e pouco funcionais, por nao
apresentarem pélos radiculares, além de propiciarem pobre conexdo vascular com a

parte aérea das plantas, resultando numa restrita transferéncia de agua e nutrientes para
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a parte aérea, comprometendo o crescimento (Pierik, 1990; MacClelland, et al.,1990).
No presente trabalho, o Si foi facilmente absorvido, pois ndo dependeu dos pélos
radiculares para esta absorcdo e prontamente translocado para a parte aérea da planta,
por ter melhorado a estruturagéo das raizes.

Apos a aclimatizacdo, os aumentos médios de espessura da epiderme radicular,
cortex, endoderme e cilindro central variaram de 21,2 a 24,8% para o silicato de calcio e
1,4 a 8,9% para o silicato de potassio, respectivamente. O processo de aclimatizagdo de
plantas consiste em modificagdes morfoldgicas, anatdmicas e fisioldgicas, como forma
de diminuir a possibilidade de estresse, para que as mesmas possam sobreviver e crescer
vigorosamente em um novo ambiente (Hararika, 2003). Esse processo tem sido um
grande entrave para a micropropagacdo de muitas espécies e sua otimizacdo pode
melhorar ainda mais a eficiéncia na sobrevivéncia e vigor das mudas (Pereira et al.,
2005). O uso de silicio contribui para a qualidade final do vegetal, pois seu acimulo na
parede celular permite protecdo as plantas, aumento da capacidade fotossintética,
reducdo de perda de &gua e, ainda, promove um maior crescimento (Epstein, 1999).

Em geral, para ambas as cultivares e fontes de Si foram observadas correlagdes
da concentracdo de Si nos tecidos e variaveis anatdmicas das raizes, positivas com o Pl
e negativas com IDO e AACPD, exceto para silicato de potassio em bananeira ‘Maca’.
A verificacdo dessas correlacdes indica que, a adicdo de silicatos ao meio de
micropropagacdo de mudas de bananeira, resulta em geral no aumento da concentracao
de Si nos tecidos vegetais e maior estruturacdo das raizes, o que contribui para a
reducdo da severidade da murcha-de-fusario em mudas silicatadas.

Os componentes da resisténcia de bananeira a doenca foram influenciados pelo
Si, mostrando o papel benéfico deste elemento na reducdo dos sintomas da murcha-de-
fusario. Além disso, as mudas tratadas com o Si apresentaram elevados teores deste
elemento nas raizes e parte aérea, bem como melhor estruturacao dos tecidos das raizes.

Portanto, uma vez que, cultivares resistentes a murcha-de-fusario com
caracteristicas agronémicas aceitaveis sdo praticamente inexistentes, o uso de mudas
micropropagadas com fontes de Si solUvel pode tornar-se uma nova tecnologia a ser
incluida no manejo integrado da doenca, principalmente no caso de bananeiras

suscetiveis, a exemplo da cultivar Maga.
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Figura 1 Efeito de dosagens de silicato de calcio (SC) e de silicato de potassio (SP) no
controle da murcha-de-fusario causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense raca 1,
inoculado aos 45 dias apo6s inicio da aclimatizagéo, avaliado pelo periodo de incubacéo
(PI), indice de doenca (IDO) e érea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
em mudas de bananeira das cultivares Macé (A, C, E) e Pacovan Ken (B, D, F). Cada
ponto representa a média de cinco repeticdes. As barras representam o desvio padrao
das médias. Médias dos tratamentos SC e SP seguidas por * diferem entre si pelo teste t

ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 2 Efeito de dosagens de silicato de calcio (SC) e de silicato de potassio (SP) na

concentra¢do de silicio (Si) na parte aérea e raizes de bananeira ‘Maga’ e ‘Pacovan Ken’

cultivadas antes da aclimatizacdo por 45 dias (A, C, E, G) e ap6s aclimatizacao por 45

dias (B, D, F, H). Cada ponto representa a media de trés repeticdes. As barras

representam o desvio padrdo das médias. Médias dos tratamentos SC e SP seguidas por

* diferem entre si pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 3 Efeito de dosagens de silicato de célcio (SC) e de silicato de potassio (SP) na

espessura da epiderme radicular, cortex, endoderme e cilindro central de raizes de

bananeira ‘Magad’ cultivada antes da aclimatiza¢do por 45 dias (A, C, E, G) e apds a

aclimatizacdo por 45 dias (B, D, F, H). Cada ponto representa a média de trés

repeticbes. As barras representam o desvio padrdo das médias. Médias dos tratamentos

SC e SP seguidas por * diferem entre si pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 4 Efeito de dosagens de silicato de calcio (SC) e de silicato de potassio (SP) na

espessura da epiderme radicular, cortex, endoderme e cilindro central de raizes de

bananeira ‘Pacovan Ken’ cultivada antes da aclimatizagdo por 45 dias (A, C, E, G) e

apos a aclimatizagdo por 45 dias (B, D, F, H). Cada ponto representa a média de trés

repeticdes. As barras representam o desvio padrdo das médias. Médias dos tratamentos

SC e SP seguidas por * diferem entre si pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 5 Efeito de dose de 1,0 g L™ de silicato de célcio (SC) (B e E) e de silicato de potassio (SP) (C e F) na espessura da epiderme radicular
(Epr), cortex, endoderme (Endo) e cilindro central (CC) de raizes de bananeira ‘Mag¢a’ (A, B, e C) e ‘Pacovan Ken’ (D, E e F) cultivada apds a
aclimatizacdo por 45 dias.
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Silicio na micropropagacao visando o manejo do moko da bananeira
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SILICIO NA MICROPROPAGACAO VISANDO O MANEJO DO
MOKO DA BANANEIRA

C. L. Rollemberg!, K. C. S. Felix!, L. A. Santos', A. C. B. Barros?, E. B. Souza', R.
L. R. Mariano™®

!Laboratdrio de Fitobacteriologia, Programa de P6s-Graduacéo em Fitopatologia,
Departamento de Agronomia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Dom Manoel de
Medeiros, S/N, Dois Irm&os,52171-900, Recife, Pernambuco, Brasil

2 Centro de Tecnologia Estratégicas do Nordeste (CETENE), Recife, Brasil.

RESUMO
Foi avaliado o uso do silicio (Si) na micropropagacdo de bananeira ‘Maga’ ¢

‘Pacovan Ken’ visando a reducdo da severidade do moko da bananeira, causada pela
Ralstonia solanacearum raga 2. As mudas de bananeira foram produzidas in vitro com
adicdo de silicato de célcio e silicato de potassio (0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1 g L™) a0 meio de
cultivo MS nas fases de multiplicagdo e enraizamento. Apds o cultivo in vitro, as
plantas foram transferidas para tubetes contendo substrato acrescido das mesmas fontes
de Si, e mantidas em casa de vegetacdo por 45 dias, quando foram inoculadas com R.
solanacearum. Nas cultivares Macd e Pacovan Ken, a elevacdo das doses de Si
promoveu aumento no periodo de incubagdo (PI) e reducbes do indice de doenca (IDO)
e a 4rea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Na dosagem de 1,0g L™, a
AACPD foi reduzida em até 27,3%. Em bananeira ‘Maca’ o silicato de célcio foi mais
eficiente que o silicato de potassio (P=0,05), enquanto na ‘Pacovan Ken’ nao houve
diferenca. Nas duas cultivares, plantas tratadas com Si, apresentaram de maneira geral,
concentracOes de clorofilas a, b e total maiores que as plantas Si- até os seis dias apos
inoculacdo, o que pode ter influenciado o Pl da doenca. Em geral, tanto as enzimas
relacionadas ao estresse oxidativo (CAT, SOD e APX), quanto as de defesa da planta
(POX, PFO, GLU e QUI), tiveram suas atividades aumentadas nos tratamentos com
silicio, especialmente com silicato de célcio, indicando uma possivel participacdo na

reducdo da severidade da doenca.

3Autor para correspondéncia: R. L. R. Mariano
Fax: +55.81.3320-6205
E-mail: rrmbac@gmail.com
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Palavras-chave: Ralstonia solanacearum, ‘Macé’, murcha bacteriana, cultura de tecido,

‘Pacovan Ken’, resisténcia.

INTRODUCAO

A bananeira é afetada por diversos problemas fitossanitarios, dentre os quais o
moko ou murcha bacteriana causado por Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et
al. raca 2. No Brasil, esta bactéria € uma praga quarentenaria A2, que ocorre nos estados
do Amazonas, Amapa, Pard, Acre, Rondbnia, Roraima e Sergipe. No Amazonas, em
2001, o moko da bananeira foi detectado em cinco dos 15 municipios visitados, com
prevaléncia variando entre 11 a 100% das propriedades (Coelho Neto e Nutter Jr.,
2005). No Nordeste, foram detectados focos do moko da bananeira na Paraiba, Ceara
(Ponte e Freire, 1972), Sergipe (Cares, 1988) e Alagoas (Takatsu, 2001). Em Sergipe, a
deteccdo foi feita em 1987, em areas irrigadas do Projeto Cotinguiba, municipio de
Propria, bem como no Projeto Betume, municipio de Neopolis. Estes focos foram
erradicados e a area ficou sob vigilancia fitossanitaria (Silva, 1997). O moko da
bananeira continua ocorrendo na regido do baixo S&o Francisco sergipano, porém com
baixa prevaléncia, indicando que o foco estd sob satisfatorio controle quarentenario
(Talamini et al., 2010). Em Alagoas, a doenca foi detectada no municipio de Igreja
Nova e erradicada e estd atualmente sob monitoramento (Amorim et al., 2006). Em
Pernambuco, as regides produtoras de banana estdo livres desse patdgeno, mas a doenca
foi relatada em helicdnias, tanto neste estado (Assis et al., 2005) quanto no Amazonas
(Coelho Netto et al., 2004).

Por ser uma bactéria muito varidvel e adaptada a uma grande gama de
hospedeiros e condic¢des climaticas, R. solanacearum tem sido classificada ao nivel
infraespecifico em cinco racas (He et al., 1983) e seis biovares (Hayward, 1964). Com o
advento das técnicas moleculares, a taxonomia de R. solanacearum foi revisada e,
atualmente, é considerada um complexo de espécies, sendo classificada em filotipos (I-
IV), sequevares (1-51), clones ou linhagens clonais e biotipos (1-11) (Fegan e Prior,
2005; Xu et al., 2009). Mais recentemente, Remenant et al. (2011) propuseram duas

novas espécies, além da R. solanacearum e trés subespécies.
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O controle de R. solanacearum é muito dificil, principalmente devido a ampla
gama de hospedeiros, alta variabilidade genética e sobrevivéncia no solo por longos
periodos a grandes profundidades, tornando o controle quimico inviavel e
antieconémico (Hayward, 1994; Lopes e Quezado-Soares, 1997). Os métodos de
controle da doenca estdo baseados em praticas culturais, como eliminacdo de raquis
florais, plantas ou materiais vegetativos contaminados e no ensacamento dos frutos
(Freitas; Aguilar Vildoso, 2004; Bringel et al., 2001). N&o existem medidas de controle
eficientes ou variedades resistentes disponiveis que tenham qualquer nivel de resisténcia
ou tolerancia a doenca, sendo, entdo, tomadas medidas de exclusdo, que visam impedir
que a doenca atinja novas areas (Agrios, 2005). Os prejuizos causados as plantagdes de
bananeira podem chegar até 100%, em condicdes favoraveis (Talamini et al., 2010).

Uma medida alternativa para o controle de doencas de plantas € o aumento da
resisténcia mediante a nutricdo mineral. O silicio (Si) ndao é considerado elemento
essencial as plantas porque nao atende aos critérios diretos e indiretos de essencialidade
(Mengel e Kirkby, 2001), porém promove o fortalecimento das plantas, por sua
deposicdo, acumulacdo e expansdo na parede celular (Epstein, 1999). A inducdo de
resisténcia com envolvimento dos silicatos tem sido evidenciada pelo espessamento da
parede celular, aumento da lignificacéo, ativacdo de mecanismos especificos como a
produgdo 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), murcha bacteriana do tomateiro (Ayana et al., 2011; Dannon e Wydra, 2004;
Diogo e Wydra, 2007), mancha angular do algodoeiro (Oliveira et al., 2012) e murcha
bacteriana do pimentdo (Alves, 2012). Outra forma de utilizacdo do Si é na
micropropagagao de plantas, onde podem promover o crescimento, tanto antes quanto
ap6s a aclimatizagdo. Em bananeira, o silicio adicionado ao meio de cultivo,
proporcionou adequado desenvolvimento das plantas antes da aclimatizacdo (Asmar et
al., 2011), enquanto que aplicado ao solo para cultivo de plantas micropropagadas

promoveu o controle da murcha-de-fusario (Conceigdo, 2010; Fortunato et al., 2012).
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A despeito da importancia do moko da bananeira para o Norte e Nordeste do
Brasil, nenhuma pesquisa sobre a influéncia do Si neste patossistema tem sido
conduzida. Portanto, os objetivos deste trabalho foram: verificar se a suplementagéo
com Si durante a micropropagagdo de bananeira ‘Maca e ‘Pacovan Ken’ afeta alguns
componentes da resisténcia a0 moko da bananeira e averiguar possiveis mecanismos

envolvidos nesta resisténcia.
MATERIAL E METODOS

Micropropagaciao das bananeiras ‘Mac¢d’ e ‘Pacovan Ken’ com silicio. O
estabelecimento do material vegetal das bananeiras ‘Magd’ e ‘Pacovan Ken’ foi
realizado em meio nutritivo MS basico (Murashig e Skoog, 1962), suplementado com
30 g L™ de sacarose e 18 g L™ de 4gar, sendo o pH ajustado para 5,7. A multiplicacio
dos explantes foi feita no mesmo meio de cultura, suplementado com 4,0 mg L™ de
benzilaminopurina (BAP), 30 g L™ de sacarose, 18 g L™ de 4gar, e com as doses O;
0,25; 0,5; 0,75 e 1 g L™ de silicato de calcio (CaSiOs) ou silicato de potassio (K,SiOs),
sendo o pH ajustado para 5,7. O enraizamento foi realizado em meio MS com metade
da concentragdo de sais minerais, suplementado com 05 mg L' de é&cido p-—
naftalenoacético (ANA) e 1,0 mg L™ de BAP, e com as doses de silicato de célcio e
silicato de potassio, citadas anteriormente, sendo o pH ajustado para 5,7. Os explantes
foram dispostos sobre 20 mL de meio de cultura, em frascos com 10 cm de altura por 6
cm de didmetro e vedados com tampas de polipropileno e plastico do tipo PVC. O
experimento foi mantido a 25+2°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de
27,91 umoles.m™.s™, fornecida por lampadas brancas fluorescentes, durante 45 dias.

O processo de multiplicacdo foi realizado por meio de subcultivos das gemas
laterais, sendo efetuada a subdivisdo longitudinal dos explantes sempre que possivel
(Cronauer e Krikorian, 1984). A multiplicagdo foi realizada em 30 dias e o
enraizamento em 15 dias. ApOs o enraizamento in vitro, as plantas foram transferidas
para casa de vegetacdo em tubetes de 110 cm?®, contendo substrato (areia, terra preta e
po de coco (1:1: 0,5), com as seguintes caracteristicas: pH = 6,5; P disponivel = 677 mg
dm™; Na* = 1,27 cmolc dm™; K* = 2,51 cmolc dm™; Ca*? + Mg*? = 6,6 cmolc dm;
Ca*? =3,6 cmolc dm™; AI*®* = 0,0 cmolc dm™; H+Al = 2,28 cmolc dm™; C. 0. = 17,6 g
kg M. O. = 30.4 g kg™*; Si disponivel = 14,6 mg dm™) acrescido das doses 0; 0,25;



129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161

79

0,5; 0,75 e 1 g L™ de silicato de calcio (CaSiOs) ou silicato de potassio (K,SiOs). Nesta
fase de aclimatizacgdo, as plantas permaneceram por 45 dias em condigdes de umidade
relativa de 85%, sombreamento de 60% com intensidade luminosa de 10.357 lux e

temperatura média de 32,5°C, sendo irrigadas por microaspersao.

Infestacdo do solo e quantificagdo dos componentes de resisténcia do moko
da bananeira. O isolado de R. solanacearum raga 2 (Cotpin 2: filotipo Il, biovar 3) foi
obtido da Colecdo de Bactérias Fitopatogénicas do Laboratorio de Fitopatologia da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA) Tabuleiros Costeiros e
cultivado em meio Agar Nutritivo-Dextrose-Extrato de levedura (NYDA) (Pusey e
Wilson, 1984). A suspensdo bacteriana foi ajustada em fotocolorimetro (Analyser®) a
570 nm de absorbancia (Aszonm) para 0,36 que corresponde a 1,0 x 10°UFC mLt.

Plantas micropropagadas de bananeiras ‘Macga’ ¢ ‘Pacovan Ken’, cultivadas por
45 dias em tubetes de 110 cm® foram inoculadas fazendo-se um ferimento semicircular
com auxilio de escalpelo, no solo perto do pseudocaule de cada planta, onde foram
depositados 20 mL da suspenséo bacteriana. As avaliagdes foram realizadas por 30 dias
quanto a presenca de sintomas e severidade da doenca com auxilio da 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) incidéncia da
doenca, representada pela porcentagem de plantas com sintomas em relacdo ao total de
plantas inoculadas; b) periodo de incubacdo (PI), representado pelo nimero de dias
entre a inoculacdo e o aparecimento dos sintomas da doenca; c) indice de doenga (IDO)
aos 30 dias, utilizando-se os dados de severidade da doenca (McKinney, 1923); e d)
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) (Shaner e Finney, 1977).

Para cada cultivar de banana, o delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado com nove tratamentos (sem Si, quatro concentra¢des de
silicato de célcio e quatro de silicato de potéssio) e quatro repeticdes. Cada parcela

experimental foi composta de cinco tubetes com uma planta cada.

Determinagcdo das concentragdes de clorofila no tecido foliar. A
quantificacdo dos teores de clorofila a, b e total foi feita de acordo com Arnon (1949),
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0, 6 e 12 dias apos a inoculagdo do patdgeno. Amostras de 0,5 g da terceira folha, de
trés plantas de cada tratamento foram maceradas em nitrogénio liquido, filtradas e o
volume completado em baldo volumétrico de 25 mL com acetona 80%. Em seguida, o
material foi centrifugado, a 8.000 x g, por 15 minutos. Os sobrenadantes foram
coletados para determinacédo, em espectrofotdmetro (663 nm e 645 nm), dos teores dos

pigmentos e os resultados foram expressos em pg mL™ de massa fresca.

Determinacdo das atividades enzimaticas. Para avaliar a atividade enzimatica
foram utilizadas mudas de bananeiras ‘Mag¢a’ e ‘Pacovan Ken’ produzidas in vitro na
dose de 1,0 g L™* de silicato de célcio e silicato de potassio. O experimento foi realizado
da mesma forma do estudo de quantificagdo de componentes de resisténcia da bananeira
ao moko. Os pseudocaules das mudas micropropagadas com silicato de calcio, silicato
de potassio e sem silicio (Si-) foram coletados nos tempos 0, 6 e 12 dias apos a
inoculacdo sendo imediatamente congelados em nitrogénio liquido e conservados em
freezer a -20 °C. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com trés repeti¢des, constituidas por uma planta cada.

Para determinar a quantidade de proteinas solUveis totais e atividade enzimatica,
0,5 g do pseudocaule foram macerados em nitrogénio liquido. Foram acrescentados
0,05g de polivinilpirrolidona (PVP) mais 4 mL do tampé&o fosfato de potassio (50 mM),
pH 7,0, contendo KH,PO, e 1 mM de EDTA. O extrato bruto foi colocado em tubos, 0s
quais foram centrifugados (10.000 rpm a 4°C, 10 min), sendo 0s extratos enzimaticos
armazenados em tubos eppendorf. Os sobrenadantes foram conservados em freezer a -
20°C. A concentracdo de proteinas sollveis totais (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
160 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-
nitrotetrazdlio pelo extrato enzimatico. As atividades da peroxidase (POX, EC 1.11.1) e
polifenoloxidase (PFO, EC 1.10.3.1) foram determinadas pela oxidacdo 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) utilizando-se a degradac¢do do substrato
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laminarina. Por altimo, a quitinase (QUI, EC 3.2.1.14) foi determinada como descrito
por Harman et al. (1993). Todas as atividades enziméticas foram medidas em U min™

mg™ proteina solGvel.

Analises estatisticas. Para os componentes de resisténcia das bananeiras ao moko
foram realizadas analises de regressdo, desdobrando-se todos os graus de liberdade dos
tratamentos em efeitos de regressdo. Para cada componente, uma equagao de regressao
foi ajustada, considerando-se os efeitos lineares e/ou quadraticos significativos na
analise de variancia (P<0,01). Cada variavel foi formada por dois niveis (silicato de
calcio e silicato de potassio) e as médias foram comparadas pelo teste t de Student ao
nivel de 5% de probabilidade. Para concentracdo de clorofilas e atividades enzimaticas
foram realizadas analises de variancia com teste F de Fisher-Snedecor. Cada fator foi
formado por trés niveis (silicato de célcio, silicato de potassio e sem Si) e as médias
comparadas pelo teste Least Significant Difference (LSD) ao nivel de 5% de
probabilidade. Os experimentos foram conduzidos duas vezes e como foi detectada
reprodutibilidade dos resultados, sem diferencas significativas, realizou-se analise
conjunta dos dados. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa

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

RESULTADOS

Quantificacido dos componentes de resisténcia das bananeiras ‘Macid’ e
‘Pacovan Ken’ ao moko da bananeira. Na cultivar Macd, as anélises de regressao
(Fig. 1A, C e E) mostraram que a elevagdo das doses de Si promoveu um aumento de
forma linear (silicato de célcio) e quadratica (silicato de potassio) (P<0,01) no PI (Fig
1A). O inicio da murcha foi adiado significativamente (P<0,05) de 5 para 7 dias apés a
inoculacdo, em plantas tratadas com silicato de célcio. As reducdes do IDO (Fig. 1C)
também seguiram os ajustes do modelo linear para o silicato de calcio e quadratico para
o silicato de potéassio. O silicato de célcio foi significativamente mais eficiente (P<0,05)
que o de potassio, na reducdo da IDO a partir de 0,75 g L™. J&4 na AACPD, com o
incremento das doses de Si houve reduc@es ajustadas ao modelo quadratico para ambas
as fontes de Si utilizadas, as quais ndo diferiram entre si (P<0,05). Na dose 1,0 g L™, o
silicato de calcio promoveu reducdes de IDO e AACPD de 21,2 e 27%,
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respectivamente, enquanto o silicato de potassio reduziu as mesmas variaveis em 12,5 e
27,3%. N&o houve reducéo da incidéncia da doenca.

Na cultivar Pacovan Ken, as analises de regressao (Fig. 1B, D e F) mostraram
que a elevacdo das doses de Si aumentou de forma quadratica o PI, de 5 para 6 dias
(P<0,01) (Fig. 1B). Houve redugdes do IDO e AACPD também ajustadas ao modelo
quadrético (Fig. 1D e F). N&o houve diferenca significativa entre os silicatos (P<0,01)
para Pl e AACPD (P<0,01) (Fig. 1B, e F). O silicato de potéssio foi significativamente
(P=0,05) mais eficiente que o silicato de calcio na reducéo do IDO a partir de 0,25 g L™
Na dose 1,0 g L™, o silicato de potassio e calcio reduziram o IDO em 12,5 e 10%,
respectivamente e ambos os silicatos reduziram a AACPD em 26,9%. N&o houve
reducédo da incidéncia da doenca.

Determinacdo dos teores de clorofila no tecido foliar. Nas duas cultivares
Maca e Pacovan Ken, apds aclimatizacdo (tempo 0) as concentracGes de clorofila a, b e
total foram significativamente maiores (P<0,05) em plantas suplementadas com Si do
gue em plantas Si- (Fig. 2).

Na cultivar Macd, com a evolugdo da doenca aos 6 e 12 dias apds inoculagdo
(dai), as concentragdes de clorofila a, b e total foram reduzidas nas plantas tratadas e
ndo tratadas com Si (Fig. 2A, 2C e 2E). As plantas Si- apresentaram sempre
concentracOes de clorofila a e total significativamente menores (P<0,05) em relacéo as
plantas suplementadas com Si, as quais de maneira geral diferiram estatisticamente (Fig.
3Ae 3E).

A cultivar Pacovan Ken também apresentou reducdo das clorofilas a, b e total,
dos 6 até os 12 dai para todos os tratamentos (Fig. 2B, 2D, 2C, 2F). Aos 6 dai, as
plantas tratadas com silicato de calcio e potassio ndo apresentaram diferenga
significativa na concentracdo da clorofila a, que foi significativamente maior que nas
plantas Si- (Fig. 2B). No mesmo tempo a concentracéo de clorofila b (Fig. 2D) diferiu
significativamente (P<0,05) entre as plantas tratadas com silicato de célcio, silicato de
potassio e as Si-; enquanto a concentracdo de clorofila total (Fig. 2F) nas plantas
tratadas com silicato de calcio foi significativamente maior (P<0,05) que as das plantas
tratadas com silicato de potéssio e Si-, as quais ndo diferiram entre si. Aos 12 dai, as

plantas tratadas com silicato de calcio e Si- ndo diferiram significativamente entre si
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(P<0,05) nas concentracfes das clorofilas a, b e total, mas foram significativamente

maiores que nas plantas tratadas com silicato de potéssio (Fig. 2B, 2D e 2F).

Determinacdo de atividades enzimaticas. Na cultivar Macd, em plantas
tratadas com silicio, a concentracdo de proteinas soluveis totais foi significativamente
maior (P=0,05) do que em plantas Si- em todos os periodos de avaliagdo, porém nao
houve diferenca significativa entre os silicatos. A concentracdo de proteinas soluveis
totais foi reduzida com a evolucdo da doenca. (Fig. 3A).

Na cultivar Magd, com referéncia as enzimas relacionadas ao estresse oxidativo,
a atividade da CAT foi maior em plantas tratadas com Si nas trés avaliacBes, porém
todas apresentaram reducgdes a partir dos 6 dai (Fig. 3B). Silicato de calcio promoveu
significativamente (P<0,05) maior atividade de CAT do que o silicato de potéssio que
diferiu das plantas Si- (Fig. 3B).

A APX, em plantas Si-, apresentou um pico de atividade (982,7 Umin™ mg™
proteina sollvel) aos 6 dai seguido por reducdo aos 12 dai. J& em plantas tratadas com
silicato de célcio houve diminuicdo da atividade aos 6 dai e aumento aos 12 dai,
enguanto em plantas tratadas com silicato de potassio houve aumento linear na atividade
da enzima a partir do 6 dai (Fig. 3C). Os niveis maximos de atividade enzimatica, para
as plantas tanto com silicato de célcio e como com silicato de potéssio, ocorreram aos
12 dai (1040 e 1035 Umin™ mg™" proteina soldvel, respectivamente), diferindo
significativamente (P=0,05) das plantas Si- (Fig. 3C).

A atividade da SOD foi significativamente maior em plantas tratadas com silicio
aos 6 dai, ndo havendo diferenca significativa (P<0,05) entre os silicatos neste tempo,
quando picos de atividade enzimética de 65,3 e 60,9 Umin™ mg™” proteina foram
determinados para silicato de célcio e potassio, respectivamente (Fig. 3D). Aos 12 dai
ndo houve diferenca significativa entre plantas tratadas com e sem silicio, bem como
entre fontes.

Quanto as enzimas associadas a defesa vegetal, a atividade da POX teve
aumento aos 6 dai e diminuicdo até 12 dai com diferenca significativa (P<0,05) entre
plantas com e sem silicio (Fig. 3E). Ndo houve diferenca significativa entre os silicatos.
Picos de atividade da POX para plantas com silicio e Si- foram de 1245 e 1178 Umin™

mg™* proteina solGvel, respectivamente (Fig. 3E).
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A atividade da PFO foi aumentada aos 6 dai, mantendo-se estavel até os 12 dai
com diferenca significativa (P<0,05) entre plantas com silicio e Si- (Fig. 3F). N&o houve
diferenca significativa entre os silicatos (Fig. 3F).

A atividade da GLU em plantas com silicio e Si- foi aumentada a partir dos 6
dai. Aos 12 dai, as plantas tratadas com silicato de calcio apresentaram atividade
significativamente maior (P<0,05) da GLU (9,14 Umin™ mg™ proteina soltvel) seguido
por plantas Si- (8,49 Umin™ mg™ proteina solGvel) e por plantas tratadas com silicato de
potassio (8,11 Umin™ mg™ proteina solavel) (Fig. 3G).

A atividade da QUI foi elevada aos 6 dai diferindo significativamente (P<0,05)
em plantas com silicio e Si-. Em plantas tratadas com silicato de potéssio foi observado
um pico aos 6 dai (4,18 Umin™ mg™ proteina soltvel) seguido por reducdo aos 12 dai
(Fig. 3H).

Na cultivar Pacovan Ken, plantas com silicio e Si- apresentaram aumento da
concentracdo de proteinas sollveis totais aos 6 dai, a qual diferiu significativamente
(P<0,05) nas plantas tratadas com silicato de célcio das tratadas com silicato de potassio
e das plantas Si- (Fig. 4A). Aos 12 dali, as proteinas sollveis totais nas plantas tratadas
com silicato de célcio e nas Si- ndo diferiram, sendo significativamente maiores
(P<0,05) (20590 mg g™ MF) que a concentracdo nas plantas com silicato de potassio
(Fig. 4A).

Com relacgdo as enzimas associadas ao estresse oxidativo, as atividades da CAT
e da SOD foram similares. Plantas com silicio e Si- apresentaram aumento da atividade
aos 6 dai e estabilidade até os 12 dai (Fig. 4B e 4D). As plantas tratadas com silicato de
calcio e as Si- apresentaram maior atividade enzimatica diferindo estatisticamente
(P<0,05) das plantas tratadas silicato de potassio (Fig. 4B e 4D). Aos 6 dai, a atividade
de CAT e SOD nas plantas com silicato de célcio diferiu significativamente (P<0,05)
das plantas Si- e aos 12 dai, essa diferenca ndo foi observada.

A atividade da APX em plantas tratadas com silicato de calcio e Si- foi maior
aos 6 dai e manteve-se estavel até os 12 dai, ndo havendo diferenca significativa
(P<0,05) entre os tratamentos durante o periodo de avaliacdo. J& em plantas tratadas
com silicato de potassio ndo houve alteracao na atividade de APX ao longo do periodo
analisado, sendo esta atividade significativamente menor (P<0,05) em relacdo aos

outros tratamentos exceto na avaliagdo aos 0 dai (Fig. 4C e 4C).
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Quanto as enzimas associadas a defesa vegetal, a atividade da POX foi similar a
da enzima APX (Fig. 4C e 4E). J4 a atividade da PFO em plantas Si- e com silicato de
calcio aumentou aos 6 dai seguindo-se estabilidade até os 12 dai (Fig. 4F). Aos 6 dai, as
plantas com silicato de calcio diferiram significativamente (P<0,05) das plantas Si- e
aos 12 dai, essa diferenca ndo aconteceu (Fig. 4F). Em plantas tratadas com silicato de
potéssio houve aumento aos 6 dai e estabilidade até os 12 dai (Fig. 4F), mas sempre
com menor atividade enzimatica (P<0,05) do que nas plantas tratadas com silicato de
calcio e das Si- (Fig. 4E).

A atividade da GLU e QUI em plantas tratadas com silicio e Si- foi aumentada
aos 6 dai e as plantas tratadas com silicio apresentaram maiores atividades das enzimas
em relacdo as plantas Si-. Em plantas Si- o aumento das enzimas continuou até os 12
dai. Plantas tratadas com silicio apresentaram aumento na atividade da enzima aos 6 dai
e estabilidade até 12 dai. (Fig. 4G e 4H). Na atividade da GLU, aos 6 dai, houve
diferenga siginificativa (P<0,05) entre os tratamentos e aos 12 dai ndo houve diferenca
significativa entre as plantas tratadas com silicato de célcio e as plantas Si- (Fig 4G).
Enquanto que na atividade da QUI, aos 6 dai, as plantas tratadas com silicato de célcio
diferiram estatisticamente (P<0,05) das plantas tratadas com silicato de potéssio e das
plantas Si-, as quais ndo apresentaram diferenca significativa entre elas. Aos 12 dai ndo
houve diferenca significativa (P<0,05) entre as plantas tratadas com silicato de célcio e
as plantas Si- (Fig 4G e 4H).

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo ndo s6 demonstram que o Si pode aumentar a
resisténcia de bananeira a fitopatdgenos (Vermeire et al., 2011; Fortunato et al. 2012;
Kablan et al.,, 2012), mas também proporcionam novas evidéncias biogquimicas
associadas a um aumento na resisténcia contra infeccdo de R. solanacearum raga 2 em
bananeiras ‘Maca’ e ‘Pacovan Ken’ micropropagadas com silicio.

O uso de silicio na micropropagagao de bananeiras ‘Maca’ e ‘Pacovan Ken’
retardou o aparecimento do moko da bananeira (PI) e diminuiu a severidade da doenca
(IDO e AACPD). Apesar de existirem estudos similares com o patdgeno vascular

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Concei¢do, 2010; Fortunato et al., 2012;
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Rollemberg, 2013), este € o primeiro relato da reducdo da severidade do moko pela
utilizagdo do Si na micropropagacao de bananeiras.

O PI do moko da bananeira foi aumentado pelo tratamento com todas as doses
de Si. Na dosagem de 1,0 g L™, a severidade da doenca (AACPD) foi reduzida em até
27,3%. Pesquisas com Si em bananeira tém obtido indices variaveis de reducao da
severidade de doencas. Rollemberg (2013) obteve reducdo de 22,5% da murcha-de-
fusario em bananeiras ‘Maca’ utilizando silicato de calcio e potassio em
micropropagacdo. Neste mesmo patosistema houve reducdo de aproximadamente
12,4% da area abaixo da curva de progresso dos sintomas reflexos da doenca, pelo uso
de silicato de célcio aplicado no solo (Fortunato et al., 2012); enquanto a AACPD teve
reducdo de 47,05% em ‘Maci’ e ‘Grande Naine’ tratadas com Agrosilicio® (Conceicao,
2010). Com relacdo a patdgenos radiculares, Vermeire et al. (2011) obtiveram reducéo
de aproximadamente 50% da podriddo radicular da bananeira (Cylindrocladium
spathiphylli) pela adicdo de 2 mM de Si, na forma de silicato de célcio. Na area foliar,
reducdo média de 45,3% nos sintomas de sigatoka negra foram obtidos com acido
silicico (Kablan et al., 2012).

Na reducdo da severidade da murcha bacteriana, o efeito do Si também tem sido
relatado em outros patossistemas. O silicato de potéssio aplicado em solucdo nutritiva
causou reducdes da AACPD da murcha (R. solanacearum raga 1) em tomateiro
suscetivel e moderadamente resistente de 26,8 e 56,1%, respectivamente (Dannon e
Wydra, 2004); bem como em moderadamente resistente e resistente, 33,8% e 81,2%
(Diogo e Wydra, 2007; Ayana et al. 2011). Em pimentdo, o IDO e a AACPD foram
reduzidos em 63,0 e 47,4%, respectivamente, pelo silicato de célcio (Alves, 2012).

Apesar das reducdes de severidade do moko obtidas no presente trabalho néo
serem elevadas, elas ndo diferem muito do ja encontrado em literatura para outros
patdgenos vasculares da bananeira ou para outros hospedeiros de R. solanacearum, pois
sabe-se que esta bactéria é de dificil controle. Entretanto, é importante notar que a
influéncia benéfica do Si usada na micropropagacéo se verifica tanto para esta doenca,
quanto para a murcha-de-fusario, podriddo radicular e sigatoka negra, um conjunto de
doencas de grande importancia para a bananicultura no Brasil.

As plantas das cultivares Maca e Pacovan Ken, tratadas com silicato de célcio e
com silicato de potéssio, apresentaram de maneira geral, concentragdes de clorofilas a,
b e total maiores que as plantas Si- até os 6 dai, o que pode ter influenciado o PI do
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moko. A deposicdo de Si na parede celular aumenta a sua resisténcia mantendo, dessa
forma, as plantas eretas e as folhas bem posicionadas para interceptar a luz solar,
contribuindo para a eficiéncia fotossintética das plantas (Epstein, 1994). Asmar et al.
(2011) também observaram que o uso de fontes de Si na micropropagacao de bananeira
‘Mac¢a’ aumentou a concentracao de clorofila nas folhas.

As elevadas concentracdes iniciais das clorofilas nas folhas de bananeiras
‘Magad’ e ‘Pacovan Ken’ cultivadas com silicio e Si- ndo se mantiveram apds a infecgéo
pelo patégeno. A reducdo dos teores das clorofilas em ambas as cultivares durante o
periodo de avaliacdo foi, provavelmente, uma consequéncia da restricdo de agua,
levando a producéo de enzimas peroxidativas que estdo associadas com a degradacdo de
clorofilas na membrana tilac6ide (Gandul-Rojas et al., 2004). Provavelmente, essa
restricdo de agua foi causada pela colonizacdo por R. solanacearum. Este patdgeno
penetra pelos ferimentos nas raizes, invade os espacos intercelulares do cértex da raiz
em menos de quatro horas e ap6s dois a quatro dias coloniza inteiramente esses espagos
e 0 parénquima vascular (Saile et al., 1997), movimentando-se em dire¢do a parte
superior da planta. A presenca do grande numero de células bacterianas e a producéo de
exopolissacarideo (EPS), considerado o principal fator de viruléncia, resulta na reducao
do transporte de agua e nutrientes e consequente murcha e amarelecimento das folhas
(Hikichi et al., 2007).

Com a restricdo de agua, diminui o transporte de nitrogénio, elemento essencial
para a formacéo de clorofila, e de outros nutrientes, como comprovado em plantas de
arroz por Watanabe et al. (2002). Entretanto, em condi¢cfes de déficit de agua, o silicio
aumentou proporcionalmente as concentragbes de clorofila a, b e total em duas
cultivares de tomate, indicando a sintese de novos pigmentos e a manutencdo de
clorofilas existentes anteriormente (Silva et al., 2012).

Em bananeiras da cultivar ‘Grande Naine’ ¢ ‘Maca’ tratadas com Si, Fortunato
et al. (2012) verificaram efeito indireto das elevadas concentracGes de pigmentos
(clorofila a, b e total e carotendides) das folhas com a reducdo da severidade nas raizes
durante a infecgdo por F. oxysporum f. sp. cubense, determinado pelas varidveis
comprimento relativo da lesdo e colonizagdo fungica assintomatica do tecido. Esse
efeito indireto ndo foi constatado neste trabalho com o patossistema banana-R

.solanacearum.
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Sabe-se que o acumulo de proteinas ligadas a reacdo de hipersensibilidade ou
relacionadas a patogénese sdo expressas pela ativacdo dos mecanismos de defesa
(Resende et al. 2000), o qual pode ser favorecido pelo Si (Ferreira, 2009; Alves, 2012;
Andrade, 2012). Neste trabalho, a cultivar ‘Pacovan Ken’ apresentou aumento de
proteinas soltiveis totais ao contrario da cultivar ‘Maga’ que apresentou reducdo dos
teores das mesmas.

As atividades da CAT, APX e SOD em plantas de bananeira ‘Maga’ mostraram
aumentos quando tratadas com Si, 0 mesmo acontecendo nas plantas de ‘Pacovan Ken’,
em relacdo as atividades da CAT e SOD. As enzimas relacionadas ao estresse oxidativo,
CAT, SOD e APX, sdo responsaveis pela retirada de espécies reativas de oxigénio
(EROs), principalmente H,O, do citosol, cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos
(Inzé e Montagu, 1995). A CAT esta presente nos peroxissomas e glioxissomas das
plantas e pode dismutar diretamente o H,O, em &gua e oxigénio, ou oxidar substratos,
tais como metanol, etanol, formaldeido e acido férmico. Essas enzimas podem exercer
também uma fungdo de lignificacdo, no entanto a exata funcdo bioldgica permanece
desconhecida (Resende et al., 2003). A SOD, por sua vez, é encontrada nos cloroplastos
e catalisa a conversdo de radicais superoxido (O,) a H,O, (Mittler, 2002). Ja APX é
responsavel pela retirada de EROs, utilizando o ascorbato como um doador de elétrons
(Noctor e Foyer, 1998) para reduzir o peroxido de hidrogénio a agua.

O H,0O, tem papel importante na protecdo vegetal, mas em excesso é prejudicial,
podendo levar & oxidagdo de proteinas, &cidos graxos insaturados e DNA, causando
danos celulares e eventual morte da célula (Halliwell, 2006), inclusive inativando
enzimas como a SOD (Bowler et al., 1994). Assim, quanto maior a quantidade de H,0,
menor a atividade da SOD e vice-versa (Dallagnol et al., 2012). Por ser um oxidante
estdvel e sem carga, a passagem do H,O, pela membrana celular é facilitada,
contribuindo para uma rapida resposta de defesa da planta. Além disto, o H,O, pode
agir diretamente sobre patdgenos (Wu et al., 1995; Oliveira et al., 2012), pode ser usado
como substrato das peroxidases na lignificagdo (Lamb e Dixon 1997) e atuar como
agente sinalizador para a expressao de genes que codificam PR-proteinas, fitoalexinas e
enzimas envolvidas na protecdo ao estresse oxidativo e lignificacdo, dentre outras
respostas (Levine et al., 1994; Lamb e Dixon, 1997; Hancock et al., 2002; Shetty et al.,
2008).
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A manutencdo de altos niveis de atividade da SOD é importante para a
autodefesa da planta contra niveis elevados dos radicais superoxidos, o que foi
observado aos 6 dai, ocasionando entdo uma reducdo do teor H,O, nos tecidos das
bananeiras tratadas com silicio e Si-, mas que poderia ser considerada, também, como
uma reducdo das defesas das plantas contra R. solanacearum. No entanto, o0 aumento da
atividade da enzima SOD e concomitante diminui¢cdo da enzima CAT resultam na
formacdo de H,O, a partir da dismutacdo do anion superdxido (O2°), seguida de seu
actmulo citoplasmaético devido a reducdo na atividade da CAT (Dallagnol et al., 2012).
Este fato foi verificado neste trabalho nas plantas da cultivar ‘Maga’.

A alta atividade de APX em plantas tratadas com silicio quando comparada a
plantas Si-, na cultivar Maca, pode ter contribuido para reduzir a severidade da doenca.
Sarowar et al. (2005) verificaram que a superexpressdo da APX em plantas de fumo
transgénicas, pela insercdo do gene da ascorbato peroxidase de pimentdo (CAPOAL),
promoveu resisténcia a Phytophthora nicotianae e fraca resisténcia a R. solanacearum.

A atividade das enzimas associadas a defesa vegetal, POX e PFO, em bananeiras
‘Mag¢a’ foi elevada pelo silicato de potassio e célcio, porém apenas o silicato de calcio
aumentou a atividade da PFO aos 6 dai em ‘Pacovan Ken’. As POXs estdo relacionadas
com o processo de protecdo antioxidativa, o qual catalisa a oxidagdo de componentes
celulares como o perdxido de hidrogénio, além de promover o aumento na sintese de
lignina que fortalece a parede celular contra a acdo de enzimas liticas produzidas pelos
patdgenos (Kvaratskhelia et al., 1997). A POX de plantas aumenta em resposta a
diferentes estresses biotico e abidtico, por participarem nos processos de reforco da
parede celular de plantas hospedeiras como a oxidacdo de fendis, suberizacdo e
lignificagdo durante as reagdes de defesa contra patdgenos (Syros et al., 2004).

A PFO é outra importante enzima de defesa que catalisa a oxidacdo de orto-
difendis formando orto-quinonas, as quais apresentam atividade antimicrobiana e
também estdo envolvidas na biossintese da lignina (Umesha, 2006). E responsavel pelos
processos fisiolégicos e bioquimicos como crescimento, formacdo celular,
desenvolvimento de frutos, biossintese de etileno e resposta a varios estresses
(Matamoros et al., 2003). Oliveira et al. (2012) verificaram em plantas tratadas com Si
via solo, um aumento na atividade da enzima POX na resisténcia a mancha angular do
algodoeiro. Em outros trabalhos foi possivel verificar o aumento da atividade da POX e
da PFO em plantas tratadas com silicio no aumento da resisténcia a pinta pequena do
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tomateiro (Andrade, 2012) e murcha-de-fusario em bananeiras (Fortunato et al., 2012).
J& aumentos da atividade da POX, mas ndo da PFO, em plantas tratadas com silicio
foram observados na murcha bacteriana em pimentdo (Alves, 2012) e estria bacteriana
do trigo (Silva et al., 2010).

Nas cultivares Maca e Pacovan Ken houve aumentos nas atividades de GLU e
QUI em plantas tratadas com Si, variando de acordo com as fontes e periodos de
avaliacdo. A B-1,3-glucanase é uma proteina relacionada a patogénese pertencente a
familia PR-2, que possui atividade hidrolitica, exercendo o controle de doencas
mediante a quebra de polimeros estruturais (-1,3- glucanos) presentes nas paredes dos
patdgenos e liberando oligossacarideos biologicamente ativos (elicitores e supressores)
capazes de regular o estado de imunizacao da planta (Labanca, 2002). J& a QUI catalisa
a hidrdlise da quitina (polimero de N-acetilglucosamina), componente da parede celular
fangica e exoesqueleto de artrépodes (Wen-Chi et al., 1998). No controle da murcha-
de-fusério, Fortunato et al., (2012) verificaram aumento significativo da atividade de
GLU e QUI em plantas de bananeira ‘Grande Naine’ e ‘Maga’ tratadas com Si. Apesar
de pB-1,3-glucanos ndo serem constituintes da parede celular de bactérias
fitopatogénicas, algumas fitobactérias produzem compostos similares ao -1,3-glucano
como a exemplo do B-1,2-glucano ciclico extracelular produzido por Xanthomonas
campestris pv. campestris, o qual estid relacionado a viruléncia desta bactéria a
Arabidopsis thaliana e Nicotiana benthamiana, suprimindo defesas locais e sistémicas
do hospedeiro (Oliveira et al., 2012). Outros glucanos ciclicos também sdo produzidos
por outras bactérias fitopatogénicas (Rigano et al., 2007) e podem ser alvos de
glucanases. Fato esse demonstrado por Klarzynski et al. (2000), os quais utilizaram -
1,3-glucanos lineares (laminarina) para induzir respostas de defesa em fumo (producéo
de H,0O,, PAL, acido salicilico, glucanases e quitinases, entre outros). Ainda verificaram
ainda grande reducdo da infeccdo por Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
quando as plantas foram inoculadas cinco dias apos a inducéo.

As atividades da GLU e outras enzimas na resisténcia de plantas a infeccéo por
patdgenos bacterianos ainda sdo pouco conhecidas (Cavalcanti et al., 2006). No entanto
o0 Si tem causado aumento desta atividade em algodoeiro (Oliveira et al. (2012). Quanto
a QUI ja foi encontradas em trigo tratado com Si (volastonita) para aumento de

resisténcia a estria bacteriana (X. translucens pv. undulosa) (Silva et al., 2010). Ainda a
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QUI apresentou atividade maior nos trés tempos de avaliacdo do efeito do silicio
aplicado ao solo no controle da murcha bacteriana em pimentéo (Alves, 2012).

Em conclusao, a aplicacdo do silicio na micropropagagdo de bananeiras ‘Maca’
¢ ‘Pacovan Ken’ tem papel benéfico na reducdo da severidade do moko. Foi
demonstrado que o Si pode influenciar as concentracdes de clorofila a, b e total nos
estadios iniciais de infeccdo por R. solanacearum, aumentando o Pl da doenca. Em
geral, tanto as enzimas relacionadas ao estresse oxidativo, quanto as de defesa da planta,
tiveram suas atividades aumentadas nos tratamentos com silicio, especialmente naqueles
com silicato de célcio, indicando uma possivel participacdo na reducdo da severidade da
doenga. Portanto, uma vez que ndo existem cultivares de bananeira resistentes ao moko,
0 uso de mudas micropropagadas com fontes de Si sollvel pode tornar-se uma nova
tecnologia a ser incluida no manejo integrado da doenca, principalmente para as

cultivares Maca e Pacovan Ken.
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Figura 1. Efeito de doses de silicato de célcio (SC) e de silicato de potassio (SP) no
controle do Moko da bananeira causado por Ralstonia solanacearum raga 2 inoculado
aos 45 dias ap0s inicio da aclimatizacdo, avaliado pelo periodo de incubacgéo (PI), indice
de doenca (IDO) e area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD), em mudas
de bananeira das cultivares Maca (A, C, E) e Pacovan Ken (B, D, F). Cada ponto
representa a media de cinco repeticdes. As barras representam o desvio padrdo das
médias. Médias dos tratamentos SC e SP seguidas por * diferem entre si pelo teste t ao
nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 2. Concentracdes de clorofila a, b e total em folhas de bananeira ‘Maga’ (A, C,
E) e ‘Pacovan Ken’ (B, D, F), avaliadas em 0, 6 e 12 dias apds a inoculagdo de
Ralstonia solanacearum raca 2, agente causal do moko da bananeira, em mudas
micropropagadas com silicato de célcio (SC), silicato de potassio (SP) e sem silicio (Si-
). Cada valor representa a média de trés repeticdes. As barras representam o desvio
padrdo das médias. Médias dos tratamentos Si-, SC e SP seguidas por letras diferentes
diferem entre si pelo teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 3. Alteracdes nas atividades de: A- proteinas solUveis totais (PROT), B- catalase
(CAT), C- ascorbato peroxidase (APX), D- superdxido dismutase (SOD), E- peroxidase
(POX), F- polifenoloxidase (PFO), G- glucanase (GLU) e H- quitinase (QUI) em
bananeira ‘Magd’, avaliadas aos 0, 6 e 12 dias apdés a inoculacdo de Ralstonia
solanacearum raca 2, em mudas micropropagadas com silicato de célcio (SC), silicato
de potéassio (SP) e sem silicio (Si-). Cada valor representa a média de trés repeticdes. As
barras representam o desvio padrdo das médias. Médias dos tratamentos Si-, SC, SP
sequidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste LSD ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 4. Alteracdes nas atividades de: A- proteinas soluveis totais (PROT), B- catalase
(CAT), C- ascorbato peroxidase (APX), D- superdéxido dismutase (SOD), E- peroxidase
(POX), F- polifenoloxidase (PFO), G- glucanase (GLU) e H- quitinase (QUI) em
bananeira ‘Pacovan Ken’, avaliadas aos 0, 6 e 12 dias ap6s a inoculacdo de Ralstonia
solanacearum raca 2, em mudas micropropagadas com silicato de célcio (SC), silicato
de potassio (SP) e sem silicio (Si-). Cada valor representa a média de trés repeticdes. As
barras representam o desvio padrdo das médias. Médias dos tratamentos Si-, SC, SP
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste LSD ao nivel de 5% de
probabilidade.
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CONCLUSOES GERAIS

O fornecimento de Si na micropropagacao de bananeiras ‘Maga’ e ‘Pacovan
Ken’ promove redugdo da murcha-de-fusario e do moko da bananeira;

O silicato de célcio é mais eficiente do que o silicato de potéssio na reducéo da
murcha-de-fusario e do moko da bananeira;

Na murcha-de-fusario, a maior dose de silicato de célcio e potassio promove
maior concentracdo de Si na parte aérea e raizes das cultivares Macé e Pacovan
Ken, antes e apos a aclimatizacao;

A reducdo dos componentes de resisténcia da murcha-de-fusario esta
correlacionada com a concentracédo de Si;

Em relagdo ao moko da bananeira, o Si induz aumentos das concentracOes de
clorofilas a, b e total nas duas cultivares, o que pode influenciar o Pl da doenca;

O Si, especialmente o silicato de célcio, aumenta as atividades das enzimas
relacionadas ao estresse oxidativo e de defesa de bananeiras, indicando uma
possivel participacdo destas enzimas na reducédo da severidade do moko;

As fontes de Si alteram a anatomia radicular das bananeiras ‘Mag¢a’ ¢ ‘Pacovan
Ken’, aumentando a espessura da epiderme radicular, cértex, endoderme e
cilindro central;

O fornecimento de Si na micropropagagdo de bananeiras ‘Mag¢d’ e ‘Pacovan
Ken’ pode ser utilizado como uma nova tecnologia no manejo da murcha-de-
fusério e moko da bananeira.



