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RESUMO GERAL
A murcha bacteriana causada por Ralstonia solanacearum (Rs) é uma das doencas
economicamente mais importantes em tomateiro. Os 6leos essenciais de gengibre e melaleuca
a 1%, alecrim a 0,50% e bergamota, capim limdo, cravo, citronela, eucalipto, laranja doce
palmarosa e salvia a 0,14% (v/v) foram testados in vitro e pela biofumigacdo do solo infestado
com Rs. Foram avaliados o crescimento in vitro, a populacédo de Rs no solo antes e sete dias
depois da biofumigacdo, os componentes de resisténcia a doenca e o crescimento das plantas
em tomateiros da cv. TY 2006, aos 15 dias apés o transplantio. O 6leo de cravo foi fracionado
e seu constituinte quimico majoritario foi comparado com o 6leo essencial quanto a reducéo
da doenca e demais variaveis citadas anteriormente. No ensaio in vitro, os 6leos de alecrim,
capim limé&o, citronela, cravo, eucalipto e palmarosa inibiram completamente o crescimento
de Rs. A populacdo de Rs no solo foi reduzida pelos éleos de alecrim, cravo, capim liméo,
gengibre, melaleuca e palmarosa, destacando-se o cravo com reducdo de 42,3%. A
biofumigacdo com o dleo de cravo reduziu a incidéncia, o indice de murcha bacteriana (IMB)
e a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) em 90,2; 97 e 98,8%,
respectivamente e elevou o periodo de laténcia - PLso em 10 dias com relagdo a testemunha
com Tween 20. Este 6leo apresentou o eugenol como constituinte majoritario (87%), com os
mesmos efeitos na reducdo dos componentes de resisténcia da doenca. O 6leo de cravo e o
acetato de eugenol ndo reduziram a altura, biomassa fresca e seca das plantas. Em um
segundo experimento, foi avaliado o efeito da suplementacdo do silicio (Si) na produgédo de
mudas de tomateiro das cultivares (cvs.) Santa Clara, TY 2006 e Yoshimatsu 4-11. As mudas
foram produzidas em substrato sem silicio (-Si) ou com 3 g de silicato de célcio/kg de
substrato (+Si) e transplantadas para solo com Rs. Aos 15 dias de cultivo, foram avaliados 0s
componentes de resisténcia a doenga; o crescimento das plantas, medindo-se a altura e o0 peso

da biomassa fresca e seca, o indice reativo de clorofila; o conteldo de Si na planta; a



populacédo de Rs no caule; e as atividades enzimaticas de fenilalanina aménia-liases (FAL), -
1,3 glucanases (GLU) e peroxidases (POX). A suplementacdo com Si nas cvs. Santa Clara e
TY 2006 promoveu reducdo da doenca avaliada pela severidade (33,2 e 42%), AACPD (23,1
e 19,2%) e IMB (21,7 e 10%), respectivamente. A suplementacdo com Si no substrato nédo
afetou de forma significativa o crescimento das plantas, o indice reativo de clorofila, o
acumulo de Si nos tecidos das plantas e a populacdo de Rs nos tecidos do caule. Foi
evidenciada maior atividade enzimética de FAL e GLU nas plantas tratadas (+Si). Desta
forma, a biofumigacdo do solo com o 6leo de cravo a 0,14 % e a producdo de mudas em
substrato tratado com Si tém potencial como medidas a serem utilizadas no manejo da murcha

bacteriana em tomateiro.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum, Ralstonia solanacearum, biofumigacdo, producéo

de mudas, 6leo de cravo, eugenol
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GENERAL ABSTRACT
Bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum (Rs) is one of the most important tomato
diseases in Brazil. The effectiveness of ginger and melaleuca at 1%, rosemary at 0.50% and
bergamot, lemongrass, clove, citronella, eucalyptus, sweet orange, palmrose and sage at
0.14% (v/v) essential oils was evaluated in vitro and via biofumigation of the soil infested
with Rs. It was analyzed the in vitro growth; the population of Rs in soil before and seven
days after biofumigation; and the components of resistance to disease and the growth of
tomato plants cv. TY 2006, 15 days after transplanting. The clove oil was fractioned and its
major chemical component was compared with the essencial oil in relation to the variables
already cited. The in vitro growth of Rs was reduced by 100% with rosemary, lemongrass,
citronella, clove, eucalyptus and palmrose oils. The population of Rs in soil was reduced by
rosemary, clove, lemongrass, ginger, melaleuca and palmrose oils, with emphases for clove
oil, which reduced Rs populations by 42.3%. The biofumigation with clove oil reduced the
disease incidence, bacterial wilt index (BWI), and area under the disease curve progress
(AUDPC) by 90.2, 97 and 98.8%, respectively and elevated the latent period by 10 days
compared as the control with tween 20. The eugenol was the major constituent (87%) of the
clove oil showing the same reduction effects of the components of disease resistance. The
clove oil and the eugenol acetate did not reduce the height, and the fresh and dry biomass of
plants. In asecond experiment, it was also evaluated the effect of silicon (Si) supplementation
on the production of tomato transplants cultivars (cvs.) Santa Clara, TY 2006 and Yoshimatsu
4-11. The transplants were produced in substrate without Si (-Si) or with 3 g of calcium
silicate de calcium/kg of substrate (+Si) and transplanted to Rs infected soil. After 15 days of
growing it was evaluated the resistance components; the plant growth by measuring height,
and the fresh and dry biomass of plants; the chlorophyll index; the Si content in plant tissues;
the Rs population in stem base; and the enzymatic activity of phenylalanine amonia-lyases

(PAL), B-1,3 glucanases (GLU) and peroxidases (POX). The Si supplementation on cvs.
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Santa Clara and TY 2006 reduced severity (33.2 and 42%), AUDPC (23.1 and 19.2%) and
BWI (21.7 and 10%), respectively. The Si supplementation in the substrate did not affect
plant growth, the chlorophyll index; the Si content in plant tissues and the Rs population in
stem. Higher activities of PAL and GLU were evidenced on +Si plants. Therefore, the soil
biofumigation with clove oil at 0.14% and the production of tomato transplants in substrate

with Si have the potential to be integrated in the bacterial wilt management.

Keywords: Solanum lycopersicum, Ralstonia solanacearum, biofumigation, transplant

production, clove oil, eugenol
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OLEOS ESSENCIAIS E SILICIO PARA CONTROLE DA MURCHA BACTERIANA
DO TOMATEIRO

INTRODUCAO GERAL

A cultura do tomateiro

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é cultivado praticamente em todo o mundo. A
producdo mundial de tomate estd em torno de 163.434.041 toneladas, sendo os maiores
produtores China, Estados Unidos, india, Turquia e Egito, com destaque para a China, que
produz em média 29.231.128 milhGes t/ano (FAO, 2016). No Brasil, é considerada a espécie
mais importante do grupo das hortalicas, tanto sob o ponto de vista econémico quanto social,
pelo volume de producdo e geracdo de empregos (MACIEL et al., 2016).

Atualmente, o Brasil produz mais de 4 milhdes de toneladas de tomate por ano, com
uma area plantada de 62.782 hectares, ficando em primeiro lugar em volume produzido na
América do Sul (FAO, 2016). O tomateiro é cultivado em escala comercial em todas as
regides do Brasil, sendo os principais estados produtores Goias, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio
de Janeiro e Bahia, com 1.310.218, 781.000, 486.311, 207.424 e 288.477 t/ano,
respectivamente (IBGE, 2015).

Na regido Nordeste, o cultivo do tomateiro ¢ feito basicamente em oito estados: Bahia,
Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe. A Bahia
destaca-se com cerca de 288.477 t/ano. Pernambuco é o segundo maior produtor de tomate na
regido, com producdo média de 128.881 t/ano, representando 22% da producdo do Nordeste.
Em Pernambuco, o cultivo concentra-se principalmente nos municipios de Belém do Sao
Francisco, Ibimirim, Inaja, Floresta, Pesqueira, Petrolandia, Sdo José do Belmonte, Bezerros,
Cabrobo, Custodia e Garanhuns (IBGE, 2015).

Os altos indices de producdo e a grande extensdo de area plantada no mundo sdo
justificados pelo fato de que o tomate esta entre as hortalicas mais consumidas, sendo uma
fonte de vitaminas A e C e de sais minerais como potassio e magnésio (MELO et al., 2014).
Além disso, constitui uma das principais fontes de licopeno, antioxidante essencial para

manutenc¢do da salde humana (SILVA et al., 2010).
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O tomateiro pertence a familia das solanéceas, sendo originario dos paises andinos,
desde o norte do Chile até a Coldmbia. Esta solanicea é uma herbéacea de caule flexivel,
piloso, com vasta ramificacdo lateral. A sua arquitetura, pode ser modificada pela poda, que
caracteriza dois tipos de habitos de crescimento. O tipo indeterminado é tutorado e podado, de
grande ocorréncia na maioria das cultivares destinadas a producdo de frutos de mesa,
enquanto o tipo determinado destina-se & agroinddstria, onde as cultivares sdo adaptadas ao
cultivo rasteiro (FILGUEIRA, 2008).

O cultivo do tomateiro, embora amplamente difundido e de grande importancia no
agronegocio, possui limitagdes, pois a planta € suscetivel a uma gama consideravel de
patdgenos, sendo as bactérias fitopatogénicas responsaveis por grandes prejuizos (PEIXOTO,
1997). Dentre estas, Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al., agente etiologico da
murcha bacteriana, pode causar de 10 a 100% de perdas na producdo brasileira de tomate,
(LOPES; SANTOS, 1994).

Murcha bacteriana: Importancia da doenca e do patégeno

A murcha bacteriana é uma das fitobacterioses mais importantes e prejudiciais a
diversos cultivos, no Brasil e no mundo. Esta importancia deve-se ao dificil manejo,
relacionado, entre outros fatores, a ampla variabilidade genética da bactéria (FEGAN;
PRIOR, 2005).

R. solanacearum distribui-se mundialmente nas regides de clima tropical, subtropical e
temperado e somente ainda ndo foi encontrada no continente Antartico (GROVER et al.,
2006; WICKER et al., 2007). A murcha bacteriana ¢ um fator limitante ao cultivo de
solanéceas, particularmente em areas de clima umido, com altitudes baixa a média, em
regides tropicais e subtropicais (HAYWARD, 1991).

Esta bactéria possui mais de 450 hospedeiros distribuidos em cerca de 54 familias
boténicas (WICKER et al., 2007). Foi relatada pela primeira vez em 1896 por Erwin F. Smith,
nos Estados Unidos da América, colonizando batata (Solanum tuberosum L.), tomate e
berinjela (Solanum melongena L.) (HAYWARD, 1994). No Brasil, a bactéria foi relatada
inicialmente em fumo (Nicotiana tabacum L.) e batata no ano de 1922, no estado do Rio
Grande do Sul, por Von Parseval (TAKATSU; LOPES, 1997). Em Pernambuco, esta
bacteriose foi relatada pela primeira vez em pimentdo (Capsicum annuum L.), em 1987 por
Mariano (MARIANO et al., 1989). Atualmente, estda amplamente disseminada em é&reas

produtoras de tomate no pais, nos estados da Amazoénia, Bahia, Espirito Santo, Maranhao,
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Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rond6nia, Roraima e Sdo Paulo. Nas regides
produtoras de Pernambuco, a murcha bacteriana é um fator limitante para o cultivo de
solanéceas, inclusive restringindo o cultivo de tomate e pimentdo na mesorregido da zona da
Mata (MALAVOLTA JUNIOR et al., 2008).

A bactéria R. solanacearum é um bastonete Gram-negativo, habitante do solo e
aerobico, com aproximadamente 0,5 x 1,5 um, ndo formadora de esporos. Isolados virulentos
sdo essencialmente ndo flagelados e ndo moveis, enguanto os isolados avirulentos tém alta
motilidade sendo providos de 1 a 4 flagelos. Acumula poli-p-hidroxi-butirato como reserva de
carbono. Embora, ndo produza pigmento fluorescente, produz pigmento marrom em meio de
cultura solido contendo tirosina. Frequentemente, pode reduzir nitrato a nitrito com producéo
de gés, mas, ndo hidrolisa 0 amido. E fraca degradadora de gelatina e ndo utiliza arginina ou
betaina como fonte de carbono. E tolerante a sais e cresce em temperatura entre 25 a 35°C,
variando de acordo com os isolados (MEHAN et al., 1994).

O género Ralstonia pertence ao dominio Bacteria, filo Proteobacteria, classe f-
Proteobacteria, ordem Burkholderiales, familia Burkholderiaceae (EUZEBY, 2009). A
classificacdo dessa bactéria reflete seu alto grau de diversidade genética, adaptacdo a gama de
hospedeiros e condi¢des climaticas. Assim, R. solanaceaum foi classificada inicialmente em
cinco ragas (1-5), definidas pela gama de hospedeiros (HE; SEQUEIRA; KELMAN, 1983) e
seis biovares (1, 2A, 2T ou N2, 3, 4 e 5), com base em caracteristicas bioquimicas
(HAYWARD, 1994). Devido a simplicidade e praticidade, estas classificacdes foram
largamente empregadas, mas por ndo refletirem toda a heterogeneidade dos isolados de R.
solanacearum (PINHEIRO et al., 2011), foram substituidas pela classificacdo baseada em
quatro niveis hierarquicos: espécie, filotipo (I a 1V), sequevar (53) e linhagem clonal (PRIOR;
FEGAN, 2005). Desta forma, o complexo de espécies de R. solanacearum divide-se em
quatro filotipos determinados com base nas sequéncias dos espacadores intergénicos (ITS)
16S-23S rRNA e dos genes hrpB (regulador de patogenicidade) e egl (endoglucanase), bem
como em hibridizacdo genémica comparativa (FEGAN; PRIOR, 2005; GUIDOT et al., 2007),
sendo fortemente relacionados a regido geografica do patdgeno. Assim, os filotipos I, 11 e 11l
agrupam isolados oriundos da Asia, América, Africa e ilhas vizinhas, respectivamente. Ja o
filotipo IV agrupa isolados mais heterogéneos, oriundos da Indonésia, Japdo, Australia e
Filipinas (PRIOR; FEGAN, 2005; SAFNI et al., 2014), sendo o grupo com maior diversidade.
Os isolados também foram agrupados em sequevares, com base nas sequéncias de
nucleotideos muito conservadas do gene egl sendo até o momento determinados 53
sequevares de R. solanacearum (ALBUQUERQUE et al., 2014).
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Recentemente, o complexo R. solanacearum foi reclassificado com base na andlise
filogenética das sequéncias parciais do gene egl, sequéncias da ITS do rRNA 16S-23S e
hibridizacdo DNA-DNA, demonstrando que este complexo compreende trés espécies (SAFNI
et al., 2014). Os isolados do filotipo Il permaneceram como R. solanacearum, os isolados dos
filotipos | e 111 foram reclassificados como R. pseudosolanacearum Safni et al. e os isolados
do filotipo IV foram reclassificados como R. syzigii (Roberts et al.) Vaneechoutte et al. Esta
ultima espécie contém trés grupos: 0 que causa a doenca de Sumatra do cravo da india na
Indonésia, R. syzygii subsp. syzygii Safni et al., o que afeta diversos hospedeiros também na
Indonésia, R. syzygii subsp. indonesiensis Safni et al. e a “blood disease bacterium” (BDB),
que causa a “banana blood disease”, Ralstonia syzygii subsp. celebesensis Safni et al. Essa
reclassificacdo foi validada por Prior et al. (2016) ao concluirem que dados fenotipicos,
genémicos e protedmicos convergem para 0 modelo de trés subspécies no complexo R.
solanacearum. As classificacdes atuais sdo consideradas pela comunidade cientifica mais

representativas quanto a diversidade genética, gama de hospedeiros e origem geogréfica.

Murcha bacteriana: Ciclo e manejo da doenca

No Brasil, a murcha bacteriana tem sido relatada em varias regides do pais e em
diversas culturas economicamente importantes (GARCIA et al., 2013; MARIANO et al.,
1989; TAKATSU; LOPES, 1997).

A principal via de penetracdo de R. solanacearum no hospedeiro é através de ferimentos
nas raizes, seguindo-se a invasao da bactéria nos espacos intercelulares do cortex da raiz, em
menos de quatro horas e a colonizacdo generalizada desses espacos e de todo parénquima
vascular ap6s dois a trés dias (SAILE et al., 1997). As células bacterianas produzem
exopolissacarideo (EPS) de alta viscosidade, que é considerado o principal fator de viruléncia
deste patdgeno, pois obstrui parcial ou totalmente o xilema, reduzindo o transporte de agua
para a parte aérea da planta. A infeccdo por esta bactéria envolve prejuizos fisiologicos
irreversiveis as plantas hospedeiras, uma vez que sua patogenicidade esta relacionada a um
elaborado sistema de secrecdo (Secrec¢do do Tipo Il -SSTII), com injecdo de um complexo
associado de proteinas efetoras que apresentam fungdes enzimaticas deletérias as células da
planta (JACOBS et al., 2013).

O principal sintoma da doenga em solanaceas é a murcha sem amarelecimento da parte
aérea, cuja expressao varia de acordo com o hospedeiro, o isolado bacteriano e as condicoes
ambientais (MOMOL; PRADHANANG; LOPES, 2008). Em plantas de tomateiro ocorre a

murcha de foliolos e epinastia foliar. Com a evolucdo da doenca, em condicdes favoraveis,
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esse quadro de murcha afeta toda a planta tornando-se irreversivel e causando a morte. Como
a infecgdo é sistémica, o corte do caule proximo ao solo mostra o sistema vascular escurecido
e, sua compresso libera o pus bacteriano (MALAVOLTA JUNIOR. et al., 2008).

A disseminacdo da R. solanacearum é feita possivelmente pela transmisséo raiz-raiz,
implementos agricolas, ferimentos de raizes causados por nematoides e/ou desbastes de
plantas, e principalmente pela agua de irrigacdo. Isto porque a bactéria sobrevive em restos de
cultura, no solo, na agua, em hospedeiros alternativos e plantas invasoras (COUTINHO,
2005). Estudos de sobrevivéncia de R. solanacearum realizados em dez diferentes tipos de
solos do estado de Pernambuco, bem como em caules e raizes de pimentdo infectados,
mostraram que a bactéria sobreviveu por um periodo de 42 a 77 dias nos solos, e por sete a 17
dias nos tecidos de caule e raiz (FELIX et al., 2012).

A murcha bacteriana é mais problematica no verdo e em regides de clima mais quente
devido a predominancia de temperaturas e umidades elevadas serem totalmente favoraveis ao
seu desenvolvimento (COELHO NETO et al., 2004; TAKATSU; LOPES, 1997). Fatores
abiodticos como temperatura, pH, umidade e tipo de solo, em adicdo a fatores bidticos como
presenca e atividade de predadores, antagonistas e ou organismos competidores podem
influenciar a sobrevivéncia da bactéria no solo (VAN VEEN; VAN OVERBEEK; VAN
ELSAS, 1997).

A dificuldade de manejo da doenca esta relacionada com a alta variabilidade genética
do patogeno, rapida infeccdo, ampla capacidade de disseminacdo, sobrevivéncia e
principalmente com a capacidade de infectar um grande nimero de plantas hospedeiras. A
sobrevivéncia da bactéria no solo por longos periodos e em grandes profundidades torna o
controle quimico inviavel e antieconémico. Assim, as principais medidas preconizadas para o
manejo da murcha bacteriana sdo acdes preventivas ou praticas culturais visando impedir ou
retardar o aparecimento de R. solanacearum na cultura (SILVEIRA; MARIANO;
MICHEREFF, 1996).

O uso de variedades resistentes no manejo da murcha bacteriana, assim como o controle
quimico, também apresenta limitaces e pode ndo apresentar resultados efetivos. Isto porque a
resisténcia do tomateiro a R. solanacearum é poligénica, ou seja, agrega um conjunto de
genes que podem sofrer alteracbes fenotipicas aleatorias, em funcdo da variabilidade e
agressividade do isolado, da idade da planta, das temperaturas elevadas, alta umidade do solo
e da infestacdo por nematoides, ocorrendo a quebra da resisténcia (WANG et al., 2000).

Assim sendo, as dificuldades de manejo da murcha bacteriana do tomateiro requerem

pesquisas que subsidiem programas eficazes de prevencéo e reducdo da doenga e do inoculo,
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utilizando métodos alternativos que viabilizem a producéo economicamente e ambientalmente

sustentavel.

Oleos essenciais no controle da murcha bacteriana

De acordo com a defini¢do apresentada pela European Pharmacopoeia (72 edicdo), 0s
oOleos essenciais (OE) sdo produtos aromaticos ou odorantes de composi¢cdo complexa, obtidos
de material boténico, que podem ser biossintetizados durante 0 metabolismo secundario, a
partir de diferentes 6rgdos da planta: flores, folhas, sementes, rizomas e frutos (EL
ASBAHANI et al., 2015). Os OE sdo biossintetizados, acumulados e armazenados em
estruturas histoldgicas especializadas das glandulas secretoras das plantas (BOUWMEESTER
et al.,, 1995). Existem dois tipos de glandulas secretoras, as localizadas na superficie das
plantas, com secrecdo exdgena e as localizadas em 6rgdo internos, com secrecdao enddgena.
Todas elas estdo localizadas no citoplasma das células secretoras de muitos 6rgdos da planta e
distribuindo-se de diferentes formas (SVOBODA; GREENAWAY, 2003).

Os OE apresentam caracteristicas fisico-quimicas de interesse em varias areas de estudo
devido as suas atividades adstringentes, antivirais, bactericidas, bacteriostaticas, estimulantes,
fungicidas, fungistaticas, imunoestimulantes e inseticidas a numerosos agentes patogénicos
(bactérias, virus e fungos), como por exemplo, o efeito bactericida em bactérias
multirresistentes na &rea médica (BURT, 2004; KNAAK; FIUZA, 2010).

Um dos enfoques da agricultura moderna € o controle de doencas de plantas pelo uso
dos OE com atividade antimicrobiana. Estudos com o 6leo essencial de Lippia gracilis
Schauer apresentou acdo sobre a Xanthomanas campestris pv. viticola (Nayudu) Dye, agente
do cancro bacteriano da videira Silva et al. (2014); o dleo de cravo a 0,5% apresentou acao
bactericida as bactérias Gram-negativas (Rhizobium rhizobacter (Beijerinck and van Delden)
Young et al. — sin. Agrobacterium tumefaciens (Smith and Townsend) Conn; Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al. — sin. Erwinia carotovora pv.
carotovora (Jones) Dye e Xanthomonas hortorum pv. pelargonii (Brown) Vauterin et al. —
sin. X. campestris pv. pelargonii (Brown) Vauterin et al. e Gram-positivas (Streptomyces spp.
e Rhodococcus fascians (Tilford) Goodfellow) em plantas de tomate e geranio (HUANG,;
LAKSHMAN, 2010).

A biofumigacdo é uma técnica de desinfestagdo do solo através da adi¢do de matéria
organica ou OE que liberam substancias toxicas aos patogenos (BAPTISTA et al., 2006). A
aplicacdo de OE no solo é considerada biofumigacdo, porque os Oleos extraidos de varias

plantas sdo constituidos de moléculas quimicas altamente volateis, com propriedades
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antimicrobianas, capazes de penetrar na membrana celular e causar ruptura na célula
bacteriana (PARET; SHARMA; ALVAREZ, 2012). O efeito biofumigante dos OE de
palmarosa e capim limao foi verificado sobre isolados de R. solanacearum em tomateiro e
pimentdo, respectivamente, tanto em casa de vegetacdo como em condi¢cdes de campo
(ALVES et al., 2014; PARET et al., 2010). Da mesma forma, o 6leo de cravo a 0,5%, reduziu
a populagédo de R. solanacearum em tomateiro e geranio cultivados em solo infestado,
atenuando a incidéncia da murcha bacteriana e apresentando um controle da doenca de até
100% (HUANG; LAKHSMAN, 2010). Em tomateiro foi avaliado o uso de 0leos essenciais
de cravo, tomilho, alecrim e seus componentes majoritarios, aplicados no solo em torno das
raizes, no controle da murcha de Fusarium. Todos os produtos testados foram capazes de
reduzir a doenca, sendo os melhores resultados obtidos com o dleo de cravo, no entanto 6leo
de alecrim também foi eficaz no controle de F. oxysporum f. sp. lycopersici (LA TORRE et
al., 2016).

Desta forma, o uso de 6leos essenciais no manejo de doengas causadas por patdgenos
residentes no solo apresenta-se como uma alternativa potencial e sustentavel, com efeitos

bioldgicos e econdmicos menos impactantes ao ambiente.

Silicio no controle de doencas de plantas

Recentemente, pesquisas com estudos bioquimicos e moleculares, apontam o silicio (Si)
como um importante ativador da expressao e estabilidade de genes de resisténcia a diversos
patdgenos em plantas de tomateiro, sobretudo em patossistemas envolvendo R. solanacearum
(ANDRADE et al., 2013; GHAREEB et al., 2011). Diversos estudos tém demonstrado que o
incremento de Si no solo ou substrato, pode potencializar a resisténcia genética, mesmo em
plantas ndo acumuladoras desse elemento, como o tomateiro (DANNON; WYDRA, 2004,
DIOGO; WYDRA, 2007).

O Si é um elemento multifuncional que apresenta resultados significativos no
incremento da tolerdncia de plantas a metais pesados, estresse hidrico, salino e ataque de
patogenos (LIANG et al., 2005). O aumento dos niveis de tolerancia nas plantas promovidos
pelo Si envolve mecanismos bioquimicos e moleculares mediados pelos polimeros de 6xido
de silicio (SiO2) que se acumulam na parede celular e atuam nas rotas metabolicas especificas
na ativagdo de sinais moleculares para atividade de enzimas antioxidantes (SAHEBI et al.,
2015).

Estudos realizados com o Si evidenciaram a sua importancia na ativacdo de genes que

promovem a producdo de enzimas relacionadas com os mecanismos de defesa da planta.
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Além disso, vérios trabalhos demonstram incrementos significativos da taxa fotossintética,
melhoria da arquitetura foliar e de outros processos no metabolismo vegetal, tendo como
resultado final um aumento e maior qualidade na producdo (LIMA FILHO et al., 1999;
FERREIRA et al., 2015; MENDONCA et al., 2013). Os mecanismos envolvidos na protecédo
de plantas pelo Si envolvem a polimerizacdo desse elemento na superficie inferior da folha,
processo denominado silicificacdo e a formagéo de barreiras fisicas pelo acimulo e deposicdo
nas células da camada epidérmica, constituindo-se em uma barreira mecanica efetiva na
penetracdo do patdogeno (POZZA et al., 2004).

A aplicagdo de Si reduziu significativamente a incidéncia da murcha bacteriana em
genotipos; suscetivel (L390) e moderadamente resistente (King Kong 2) de tomateiro. Os
resultados sugeriram o Si como indutor de resisténcia, uma vez que houve correlagdes
negativas entre o conteddo de Si na raiz e o numero de bactérias na parte mediana do caule
(DANNON; WYDRA, 2004). Nos genotipos King Kong 2 e Hawaii 7998 (moderadamente
resistente), a aplicacdo do Si reduziu a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD)
em 33,8% e 81,2%, respectivamente (AYANA et al., 2011). Estes trabalhos e outras inimeras
pesquisas que vém sendo desenvolvidas, comprovam o efeito da suplementacdo do Si na
protecdo de plantas através da ativacdo de genes de resisténcia e na modulacéo e expressdo de
proteinas, atuando como priming da expressao de proteinas relacionadas ao sistema de defesa
do tomateiro (CHEN et al., 2014; GAREEB et al., 2011).

O Si desempenha um papel essencial, quando incorporado a parede celular, visto que é
analogo ao da lignina, componente estrutural resistente a compressdo. A incorporacdo do Si
tem pelo menos dois efeitos positivos do ponto de vista energético: o seu custo é 3,7%
daquele relativo a incorporacao da lignina e melhora a interceptacdo da luz solar, portanto, da
fotossintese, devido a melhor arquitetura das plantas supridas com grande quantidade deste
elemento (EPSTEIN, 1999; MA et al., 2001; MA; YAMAJI, 2006; RAVEN, 1983).

Trabalhos realizados com incremento de Si na producdo de tomateiro envolvendo a
resisténcia a murcha bacteriana demonstraram através de técnicas bioquimicas e moleculares,
a efetividade do silicio na transcricdo de sinais para regulagdo e expressdo de genes que
ativam proteinas de resisténcia (PR-proteinas), tais como B-1,3 glucanases, peroxidases e
fenilalanina amonia-liases. Estas PR-proteinas sdo compostos metabdlicos secundarios
produzidos pela planta com agdo antimicrobiana, capazes de inibir ou retardar o ataque dos
patdgenos (ANDRADE et al., 2013; BORGES et al., 2013; GHAREEB et al., 2011).

No metabolismo da planta, a via dos fenilpropandides é uma das mais importantes

porque produz uma variedade de compostos fendlicos relacionados a defesa, sendo
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fenilalanina aménia-liase (FAL) a enzima chave desse processo. A FAL catalisa a formagéo
do acido trans-cindmico, precursor de varios compostos de defesa das plantas (WEN et al.,
2005). As peroxidases (POX) estdo presentes em todos os compartimentos celulares e
catalisam a transferéncia de elétrons de H202 usando diferentes substratos reduzidos como
doadores. A atividade de POX em plantas é aumentada em resposta a diferentes estresses
bidtico e abiotico, por participarem nos processos de reforco da parede celular de plantas
hospedeiras como a oxidacdo de fendis, suberizacdo e lignificacdo durante as reacdes de
defesa contra patdégenos (SYROS et al.,, 2004). Em plantas de tomateiro, a POX esta
envolvida na dltima etapa de lignificacho da parede celular (NICHOLSON;
HAMMERSCHMIDT, 1992).

A B-1,3-glucanase (GLU) possui atividade hidrolitica, exercendo o controle de doencas
mediante a quebra de polimeros estruturais (B-1,3-glucanos e quitina) presentes nas paredes
dos patdgenos e liberando oligossacarideos biologicamente ativos (elicitores e supressores)
capazes de regular o estado de imunizagdo da planta (CAVALCANTI et al., 2007). Alguns
trabalhos correlacionaram a reducdo de doencas causadas por R. solanacearum a expressao
destas enzimas como mecanismo de defesa vegetal. Aumentos da atividade da POX em
plantas tratadas com Si foram observados na murcha bacteriana em pimentéo (ALVES, 2012).
Em tomateiro, analises imuno-histoquimicas sugeriram uma inducdo de resisténcia basal em
nivel de parede celular ap6s tratamento com silicio envolvendo mudancas na estrutura de
polissacarideos pécticos (DIOGO; WYDRA, 2007). Enzimas relacionadas a defesa da planta
(POX e GLU) tiveram suas atividades aumentadas em plantas de bananeira tratadas com Si e
inoculadas com a bactéria, especialmente naqueles com silicato de calcio, indicando uma
possivel participacdo na reducdo da severidade do Moko da bananeira (ROLLEMBERG,
2013). Neste contexto, a suplementacdo de substratos ou solos com Si na producdo de mudas
de tomateiro pode representar uma estratégia no controle da murcha bacteriana através da
ativacdo de respostas de defesa contra R. solanacearum.

Considerando a importancia da murcha bacteriana para o cultivo do tomateiro e o dificil
manejo desta doenca, os objetivos deste estudo foram avaliar a eficiéncia da biofumigacéo do
solo com Gleos essenciais e a producdo de mudas de tomateiro em substrato tratado com
silicio, no controle da murcha bacteriana, visando a insercdo destas medidas no manejo da

doenca.
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Oleos essenciais no controle da murcha bacteriana do tomateiro
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Resumo

Foram testados os Gleos essenciais de gengibre e melaleuca a 1 %, alecrim a 0,50 % e
bergamota, capim limao, cravo, citronela, eucalipto, laranja doce, palmarosa e sélvia a 0,14 %
(viv). Os oleos foram emulsionados em Tween 20 na propor¢do de 1:1, antes de serem
adicionados ao meio de cultura para o teste in vitro e ao solo infestado com Ralstonia
solanacearum (Rs) para o ensaio da biofumigacdo. Foram avaliadas: a populacdo de Rs no
solo antes e sete dias depois da biofumigacdo; os componentes de resisténcia a doenca e o
crescimento das plantas em tomateiros da cv. TY 2006, aos 15 dias ap0s o transplantio. No
ensaio in vitro, os oleos de alecrim, capim limdo, citronela, cravo, eucalipto e palmarosa
inibiram completamente o crescimento de Rs. A populacdo de Rs no solo foi reduzida pelos

oleos de alecrim, cravo, capim lim&o, gengibre, melaleuca e palmarosa, destacando-se o cravo
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com reducéo de 42,3 %. A biofumigacdo com o 6leo de cravo reduziu a incidéncia, o indice
de murcha bacteriana e a area abaixo da curva de progresso da doenga em 90,2; 97 e 98,8 %,
respectivamente e elevou o periodo de laténcia em 10 dias. Este 6leo apresentou o eugenol
como constituinte majoritario (87 %), com os mesmos efeitos na reducdo dos componentes de
resisténcia da doenca. O Oleo de cravo e 0 acetato de eugenol ndo reduziram a altura,
biomassa fresca e seca das plantas. Assim sendo, recomenda-se a biofumigacédo do solo com o

6leo de cravo a 0,14 % como um componente no manejo da murcha bacteriana do tomateiro.

Palavras-chave Caryophyllus aromaticus - Ralstonia solanacearum - Solanum lycopersicum -

controle - 6leo de cravo

Introducéo

A murcha bacteriana, causada pela bactéria Ralstonia solanacearum (Smith) Yabuuchi et al.
(Rs) € atualmente considerada um dos principais problemas que afetam a producdo do
tomateiro (Solanum lycopersicum L.) em todo mundo (Ghareeb et al. 2011). Esta bactéria
apresenta-se como um complexo de espécies com aspectos bioquimicos e moleculares que
conferem resisténcia, adaptacdo a diferentes condi¢cbes ambientais e ampla gama de
hospedeiros (Fegan e Prior 2005).

No Brasil, a murcha bacteriana tem sido relatada em varias regifes do pais e em diversas
culturas economicamente importantes tais como: bananeira (Musa spp. L.), batata (Solanum
tuberosum L.), fumo (Nicotiana tabacum L.), pimentdo (Capsicum annuum L.) e tomateiro
(Takatsu e Lopes 1997; Garcia et al. 2013). A bactéria encontra-se amplamente disseminada
nas principais areas produtoras de tomate no Brasil, nos estados da Amazoénia, Bahia, Espirito

Santo, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro, Rond6nia, Roraima e Sdo Paulo,
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ocasionando perdas na produc¢do que podem atingir até 100 % do volume plantado (Malavolta
Junior et al. 2008)

Segundo Rocha e Moura et al. (2013), o manejo da murcha bacteriana esta restrito as medidas
de exclusdo que visam impedir a entrada da bactéria em areas onde Rs ainda ndo € residente
no solo, bem como o uso de variedades tolerantes. No entanto, devido as dificuldades em se
achar boas fontes de resisténcia aos diferentes filotipos e sequevares de Rs, e ao fato de que, a
resisténcia do tomateiro a murcha bacteriana é do tipo poligénica e pode sofrer interferéncia
do ambiente ou traz consigo caracteristicas agrondmicas indesejaveis, a efetividade do
controle com uso de variedades tolerantes é limitada (Lopes e Avila 2005). O controle de Rs
no solo é considerado dificil, sobretudo pela auséncia de tratamentos curativos, uma vez que
ndo ha antibioticos registrados para uso contra esta fitobacteriose no Brasil (Rosskopf et al.
2005; Alves et al. 2014). Resultados positivos com o uso de 0leos essenciais para reducdo da
murcha bacteriana foram relatados em casa de vegetacdo e campo para bananeira (Amorim et
al. 2011), gengibre (Paret et al. 2010, 2012), pimentdo (Alves et al. 2014), tomate e geranio
(Huang e Lakhsman 2010) e tomate (Abo-Elyousr et al. 2014).

Na biofumigacdo do solo com o6leos essenciais, as moléculas quimicas altamente volateis,
com propriedades antimicrobianas, sdo capazes de penetrar na membrana plasmatica e causar
ruptura na célula bacteriana (Paret et al. 2010). No entanto, poucos estudos tém se
aprofundado quanto a caracterizagcdo quimica e atuagdo das moléculas majoritarias na reducao
das doencas e efeitos sobre o patdgeno.

Assim, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito de 6leos essenciais na inibi¢éo de Rs
in vitro, na biofumigacdo do solo infestado sobre a populacdo de Rs, nos componentes de
resisténcia a murcha bacteriana e crescimento de plantas de tomateiro hibrido ‘TY 2006’;
caracterizar o Oleo essencial mais eficiente quanto a composi¢cdo quimica e comparar a

eficiéncia do 6leo puro com a do seu componente bioativo.
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Materiais e Métodos

Obtencdo, cultivo e identificacao do isolado bacteriano

Utilizou-se o isolado UNEBO1, obtido de tomateiro com sintomas severos da murcha
bacteriana, proveniente de uma area produtora no municipio de Petrolina-PE (S 09° 03' 312"
W 040° 22' 38,7"). A patogenicidade do isolado foi testada, completando-se os postulados de
Koch em plantas de tomateiro cv. Santa Clara, padrdo de suscetibilidade a murcha bacteriana
(Cardoso et al. 2012). O isolado foi identificado como Ralstonia solanacearum filotipo I1A-
38, utilizando para determinacédo da espécie e filotipo a técnica de PCR multiplex (Pmx-PCR)
com os primers (Nmult:21:1F, Nmult:21:2F, Nmult:23:AF, Nmult:22:InF, Nmult:22:RR, 759
e 760) (Fegan e Prior 2005; Opina et al. 1997; Safni et al. 2014).

A suspensdo bacteriana utilizada nos experimentos foi preparada a partir do cultivo em meio
tetracloreto de trifenil tetrazolio (TZC) (Kelman 1954) por 48 h a 28 °C. Colbnias com
caracteristicas tipicas: mucoides, irregulares e de coloracdo branca, foram transferidas para
agua destilada esterilizada (ADE). A concentracdo da suspensao bacteriana foi ajustada em

espectrofotdmetro (Analyzer 500, Analyzer) para 5 x 108 UFC/mL.

Oleos essenciais

Foram utilizados oOleos vegetais 100 % puros de: alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
bergamota (Citrus aurantium var. bergamia L.), capim limdo (Cymbopogon citratus Stapf.),
citronela (Cymbopogon nardus (L.) Rendle), cravo (Caryophyllus aromaticus L.), eucalipto
(Eucaliptus citriodora Hook), gengibre (Zingiber officinalis (Willd.) Roscoe), laranja doce

(Citrus sinensis L.), melaleuca (Melaleuca alternifolia (Maiden e Betche.) Cheel), palmarosa
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(Cymbopogon martini (Roxb.) J.F. Watson) e salvia (Salvia sclarea L.), produzidos pela
Bioesséncia (Florananda Industria e Comércio de Cosmeéticos e Produtos Naturais Ltda.). Em
todos os experimentos, foram usadas as concentracdes de: 1,0 %, para gengibre e melaleuca,
0,5 % para alecrim e citronela e 0,14 % para os demais 6leos (v/v). As concentragdes testadas
foram baseadas em resultados de ensaios preliminares com doses minimas de inibicdo do
crescimento in vitro de Rs. Para aumentar a solubilidade, os oOleos testados foram

emulsionados em tween 20 na proporcdo de 1:1 (v/v) em todos os experimentos.

Sensibilidade in vitro de R. solanacearum aos 6leos essenciais

O volume de 250 mL de meio NYDA (10 g dextrose, 3 g extrato de carne, 5 g extrato de
levedura, 3 g peptona e 18 g de agar/L) foi utilizado para cada tratamento. Foram misturados
ao meio 350 pL, 1,25 mL e 2,5 mL dos 6leos para atingir as concentrac6es finais de 0,14, 0,5
e 1 % (vlv), respectivamente. O meio misturado a cada Oleo em suas respectivas
concentracdes foi adicionado em placas de Petri e resfriado em camara de fluxo laminar por
20 min. Em seguida, 100 pL da suspensdo bacteriana de Rs, diluida até 10 foi espalhada
sobre 0 meio, com incubacdo a 28 °C durante 72 h, quando foi realizada a contagem do
namero de col6nias por placa e calculado o nimero de unidades formadoras de colénias
(UFC)/mL. O meio com adicdo de 2,5 mL de tween 20 representou a testemunha. O
experimento teve delineamento inteiramente casualizado e foi constituido por 12 tratamentos

(11 6leos essenciais * testemunha) com quatro repeti¢Ges, cada uma com cinco placas.

Biofumigagé&o do solo com 0leos essenciais

O solo coletado no campus da Universidade Estadual da Bahia, Departamento de Tecnologia

e Ciéncias Sociais (DTCS), no municipio de Juazeiro-BA, foi analisado e misturado com areia
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na proporcao de 2:1 (v/v). O solo foi autoclavado por 2 h sucessivamente em intervalos de 24
h e apos sete dias, adicionou-se 10 mL da suspensao do isolado de Rs a cada 250 g de solo,
misturando-se uniformemente e incubando-se por 72 h.

Aliquotas de 350 pL de 6leo de bergamota, capim limao, cravo, citronela, eucalipto, laranja
doce, palmarosa e salvia foram emulsionados separadamente em tween 20 (1:1) (v/v),
misturados com 10 mL de agua destilada esterilizada e distribuidos em 250 g de solo
infestado dentro de sacos plasticos, obtendo-se uma concentracao final de 0,14 % (v/v). Da
mesma forma foram adicionados 1,3 mL de Oleo de alecrim e citronela para obter
concentracdo final de 0,5 % (v/v) e 2,5 mL do 6leo de gengibre e melaleuca que compuseram
a concentracdo final de 1 % (v/v), respectivamente. Os solos tratados com os 6leos foram
deixados em sacos plasticos para biofumigacdo sobre bancada em casa de vegetacdo (28 * 2
°C) por quatro dias. ApGs a abertura dos sacos, esperou-se trés dias para o enchimento dos
vasos e transplantio dos tomateiros. O experimento teve delineamento inteiramente
casualizado com 14 tratamentos, sendo 11 6leos e trés testemunhas: tween - solo infestado
com Rs e tratado com 2,5 mL de tween 20/250 g de solo), para avaliar o efeito do tween 20
sobre Rs; testemunha relativa: solo infestado com Rs e tratado com 40 mL de ADE; e
testemunha absoluta: solo ndo infestado, sem tratamento com tween 20, nem 6leos essenciais.

Cada tratamento teve cinco repeti¢cdes, cada uma com quatro plantas.

Populacgédo de R. solanacearum em solos biofumigados com 06leos essenciais

Amostras com 1 g de solo infestado com Rs e tratado com os 6leos foram misturadas a 10 mL
de ADE, e 1 mL do sobrenadante foi retirado para iniciar uma diluicdo em série até 107
Aliquotas de 100 pL de cada diluicdo foram plagueadas em meio SMSA modificado
(Engelbrecht 1994; Elphinstone et al. 1996) e as placas foram incubadas a 28 °C durante 72 h

até a contagem das colénias e calculo de UFC/g de solo. A populagéo de Rs foi avaliada antes
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da aplicacdo dos tratamentos (72 h apos a infestacdo do solo) e sete dias apos a aplicacdo dos

tratamentos.

Caracteristicas quimicas do solo biofumigado com 6leos essenciais

O solo utilizado em todos os ensaios foi submetido a analise quimica (Embrapa, 1999),
determinando-se: P (disponivel em mg/dm=), Na*, K*, Ca*?, Mg*?, Al*3 trocaveis e acidez
potencial (H+Al), em cmol/dm?, antes da biofumigacio e aos quatro e sete dias apos
biofumigacdo. Para determinacdo do pH em A&gua, amostras com 10 g de solo foram
adicionadas a 25 mL de agua destilada e misturadas manualmente a intervalos de 30 min,

durante trés horas. O pH foi determinado em pHmetro PHtek PHS-3B (pHtek Ltda.).

Componentes de resisténcia a murcha bacteriana em plantas de tomateiro cultivadas em

solo biofumigado com 6leos essenciais

Sementes de tomateiro hibrido ‘TY 2006’ (Seminis Ltda.) foram semeadas em bandejas de
poliestireno contendo substrato comercial e cultivadas em casa de vegetacdo por 30 dias,
guando foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade de 250 mL contendo os
solos infestados com Rs e biofumigados com os diferentes 6leos essenciais.

Diariamente, durante 15 dias, as plantas foram avaliadas quanto a presenca de sintomas,
sendo determinados o0s seguintes componentes de resisténcia da doenca: a) incidéncia (INC)
da murcha bacteriana, calculada pela porcentagem de plantas infectadas em relacdo ao total de
plantas inoculadas; b) periodo de laténcia (PLso), nimero de dias requeridos para O
aparecimento de murcha em 50 % das plantas inoculadas (Silveira et al. 1999); e c)
severidade da doenca (SEV), com auxilio da escala de notas descritiva de 0 a 4 (Nielsen e

Haynes 1960), onde 0 = auséncia de sintomas, 1 = planta com 1/3 das folhas murchas, 2 =
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planta com 2/3 das folhas murchas, 3 = planta totalmente murcha e 4 = planta morta. Com 0s
dados médios de SEV foram determinados: a) indice de murcha bacteriana (IMB) aos 15 dias,
calculado conforme McKinney (1923); e b) area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), conforme Shaner e Finney (1977). Conforme ja mencionado, o experimento teve
delineamento inteiramente casualizado e foi constituido por 14 tratamentos, com cinco

repeticdes, cada uma com quatro plantas.

Crescimento das plantas de tomateiro cultivadas em solo biofumigado com 6leos

essenciais

Ao final das avaliagdes quanto aos componentes de resisténcia da murcha bacteriana, as
plantas foram avaliadas quanto a altura e biomassa fresca. Em seguida foram lavadas em agua
corrente, colocadas em sacos de papel e mantidas em estufa a 60 °C por 72 h, avaliando-se a
biomassa seca. Foi atribuido o valor nulo (0,00) para essas variaveis as plantas que morreram

em consequéncia da murcha bacteriana.

Composicdo quimica do 6leo essencial de cravo

Para a andlise da composi¢cdo quimica, 25 mg do 6leo essencial de cravo foram previamente
diluidas em 10 mL do solvente diclorometano. A quantificagdo foi realizada por
cromatografia de fase gasosa acoplada a um detector de ionizagdo em chama (CG/DIC)
utilizando um cromatdgrafo Varian® CP-3380 (Varian Printed USA), equipado com DIC e
coluna capilar Chrompack CP-SIL 5 (30 m x 0,5 mm) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.), espessura
do filme 0,25 pum, temperatura do injetor 220 °C e do detector 240 °C, hélio como gas de
arraste (1 mL/min), com programa de temperatura do forno de: 60 a 240 °C (3 °C/min), e

isoterma de 240 °C por 20 min. A quantificacdo do percentual relativo dos constituintes
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identificados foi obtida com base nas areas dos picos cromatograficos correspondentes, pelo
método da normalizacéo.

Para a identificacdo dos constituintes foi utilizada a cromatografia de fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM), utilizando um cromatografo Shimadzu® CG-2010
(Shimadzu® Japan) acoplado a espectrdmetro de massa CG/MS-QP 2010, coluna capilar DB-
5ms (30 m x 0,25 mm) (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.), espessura do filme 0,25 um, temperatura
do injetor 220 °C, gas de arraste hélio (1 mL/min), temperatura da interface e da fonte de
ionizacdo 240 °C, energia de ionizacdo 70 eV, corrente de ionizacdo 0,7 kV e programa de
temperatura semelhante ao descrito acima para cromatografia de fase gasosa. A identificacdo
dos constituintes foi realizada através do calculo dos indices de Kovats, obtidos pela
coinjecdo da amostra com uma série homoéloga de n-alcanos (Cg a C24) e da comparacdo dos

espectros de massas com a biblioteca do equipamento.

Atividade bactericida e determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI) do 6leo

essencial de cravo e seu componente bioativo (acetato de eugenol) sobre R. solanacearum

Em uma placa de microtitulacdo, a cada poco foram adicionados 60 uL de meio liquido NYD
(NYDA sem adicéo de agar), 40 uL da suspensdo bacteriana, com concentracao ajustada para
5 x 108 UFC/mL, incubando-se a 29 °C por 24 h. Apds formagéo e sedimentagdo das col6nias
nos fundos dos pocos das placas, foram adicionadas as concentracdes do Oleo essencial de
cravo e de seu componente quimico majoritario, o acetato de eugenol (Sigma-Aldrich Brasil
Ltda.). Foram feitas diluicbes em serie, partindo da menor concentracdo que apresentou
controle eficiente in vitro e em casa de vegetagdo, 0,14 % (v/v). Assim adicionou-se em
sequéncia, em cada pocgo; 0,14 pL, 0,07 pL, 0,035 pL, 0,015 pL e 0,00 pL. Em seguida,
foram adicionados em cada poc¢o 10 pL da solucédo de cloreto de trifeniltetrazolio a 1 % (v/v)

e observada a mudanca de coloracdo de branco para réseo em células vivas da bactéria. O
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experimento teve delineamento inteiramente casualizado com 10 tratamentos, representados
pelo 6leo essencial de cravo e acetato de eugenol em cinco concentraces incluindo as
testemunhas (0,00 pL), com quatro repeticdes, cada uma representada por um poco. O

experimento foi realizado trés vezes.

Efeito da biofumigacao com 6leo essencial de cravo e seu composto bioativo (acetato de
eugenol), em solo infestado com R. solanacearum, sobre a populagdo bacteriana,

componentes de resisténcia a murcha bacteriana e crescimento das plantas de tomateiro

O acetato de eugenol foi adicionado ao solo autoclavado e previamente infestado com a
bactéria conforme metodologia ja descrita. Foram realizados o0s seguintes tratamentos: T1-
acetato de eugenol a 0,07 %; T2- acetato de eugenol a 0,14 %; T3- 6leo de cravo a 0,035 %;
T4- 6leo de cravo a 0,07 %; T5- 6leo de cravo a 0,14 %; Testemunha - solo infestado + tween.
Foram retiradas amostras antes dos tratamentos e sete dias ap0s, para avaliacdo da populacédo
de Rs, conforme metodologia ja descrita. Mudas de tomateiro hibrido ‘TY 2006°, com 21 dias
foram transplantadas para os solos tratados utilizando-se vasos plasticos com capacidade para
250 mL. As plantas foram avaliadas diariamente durante 15 dias quanto aos componentes de
resisténcia da murcha bacteriana, e aos 15 dias, quanto aos dados de crescimento: altura da
planta, biomassa fresca e biomassa seca, conforme metodologia ja descrita. O experimento
teve delineamento inteiramente casualizado com os seis tratamentos descritos acima. Cada

tratamento teve cinco repeti¢fes, cada uma com quatro plantas.

Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados duas vezes para determinar a consisténcia dos

resultados, exceto o da concentracdo minima inibitoria que foi realizado trés vezes.
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Considerando que ndo houve diferencas entre eles (P<0,05), os dados foram avaliados como
repeticdes no tempo. Os pressupostos para as analises de variancia (ANOVA) foram
verificados usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene com auxilio do programa Statistix 9.0
(Florida State University). As médias foram comparadas pelos testes T de Student (populacéo
bacteriana, caracteristicas quimicas do solo) e LSD (componentes de resisténcia a murcha

bacteriana e variaveis de crescimento das plantas) com auxilio do programa Statistix 9.0.

Resultados

Sensibilidade in vitro de R. solanacearum aos 6leos essenciais

Os o6leos essenciais de melaleuca a 1 %, alecrim e citronela a 0,5 % e cravo, capim limao,
eucalipto e palmarosa a 0,14 %, inibiram completamente o crescimento de Rs (P<0,05), apos
72 h de incubacdo a 28 °C. Ja os 0Oleos essenciais de gengibre a 1 % e bergamota, laranja doce
e salvia a 0,14 %, ndo inibiram significativamente o crescimento bacteriano em relacdo a

testemunha (Tabela 1).

Populacgédo de R. solanacearum em solos biofumigados com 06leos essenciais

A biofumigacdo com os 6leos essenciais de alecrim, cravo, capim liméo, gengibre, melaleuca
e palmarosa reduziu significativamente (P<0,05) a populagao de Rs no solo, aos sete dias apos
aplicacdo. Os Gleos essenciais de alecrim e cravo destacaram-se por reduzir a populacéo (log
(UFC/mL +1)) de Rs de 9,15 para 6,90 (24,6 %) e de 9,07 para 1,66 (81,6 %),

respectivamente. No entanto, os solos biofumigados com os 0leos essenciais de bergamota,
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citronela, eucalipto e laranja doce ndo apresentaram reducdo da populacdo de Rs no solo

(Figura 1).

Caracteristicas quimicas do solo biofumigado com os 6leos essenciais

A biofumigacdo com os 06leos essenciais ndo alterou significativamente (P<0,05) o pH inicial
do solo (6,81) apds quatro e sete dias (médias de 6,5 e 6,4), respectivamente. Os niveis de
Ca*?, Mg', Na*, K*, P, N, AlI"® e H"* + AI'® também n3o sofreram alteracdes apds a

biofumigacdo com os 06leos essenciais (dados nao apresentados).

Componentes de resisténcia a murcha bacteriana em plantas de tomateiro cultivadas em

solo biofumigado com 6leos essenciais

A biofumigacdo com o 6leo essencial de cravo reduziu significativamente (P<0,05) a murcha
bacteriana em tomateiro, aumentando o PLsg para 16 dias, além de reduzir significativamente
a INC, IMB e AACPD para 7,50, 1,87 e 0,50, respectivamente, com relacdo a testemunha
(Tabela 2). O 6leo de cravo ndo diferiu significativamente dos éleos de alecrim na INC, IMB
e AACPD, bem como de melaleuca, na INC, PLso e IMB. No entanto, estes 6leos também néo
diferiram significativamente das testemunhas tween e relativa quanto a INC. Estas
testemunhas apresentaram, respectivamente, 77,50 e 77, 0 % de INC; 61,80 e 57,50 de IMB; e

41,30 e 46,70 de AACPD.

Crescimento de plantas de tomateiro em solo biofumigado com 6leos essenciais

As plantas cultivadas em solo biofumigado com Oleo de cravo apresentaram 0s maiores

indices de desenvolvimento (P<0,05) para as variaveis altura, biomassa fresca e biomassa
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seca, analisadas aos 15 dias de cultivo (Tabela 3). Diferiram significativamente do tween e da
testemunha relativa, ndo diferindo da testemunha absoluta (plantas cultivadas em solo sem R.
solanacearum). A biomassa fresca também foi significativamente aumentada em plantas
cultivadas em solo biofumigado com dleo de capim liméo (1,53 g), palmarosa (1,56 g) e
alecrim (1,71 g), quando comparados com tween (0,54 g) e testemunha relativa (0,57 g). A
biomassa seca das plantas no tratamento com 6leo de palmarosa (1,05 g) ndo diferiu do

tratamento com o 6leo de cravo nem da testemunha absoluta.

Composicado quimica do 6leo essencial de cravo

A anédlise da composicdo quimica do 6leo essencial de cravo revelou o eugenol como
constituinte majoritario (87 %), além de outras moléculas como: B-cariofileno (10 %), a-
humuleno (2 %), 6-cadineno (0,40 %) e oxido de cariofileno (0,60 %) (Tabela 4). A analise de
CG/DIC resultou em um cromatograma com eugenol apresentando os maiores picos (Fig. 2,

Tabela 4).

Atividade bactericida e determinacao da concentracdo minima inibitoria (CMI) do 6leo

essencial de cravo e seu componente bioativo (acetato de eugenol) sobre R. solanacearum

O Oleo essencial de cravo e o0 acetato de eugenol apresentaram diferencas quanto a
concentragdo minima para inibicdo do crescimento bacteriano de Rs (Tabela 5). O dleo
essencial de cravo promoveu inibicdo total a partir de 0,035 % (v/v), enquanto que 0 seu

componente bioativo, apenas a partir da concentracao de 0,07 % (v/v).
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Efeito da biofumigacao com 6leo essencial de cravo e seu composto bioativo (acetato de
eugenol), em solo infestado com R. solanacearum, sobre a populagdo bacteriana,

componentes de resisténcia @ murcha bacteriana e crescimento das plantas de tomateiro

A populacdo de Rs nos solos biofumigados com o dleo de cravo e acetato de eugenol foi
inibida totalmente, em todas as concentracOes testadas. Na testemunha relativa, a populagéo
de Rs aumentou significativamente (P<0,05) de 47 para 59 log (UFC/mL + 1), sete dias apos
o0 tratamento (dados ndo apresentados).

As plantas cultivadas nos solos biofumigados com o éleo essencial de cravo e o acetato de
eugenol ndo apresentaram sintomas da murcha bacteriana em nenhuma das concentracdes
analisadas, diferindo significativamente da testemunha que apresentou INC (100 %), PLso
(8,0), IMB (62,8) e AACPD (6,5).

As plantas também apresentaram crescimento significativamente maior que a testemunha em
todas as variaveis analisadas e em todas as concentracdes testadas, com exce¢do da BFR no

tratamento com o 6leo de cravo a 0,14 % (Tabela 6).

Discussao

A acdo bactericida dos 6leos de cravo, melaleuca, citronela, capim lim&o, eucalipto e
palmarosa sobre Rs in vitro, pode estar relacionada aos complexos constituintes quimicos que
0s Oleos essenciais possuem, com mais de 100 diferentes componentes terpénicos e que
através de uma acéo sinergica podem apresentar amplo espectro de acdo (Tiwari et al. 2009).
O efeito desses oOleos sobre Rs ja foi relatado em diversos trabalhos e com isolados de
diferentes hospedeiros. Os 0leos de palmarosa e capim lim&o inibiram o crescimento in vitro

de Rs patogénica ao gengibre em todas as concentragdes testadas (Paret et al. 2010), enquanto
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que os o6leos de cravo e citronela inibiram em 100% o crescimento de Rs isolados de
bananeira (Amorim et al. 2011).

Ja com relacdo a Rs em tomateiro, a atividade bactericida do 6leo de cravo foi evidenciada,
mostrando ainda, na concentracdo de 0,5 % um amplo espectro de acdo para outras bactérias
fitopatogénicas a tomateiro e geranio: Gram negativas (Rhizobium rhizobacter (Beijerinck
and van Delden) Young et al. — sin. Agrobacterium tumefaciens (Smith and Townsend) Conn;
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (Jones) Hauben et al. — sin. Erwinia
carotovora pv. carotovora (Jones) Dye e Xanthomonas hortorum pv. pelargonii (Brown)
Vauterin et al. — sin. X. campestris pv. pelargonii (Brown) Vauterin et al. e Gram positivas
(Streptomyces spp. e Rhodococcus fascians (Tilford) Goodfellow) (Huang e Lakhsman 2010).
Outros 6leos essenciais tém tido eficiéncia de controle nesse patosistema. O 6leo de tomilho
(Thymus vulgaris L.) e tomilho + horteld pimenta (Mentha piperita L.) reduziram a murcha
bacteriana do tomateiro no campo em dois anos, por, respectivamente 94,8 a 97,1 % e 89,5 a
82,4 % (Abo-Elyousr et al. 2014).

O efeito bactericida do 6leo de cravo a diferentes géneros e espécies revela este 6leo como
uma importante ferramenta no manejo da murcha bacteriana, uma vez que Rs apresenta alta
diversidade infraespecifica, ampla gama de hospedeiros e elevada capacidade de
sobrevivéncia (Huang e Lakhsman 2010).

A reducdo da populacdo de Rs no solo pelos 6leos de gengibre, melaleuca, alecrim, capim
limdo, cravo, palmarosa e salvia, possivelmente ocorreu em consequéncia da presenca dos
componentes volateis desses Oleos, que se difundiram no solo infestado durante a
biofumigacéo, causando efeito deletério na populacdo bacteriana. Os monoterpenos presentes
nestes 0leos podem desintegrar a membrana externa de bactérias Gram negativas, liberando
lipopolissacarideos e, consequentemente, gerando alteracfes na permeabilidade da membrana

plasmatica, resultando na morte da célula bacteriana (Knowes 2005).
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O efeito biofumigante dos 6leos essenciais de palmarosa a 0,14 % e capim liméo a 0,7 % foi
verificado sobre isolados de Rs em tomateiro e pimentdo, respectivamente, tanto em casa de
vegetacdo como em condicdes de campo (Paret et al. 2010, Alves et al. 2014). Da mesma
forma, o 6leo de cravo a 0,5% reduziu, a populacdo de Rs isolados de tomate e geranio em
solo infestado, atenuando a incidéncia da murcha bacteriana e apresentando um controle de
até 100% da doenca (Huang e Lakhsman, 2010).

A biofumigacao é uma técnica de desinfestacdo do solo através da adicdo de matéria organica
ou Gleos essenciais que liberam substancias toxicas aos patdgenos (Baptista et al. 2006). No
presente trabalho, a efetividade na supressdo de Rs no solo, deve-se possivelmente aos
concentrados compostos volateis presentes nestes Oleos, tais como: citrol (capim limao),
geraniol (palmarosa), B-citronelol (citronela), a-terpineno (melaleuca) e eugenol (cravo), que
podem atuar através de uma atividade lipofilica, agindo contra a membrana celular do micro-
organismo, causando ruptura e alteracdo no transporte de moléculas, inibicdo da atividade
enzimatica e coagulacdo do conteudo citoplasmatico (Paret et al. 2012).

No entanto, a diminuicdo da populacdo de Rs no solo constatada neste trabalho, apenas
reduziu os componentes de resisténcia a murcha bacteriana em casa de vegetacdo, no
tratamento com 6leo de cravo, com menor incidéncia da doenca (7,5 %) e maiores valores de
PLso, (16,0 dias), o que resultou na reducdo do IMB (1,88) e AACPD (0,50). A efetividade da
biofumigagdo com este 6leo, no controle da murcha bacteriana em plantas ja havia sido citada
em bananeira (Amorim et al. 2011) e em tomateiro e gerénio (Huang e Lakshaman 2010). Os
autores atribuem a eficiéncia do 0leo essencial de cravo no controle da murcha bacteriana ao
eugenol, seu principal componente quimico.

Os efeitos da biofumigacdo com os 6leos essenciais sobre o pH do solo e de seus micro e
macronutrientes foram promissores, uma vez que nao houve alteracdes significativas dessas
variaveis do solo. Além disso, plantas cultivadas no solo biofumigado com os 6leos essenciais

de cravo e palmarosa apresentaram, significativamente, as maiores médias de biomassa
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fresca, biomassa seca e altura, com resultados semelhantes a testemunha 2 (plantas cultivadas
em solo sem infestacdo com Rs + ADE). Portanto, estes 6leos ndo apresentam efeitos
fitotoxicos ao tomateiro, confirmando os resultados encontrados por Huang e Laksman (2010)
e Alves et al. (2014).

O dleo essencial de cravo apresentou como constituinte quimico majoritario o fenilpropanoide
acetato de eugenol (C10H1202), com pequenas quantidades de B-cariofileno, a-humuleno, -
cadideno e oOxido de cariofileno, comprovando relatos anteriores (Chaieb et al. 2007;
Abbaszadeh et al. 2015).

Os estudos com 6leo essencial de cravo e seu componente quimico majoritario, eugenol, tanto
nos testes in vitro, quanto na biofumigacdo do solo, mostraram resultados semelhantes,
demonstrando ser o eugenol, o principal constituinte quimico responsavel pela reducdo na
populacdo de Rs in vitro, no solo e no controle da murcha bacteriana do tomateiro em casa de
vegetacdo, ou seja, pela acdo bactericida do 6leo.

Considerando-se que o 6leo essencial de cravo a 0,14 % destacou-se como biofumigante e
bactericida com acdo direta contra Rs tanto in vitro quanto no solo, e foi capaz de reduzir a
murcha bacteriana em casa de vegetacao, conclui-se que a biofumigacdo com esse éleo é uma

estratégia de controle com potencial para uso no manejo da murcha bacteriana do tomateiro.
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5290 Tabela 1 Sensibilidade in vitro de R. solanacearum a Oleos essenciais, avaliada pelo

530  crescimento em meio de cultura NYDA durante 72 h a 28 °C

Tratamento/ Nome Cientifico Log (UFC/ml+1)

(Concentracao %)

Testemunha - 8,77a
Gengibre (1,00) Zingiber officinalis 8,62a
Bergamota (0,14) Citrus aurantium var. bergamia 8,61a
Laranja doce (0,14) Citrus sinensis 8,61a
Sélvia (0,14) Salvia sclarea 8,41a
Alecrim (0,50) Rosmarinus officinalis 0,00b
Cravo (0,14) Caryophyllus aromaticus 0,00b
Citronela (0,50) Cymbopogon nardus 0,00b
Capim Limao (0,14) Cymbopogon citratus 0,00b
Eucalipto (0,14) Eucaliptus citriodora 0,00b
Melaleuca (1,00) Melaleuca alternifolia 0,00b
Palmarosa (0,14) Cymbopogon martini 0,00b

531  Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (P<0,05) de acordo com o
532  teste LSD

533
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537

538
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Tabela 2 Efeito da biofumigacdo do solo com o6leos essenciais nos componentes de

resisténcia a murcha bacteriana em plantas de tomateiro hibrido ‘TY 2006°, em casa de

vegetacédo
Tratamento/ INC @ (%) PLso” IMB® AACPDY
(Concentracao %)

Tween 77,50 ab® 5,90cd 61,80ab 41,30a
Testemunha relativa ~ 77,00ab 6,00cd 57,50abc 46,70a
Laranja doce (0,14) 95,00a 8,10cd 71,25a 44,50a
Eucalipto (0,14) 82,50ab 7,60cd 65,00ab 43,00ab
Citronela (0,5) 87,50a 8,60cd 62,50ab 35,60ab
Gengibre (1,0) 77,50ab 9,10c 45,62cd 32,70abc
Salvia (0,14) 75,00ab 9,00cd 52,50bc 32,40ab
Bergamota (0,14) 45,00 ab 6,60d 53,13bc 37,90ab
Palmarosa (0,14) 42,50abc 13,00b 30,00de 15,40bcd
Capim liméo (0,14) 45,00abc 13,60b 21,52¢ 8,80cd
Melaleuca (1,0) 30,20bc 14,60ab 15,00ef 23,60abc
Alecrim (0,5) 27,50bc 12,70b 20,63f 6,40cd
Cravo (0,14) 7,50c 16,00a 1,87f 0,50d

2 Incidéncia (INC), porcentagem de plantas infectadas em relacdo ao total de plantas
inoculadas; ° Periodo de laténcia (PLso), nmero de dias requeridos para o aparecimento de
murcha em 50 % das plantas inoculadas (Silveira et al. 1999); ¢ indice de murcha bacteriana
(IMB) aos 15 dias, calculado conforme McKinney (1923); ¢ &rea abaixo da curva de progresso
da doenca (AACPD) (Shaner e Finney 1977). © Médias seguidas pela mesma letra na coluna

néo diferem entre si (P<0,05) de acordo com o teste LSD
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Tabela 3 Efeito da biofumigacdo do solo com 6leos essenciais no desenvolvimento de plantas

de tomateiro hibrido ‘“TY 2006’ em casa de vegetagao

Tratamento (%) Altura Biomassa Fresca Biomassa seca
(cm) (9) (9)
Tween 5,20c? 0,54d 0,239
Testemunha relativa 5,20c 0,57d 0,39fg
Testemunha absoluta 11,80ab 2,443 1,32a
Capim liméo (0,14) 12,40a 1,53abc 0,97bcd
Melaleuca (1,0) 12,20a 1,37abcd 0,91bcd
Palmarosa (0,14) 12,30a 1,56abc 1,05abc
Cravo (0,14) 11,80a 1,97ab 1,19ab
Alecrim (0,5) 11,60ab 1,71abc 0,89cde
Bergamota (0,14) 7,90abc 0,70d 0,279
Salvia (0,14) 6,40bc 0,71cd 0,36fg
Gengibre (1,0) 5,90c 0,84cd 0,60ef
Citronela (0,5) 5,70c 1,04bcd 0,85cde
Laranja doce (0,14) 5,60c 1,05bcd 0,30fg
Eucalipto (0,14) 5,60c 0,86c¢d 0,73de

& Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (P<0,05) de acordo com o

teste LSD
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Tabela 4 Identificacdo e quantificacdo da composicdo quimica do dleo essencial de cravo
caracterizados por Cromatografia gasosa e espectro de massa (CG/EM) e Cromatografia

gasosa e deionizagdo em chama (CG/DIC) respectivamente

Constituinte IKid IKea® 1la 1b 2a 2b Média

%) (%) (%) (%)

Eugenol 1359 1363 87,0 870 87,2 86,9 87,0
B-cariofileno 1419 1422 100 99 99 10,2 10,0
a-humuleno 1454 1460 2,1 22 19 19 20
d-cadineno 1523 1527 0,3 03 04 04 04
Oxido de cariofileno 1583 1590 06 06 06 06 06

4 |Kjir= indice de Kovats da literatura.

b|Kcaic = indice de Kovats calculado

Tabela 5 Concentragdo minima inibitéria (CMI) do bleo essencial de cravo e seu componente

bioativo (acetato de eugenol) para o crescimento in vitro de R. solanacearum

Concentragéo Oleo de Acetato de
% (V/Iv) cravo eugenol
0,14 IT IT
0,07 IT IT
0,035 IT SIP
0,008 Sl Sl
Testemunha Sl SI

4T - Inibigdo total do crescimento bacteriano

bS] - Sem inibic&o do crescimento bacteriano
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Tabela 6 Efeito da biofumigacdo do solo com Oleo essencial de cravo e seu composto
bioativo (acetato de eugenol) no desenvolvimento de plantas de tomateiro hibrido ‘TY 2006’

em casa de vegetacdo

Tratamento Altura Biomassa fresca Biomassa seca
(cm) (9) (9)
Testemunha 5,72b? 1,59b 0,59b
Eugenol (0,07 %) 16,30a 5,99a 3,70a
Eugenol (0,14 %) 16,80a 6,24a 3,15a
Cravo (0,035 %) 15,04a 6,16a 3,08a
Cravo (0,07 %) 16,01a 5,89a 3,40a
Cravo (0,14 %) 15,69a 6,07a 3,30a

& Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (P<0,05) de acordo com o

teste de LSD
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wPELELEELERELEE
1 1

6,00

5,00

Log(UFC/mL+1)

4,00 ® Antes
Depois

Oleos essenciais

Fig. 1 Efeito da biofumigacdo do solo com 6éleos essenciais sobre a populacdo de R.
solanacearum antes (72 h apds infestacdo do solo e sem aplicacdo dos 6leos) e depois da
biofumigacgdo do solo, avaliado pelo nimero de UFC/g de solo x 108 em meio de cultura
NYDA. Concentracbes dos 6leos: gengibre e melaleuca a 1,0 %, alecrim e citronelaa 0,5 % e
os demais 6leos a 0,14 % (v/v). Dados transformados para log. *Médias que diferem
significativamente entre si pelo teste T de Student (P<0,05). As barras de erro representam o

desvio padrdo das médias
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Fig. 2 Cromatograma do 6leo essencial de cravo em CG/DIC (Cromatografia gasosa e
deionizacdo em chama), contendo Eugenol como padrdo (primeiro pico a esquerda). 1.

eugenol, 2. B-cariofileno, 3. a-humuleno, 4. § -cadineno e 5. dxido de cariofileno
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CAPITULO 111

Silicio no manejo da murcha bacteriana em trés variedades de tomateiro
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Resumo

Foi avaliado o efeito da suplementacdo do silicio (Si) na producdo de mudas de tomateiro das
cultivares (cvs.) Santa Clara, TY 2006 e Yoshimatsu 4-11, visando o manejo da murcha
bacteriana causada por Ralstonia solanacearum (Rs). As mudas das trés cvs. foram
produzidas em substrato sem silicio (-Si) ou com 3 g de silicato de célcio/kg de substrato
(+Si) e transplantadas para solo com Rs (+Rs). Os componentes de resisténcia avaliados
durante 15 dias foram incidéncia (INC) e severidade (SEV), calculando-se o indice de murcha
bacteriana (IMB) e a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Aos 15 dias de
cultivo, avaliou-se o crescimento das plantas, medindo-se a altura e o peso da biomassa fresca
e seca, indice reativo de clorofila, conteido de Si nos tecidos foliares e populagdo de Rs no

caule. As atividades enziméticas de fenilalanina aménia-liases (FAL), B-1,3 glucanases
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(GLU) e peroxidases (POX) foram analisadas nas trés cvs. produzidas em substrato (+Si) e (-
Si) nos tempos: 0 h (uma hora antes do transplantio), 24 h, 48 h, 72 h e 96 h depois do
transplantio. A suplementacdo com Si nas cvs. Santa Clara e TY 2006 promoveu reducédo da
doenca avaliada pela SEV (33,2 e 42 %), AACPD (23,1 e 19,2 %) e IMB (21,7 e 10 %),
respectivamente. A suplementacdo com silicio no substrato ndo afetou o crescimento das
plantas, indice reativo de clorofila, o acumulo de silicio nos tecidos foliares e a populacdo de
Rs nos tecidos do caule. Foi evidenciada maior atividade enziméatica de FAL e GLU em
alguns tempos nas trés cultivares. Desta forma, a producdo de mudas de tomateiro em

substrato com Si pode ser um componente no manejo da murcha bacteriana.

Palavras-chave: Ralstonia solanacearum. Silicato de calcio. Substrato. Producdo de mudas.

Controle

Introducao

A murcha bacteriana € uma das doencas economicamente mais importantes na producdo de
solanéceas, em especial de tomateiro (Solanum lycopersicum L.) (Wydra et al. 2005). A
infestacdo do solo, substrato ou uso de mudas contaminadas com esta bactéria, pode causar
prejuizos na producdo das lavouras, com perdas de até 100%. Tomateiros infectados com R.
solanacearum apresentam externamente murcha verde nas folhas jovens e epinastia foliar.
Com a evolucdo da doenca, em condigcdes favoraveis, toda a planta murcha e sobrevém a
morte (Malavolta Jr. et al. 2008).

Essa fitobacteriose € causada por um complexo de espécies de Ralstonia, principalmente R.
solanacearum (Smith) Yabuuchi et al. e R. pseudosolanacearum Safni et al., determinado por
alta variabilidade genética, o que confere maior capacidade de adaptacdo a diferentes

condigdes de ambiente e ampla gama de hospedeiros (Safni et al. 2014; Albuquerque et al.
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2014). A infeccdo por este complexo provoca alteracoes fisioldgicas irreversiveis as plantas
hospedeiras, pois a patogenicidade esta relacionada ao elaborado sistema de secrecdo Tipo |11
- SSTII), com injecdo de um complexo de proteinas efetoras que apresentam fungdes
enzimaticas deletérias as células da planta (Jacobs et al. 2013). Em Pernambuco, ja foram
encontradas as duas espécies de Ralstonia, mas em tomateiros no Submédio do Vale do Séo
Francisco, a espécie R. solanacearum tem sido a Unica isolada, justificando a sua utilizacéo
neste estudo.

No Brasil, a murcha bacteriana é endémica. Ndo ha& agroquimicos registrados para seu
controle, além da proibicdo do uso de fumigantes quimicos no solo, ficando assim, 0 manejo
limitado ao uso de medidas de exclusdo e cultivo de variedades tolerantes. A cultivar
Yoshimatsu 4-11 criada pelo Dr. Hiroshi Noda (Noda et al. 1993) na Amazdnia é considerada
tolerante, mas ndo tem grande expressdo de cultivo em outras regiGes do Brasil. JAa cv. TY
2006 tem sido considerada medianamente tolerante pelos produtores de tomate do Submédio
do Vale do S&@o Francisco, o que foi confirmado em experimentos preliminares a este
trabalho. No entanto, a resisténcia genética em tomateiro a R. solanacearum, embora seja
controlada por varios genes, pode ndo apresentar efetividade no manejo da doenca, quando
utilizada isoladamente, em funcdo da plasticidade genética da bactéria e das alteracfes
fenotipicas aleatorias das variedades (Lebeau et al. 2011).

Pesquisas com estudos bioquimicos e moleculares apontam o silicio como um importante
ativador da expressao e estabilidade de genes de resisténcia a diversos patdgenos em plantas
de tomateiro, sobretudo no patosistema envolvendo R. solanacearum (Ghareeb et al. 2011,
Andrade et al. 2013). O incremento de silicio no solo ou substrato, pode potencializar a
resisténcia genética, mesmo em espécies ndo acumuladoras de silicio, como tomateiro (Wydra
et al., 2005) e pimentdo (Alves et al. 2015).

O incremento de silicio no solo ou substrato, pode potencializar a resisténcia genética, mesmo

em plantas ndo acumuladoras de silicio, como plantas de tomateiro (Wydra et al., 2005).
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O silicio € um elemento multifuncional que pode incrementar significativamente a tolerancia
de plantas a metais pesados, estresse hidrico, salino e ataque de patdgenos (Liang et al. 2005).
O aumento nos niveis de tolerancia nas plantas promovidos pelo silicio envolve mecanismos
bioquimicos e moleculares nos quais os polimeros de oOxido de silicio (SiOas), que se
acumulam na parede celular, atuam como mediadores de rotas metabolicas especificas na
ativacdo de sinais moleculares para atividade de enzimas antioxidantes (Wang et al. 2013). O
incremento de silicio na producdo de tomateiro envolvendo a resisténcia contra a R.
solanacearum foi efetivo na transcricdo de sinais para regulacdo e expressao de genes que
ativam as proteinas de resisténcia B-1,3 glucanases, peroxidases, fenilalanina amonialiases e
lipoxigenases. Estas proteinas sdo compostos metabolicos secundarios produzidos pela planta
com acdo antimicrobiana, capazes de inibir ou retardar o ataque dos patogenos (Silva et al.
2007; Ghareeb et al. 2011; Borges et al. 2013). Neste contexto, a suplementacao de substratos
ou solos com silicio na producdo de mudas de tomateiro pode representar uma alternativa no
manejo da murcha bacteriana através da ativacdo de respostas de defesa contra R.
solanacearum. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da suplementacao
com silicio na producdo de mudas de tomateiro das cultivares Santa Clara, TY 2006 e

Yoshimatsu, visando o manejo da murcha bacteriana.

Material e Métodos

Os experimentos foram realizados nos laboratdrios de Fitopatologia, Fisiologia Vegetal e casa

de vegetacdo da Universidade do Estado da Bahia (UNEB), localizada no municipio de

Juazeiro-BA, Departamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais (DTCS).

Isolado, preparo do inoculo e infestacdo do solo
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O isolado de Ralstonia solanacearum UNEBO1 (Rs) utilizado foi obtido de tomateiro com
sintomas severos da murcha bacteriana, proveniente de uma area produtora no municipio de
Petrolina-PE (S 09° 03' 312"W 040° 22' 38,7"). A patogenicidade foi confirmada realizando-
se 0s postulados de Koch em plantas de tomateiro da cultivar Santa Clara. O isolado Rs foi
identificado e caracterizado utilizando-se a técnica de PCR multiplex (Pmx-PCR) com 0s
primers Nmult:21:1F, Nmult:21:2F, Nmult:23:AF, Nmult:22:InF, Nmult:22:RR, 759 e 760
(Fegan e Prior 2005; Opina et al. 1997; Safni et al. 2014).

A suspensdo bacteriana utilizada nos experimentos foi preparada a partir do cultivo de Rs, em
meio tetracloreto de trifenil tetrazolio (TZC) (Kelman, 1994) por 48 h a 28 °C. Colénias
mucoides, irregulares e de coloracdo branca, foram transferidas para agua destilada
esterilizada (ADE) e a concentracdo da suspensao foi ajustada em espectrofotdmetro Analyser
500 (Analyser) para 5 x 102 UFC/m.

O solo utilizado nos experimentos foi coletado no campus da UNEB- DTCS e, submetido a
analise quimica (Embrapa, 1999) apresentou as seguintes caracteristicas: pH em agua = 6,81,
Ca*?= 4,30 cmolc dm; Mg*2= 1,10 cmolc dm™; Na* = 0,10 cmolc dm™; K*= 0,51 cmol. dm3;
P*3 = 44,53 mg dm3; N* = 0,99 g Kg!; AlI*3= 0,00 cmol. dm®; H* + AI*3 = 0,00; MO = 0,65
%; Sp = 6,01 mg dm™3; T = 6,01 mg dm; V = 100 %). Este solo foi misturado com areia (2:1)
(v/v) e autoclavado por 2 h, sucessivamente, em intervalos de 24 horas, durante sete dias.

A suspensdo bacteriana foi adicionada ao solo previamente autoclavado (40 mL/kg de solo),
misturada uniformemente, incubando-se em bandejas de plastico cobertas com papel
aluminio, por 72 h em bancada da casa de vegetagédo a 28+2 °C e 80+2 % de umidade relativa

do ar.

Silicio no substrato para producéo de mudas de tomateiro
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Foram adicionados silicato de calcio (CaSiOs), contendo 60% de oxido de silicio (SiO2) e
40% de oOxido de célcio (CaO) (Vetec Quimica Fina Ltda.). O silicato de calcio foi
incorporado na dose de 3g/kg de substrato comercial Tropstrat HT Hortalicas (Vida Verde
Ltda.) e os teores de célcio para os tratamentos sem adi¢cdo do silicio foram nivelados com
carbonato de célcio (CaCOz) contendo 40 % de calcio (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) para que a
unica fonte de variag&do fosse a adi¢do de SiO2. O substrato foi incubado em sacos plasticos
transparentes em bancada de casa de vegetacdo, em temperatura ambiente (302 °C) com a
umidade mantida pela adi¢do de 100 ml de ADE/kg de substrato. Apos 25 dias de incubacéo,
0 substrato tratado foi distribuido em bandejas de poliestireno e semeado com o0s tomateiros
‘Santa Clara’, ‘TY 2006’ e ‘Yoshimatsu 4-11’. Apds 25 dias de cultivo, as plantas foram
transplantadas para solo previamente infestado com Rs.

Este experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, constituido de
seis tratamentos com cinco repeticdes, representadas por quatro plantas cada. Os tratamentos
constaram das trés variedades de tomateiro semeadas em substrato com e sem silicio (+Si e —

Si).

Silicio nas caracteristicas quimicas do substrato

Foi utilizado o substrato comercial Tropstrat HT com a seguinte composi¢do: N* = 5,80; P*3
=1,65; K* =14,50; Ca*? =10,80; Mg*? = 10,50; C** = 215 (g/kg) e B*® = 5,00; Cu*? = 4,00;
Fe*® = 238,00; Mn*? = 169,00; Zn*? = 36,00; Na* = 290,00 (mg/kg) e pH em agua = 6,20. O
SiO; foi incorporado ao substrato e apos 25 dias foram determinados os teores de: N*, P*3, K*,
Ca*2, Mg*2, C*, B*®, Cu*?, Fe*®, Mn*2, Zn*? e Na*, bem como pH, teor de matéria organica e
de umidade (Embrapa, 1999). Os teores de silicio no substrato foram determinados pelo

método do &cido acético (CH3COOH) (Korndorfer et al. 2004). Foram coletadas trés
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amostras simples de cada tratamento (-Si) e (+Si), e misturadas para constituicdo da amostra

composta que foi dividida em quatro sub-amostras representando as repeticoes.

Silicio nos componentes de resisténcia a murcha bacteriana, crescimento de tomateiros e

teores de Si nas plantas

As cultivares de tomateiro TY 2006 (Seminis Ltda.), Santa Clara (Feltrin Ltda.) e Yoshimatsu
4-11 (Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia) foram escolhidas pois a Santa Clara é
padrdo de susceptibilidade (Cardoso et al. 2012) e TY 2006 e Yoshimatsu 4-11, sdo
consideradas, respectivamente, medianamente tolerante e tolerante (Noda et al., 1993) a
murcha bacteriana.

As sementes foram semeadas em bandejas de poliestireno contendo substrato comercial
Tropstrat HT Hortalicas com os tratamentos +Si e —Si e as plantulas cultivadas por 25 dias
apos emergéncia. As mudas foram entdo transplantadas para vasos plasticos de 300 ml
contendo solo infestado (+Rs). A umidade do solo foi mantida em capacidade de campo
através de irrigacdes diarias com adicdo de aproximadamente 200 ml de 4gua/vaso.

Apbs o transplantio, as plantas foram cultivadas por 15 dias em condi¢bes de casa de
vegetacdo com temperatura de 28+2 °C e 80+2 % de umidade relativa do ar. Foram
realizadas avaliacOes diarias quanto a presenca de sintomas caracteristicos da murcha
bacteriana, ou seja, incidéncia da doenga (INC). A severidade (SEV) da doenca foi avaliada a
cada trés dias com auxilio da escala de notas descritiva de 0 a 4 (Nielsen e Haynes 1960),
onde 0 = auséncia de sintomas, 1 = planta com 1/3 das folhas murchas, 2 = planta com 2/3 das
folhas murchas, 3 = planta totalmente murcha e 4 = planta morta. Com os dados obtidos
foram determinados os seguintes componentes de resisténcia da doenca: indice de murcha
bacteriana (IMB) aos 15 dias, calculado conforme McKinney (1923) e area abaixo da curva

de progresso da doenca (AACPD) (Shaner e Finney 1977). Ao final destas avaliacdes,
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verificou-se o crescimento das plantas, medindo-se a altura (cm) e pesando-se a biomassa
fresca e seca (g). As plantas que morreram em consequéncia da murcha bacteriana foi
atribuido o valor nulo para as variaveis analisadas. As medidas de altura foram obtidas com
auxilio de uma fita métrica, com corte das plantas rente a superficie do substrato separando-se
raizes da parte aérea. ApOs a pesagem para obtencdo da biomassa fresca, as plantas foram
colocadas em sacos de papel e mantidas em estufa com circulacéo de ar forcado por 72 horas
a 60 °C para pesagem da biomassa seca. A partir da biomassa seca também foi determinado
os teores de Si nos tecidos foliares. O material foi triturado em moinho manual, pesado,
armazenado em sacos de papel em temperatura ambiente e enviado para analise de silicio no
Laboratorio de Solos da Universidade Federal de Uberlandia. O experimento em casa de
vegetacdo teve delineamento inteiramente casualizado, constituido de seis tratamentos com
cinco repeticdes com quatro plantas cada. Para determinacdo do contetido de Si nos tecidos

foram analisadas quatro repeticdes, cada uma com 1g de matéria seca.

Silicio no indice reativo de clorofila

Com auxilio de um medidor eletrénico de teor de clorofila, clorofildmetro portatil
(ClorofilLog, Falker), foram realizadas trés leituras do indice reativo de clorofila, aos cinco,
dez e quinze dias apds o transplantio. Foram analisadas ao acaso quatro folhas de cada planta.
As leituras foram realizadas na auséncia da luz solar para evitar a desativacao de transportes

fotossintéticos.

Populacgéo de R. solanacearum nos tecidos de plantas de tomateiro tratadas com silicio

Para quantificar a populacdo de Rs no caule de plantas de tomateiro, foram retiradas ao acaso

quatro amostras de caule de cada tratamento (considerando da base do caule até 5 cm acima).
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Os tecidos foram pesados e tratados com alcool a 70 % e hipoclorito de sédio 1:3 (v/v) por 10
seg, sucessivamente. Em seguida, foram lavados em ADE por 60 seg e fragmentados para
pesagem de 1 g da amostra. Adicionou-se a amostra 50 pL de ADE e a suspensdo foi
centrifugada por 20 min a 2.400 rpm. O pellet foi ressuspendido em 1000 pL de ADE e a
suspensdo resultante diluida em série para até 10> UFC/ml. Dai foram retiradas aliquotas de
100 pL e espalhadas em placas de Petri contendo meio TZC, sendo utilizadas quatro placas
por tratamento. Apds incubacdo por 72 h a 28 °C, as colénias tipicas de Rs por placa foram
contadas e os valores convertidas em Log (UFC/ml +1). Para confirmacdo, a patogenicidade

de algumas col6nias foi testada em tomateiros da cv. Santa Clara.

Silicio na atividade enzimatica de plantas de tomateiro

Para andlise da atividade enzimaética, foram realizadas coletas de tecido vegetal em cinco
tempos: zero h (uma hora antes do transplantio), 24 h, 48 h, 72 h e 96 h depois do
transplantio. Cada amostra constou de uma folha por planta, de cada repeticdo, em todos 0s
tratamentos. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos, identificadas, congeladas
e armazenadas em freezer a -16 °C para realizacdo das analises de fenilalanina amonia-liases
(FAL, EC 4.3.1.24), B-1,3 glucanases (GLU, EC 3.2.1.39) e peroxidases (POX, EC 1.11.1).
Para o preparo dos extratos enzimaticos, cada amostra foi pesada e triturada em almofariz
sobre cuba de gelo (Guimaraes et al. 2010). Na determinacdo da atividade das fenilalanina-
amonialiases, utilizou-se fenilalanina como substrato, cuja reacdo resulta na formacdo de
acido trans-cindmico (Taiz e Zeiger, 2004), determinado segundo Umesha (2006), sendo a
atividade lida em espectrofotbmetro a 290 nm, comparada com padrGes de &cido trans-
cindmico. A atividade das B-1,3—glucanases foi determinada conforme Guimardes et al.
(2010), sendo as leituras realizadas em espectrofotdmetro a 480 nm e comparadas com

padroes de glicose. A curva padrdo de glicose utilizada foi constituida das seguintes
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concentragdes: 0, 5, 10, 20, 40, 80, 160 ug/mL. A atividade das peroxidases foi realizada pela
oxidacdo do guaiacol em tetraguaicol na presenca do peroxido de hidrogénio (Zeraik et al.

2008), sendo as leituras realizadas em espectrofotébmetro a 480 nm.

Anadlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados duas vezes para determinar a consisténcia dos
resultados. Considerando que ndo houve diferencas entre eles (P<0,05), os dados foram
avaliados como repeticdes no tempo. Os pressupostos para as analises de variancia (ANOVA)
foram verificados usando os testes de Shapiro-Wilk e Levene com auxilio do programa
Statistix 9.0). As médias foram comparadas pelo teste T de Student (P<0,05) para
caracteristicas quimicas do substrato; componentes de resisténcia a murcha bacteriana;
conteddo de clorofila na parte aérea; conteldo de Si na parte aérea; populacdo de Rs no
tecidos e atividade enzimatica. O teste LSD (P<0,05) foi utilizado para o0s dados de
crescimento das plantas. Toda a analise estatistica foi feita com auxilio do programa Statistix

9.0.

Resultados

Silicio nas caracteristicas quimicas do substrato

Vinte e cinco dias ap6s a adicdo de Si ao substrato, o conteudo de alguns nutrientes foi
alterado significativamente (P<0,05) (Tabela 1). B*3, Zn*?2, Mn*2 e Na* tiveram acréscimos de
5,21 para 9,02, de 36,00 para 48,98, de 169,00 para 207 e de 260,98 para 290,00 mg/Kg de
substrato, respectivamente. Os contetidos de K* e Cu*? foram significativamente reduzidos de

15,35 para 14,50 e de 3,71 para 1,98 mg/Kg, respectivamente. Os demais nutrientes N, P,



69

Mg*?, Ca*? e Fe*3, permaneceram inalterados, apos a adicdo do silicio. O pH do substrato foi
significativamente elevado (P<0,05) pela adigao de silicio passando de 6,20 para 6,66 (Tabela

1).

Silicio nos componentes de resisténcia a murcha bacteriana, crescimento de tomateiros e

teores de Si nas plantas

As avaliacOes realizadas 15 dias ap0os a inoculagcdo do patdgeno evidenciaram que o silicio
ndo influenciou significativamente (P<0,05) a INC da murcha bacteriana em nenhuma das
cultivares estudadas (Tabela 2). Notou-se que a cv. Yoshimatsu 4-11 apresentou uma INC
baixa (2,5 %) e apenas nas plantas (Si-), por conseguinte, a SEV, AACPD e IMB foram
também muito baixas e ndo diferiram do tratamento (Si+) que apresentou INC e demais
variaveis com valor 0. Nas cultivares Santa Clara e TY 2006, a SEV, AACPD e IMB foram
reduzidas (P<0,05) pelo tratamento com Si, exceto na AACPD da ‘Santa Clara’. Nesta
cultivar, a adicdo de Si, reduziu a SEV, AACPD e IMB em 33,2; 23,1 e 21,7 %,
respectivamente. Na cv. TY 2006, a SEV, AACPD e IMB foram reduzidas em 42, 19,2 e
10%, respectivamente.

Quanto ao crescimento das plantas em casa de vegetacdo, aos 15 dias apds a inoculacdo com
Rs, ndo foram observadas diferencgas significativas (P<0,05) entre plantas produzidas em
substrato +Si e -Si, para nenhuma das varidveis fisioldgicas analisadas (dados né&o
apresentados). No entanto, a cultivar Yoshimatsu 4-11 apresentou altura, biomassa seca e teor
de clorofila significativamente maiores (P<0,05), respectivamente, 18,6 cm, 2,41 g e 32,27
nm do que as cvs. Santa Clara e TY 2006 (Tabela 3).

A adicdo de silicio ao substrato ndo promoveu alteracdo (P<0,05) no acimulo de silicio nos
tecidos foliares em nenhuma das cultivares estudadas, com valores de no maximo 3,3 %

(dados nao apresentados).
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Populacéo de R. solanacearum dos tecidos de plantas de tomateiro tratadas com silicio

A suplementacdo com silicio no substrato ndo afetou de forma significativa (P<0,05) o
numero de colbnias de Rs nos tecidos do caule das plantas das trés cultivares analisadas (Fig.
1). Observou-se grande diferenca entre as populacdes de Rs nas cvs. Santa Clara (suscetivel) e

TY 2006 (moderadamente tolerante) em rela¢do a “Yoshimatsu 4-11’ (tolerante).

Silicio na atividade enzimatica das plantas de tomateiro

Foi detectada atividade enzimatica de fenilalanina aménia-liase, B 1,3-glucanase e peroxidase
em todos os tratamentos e tempos analisados, no entanto sé foram observados aumentos
significativos (P<0,05) de atividade em fung¢do do tratamento com silicio para as duas
primeiras enzimas.

Houve aumento significativo (P<0,05) da atividade da fenilalanina-amonialiase nas trés
cultivares. Na ‘Santa Clara’ a maior atividade enzimatica ocorreu apenas as 24 h apos o
transplantio em solo infestado (+Rs); na ‘TY 2006’ esta atividade foi detectada de 0 até as 48
h; enquanto que na ‘Yoshimatsu 4-11" a expressdo foi observada das 72 as 96 h (Fig. 2).

A atividade da B 1,3-glucanase aumentou significativamente (P<0,05) na cultivar Santa Clara

as 96 h; na ‘TY 2006’ as 72 h; e na ‘Yoshimatsu 4-11" as 24 h, 72 ¢ 96 h (Fig. 3).

Discussao

A suplementacdo do substrato com Si aumentou o0s niveis dos micronutrientes B, Zn e Mn.

Estes elementos sdo importantes para as plantas como cofatores de rotas metabdlicas que

envolvem a expressdo e ativacdo de enzimas e constituintes da parede celular (Chen et al.
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2014) e influenciam na ativacdo de respostas bioquimicas ao estresse bidtico e abidtico
(Marodin et al. 2014). Os resultados do presente trabalho confirmam que a incorporacao do Si
no substrato, eleva os teores de determinados nutrientes, como verificado por Alves et al.
(2015) e Conceicao et al. (2014).

O teor de Na* teve um incremento de 10 % no substrato suplementado com Si, o que pode ser
considerado vantajoso, embora, na nutricdo mineral de plantas, o Na* assim como o Si, ndo
atendam aos critérios da essencialidade. No entanto, esses elementos podem ser benéficos as
plantas, atuando na ativacdo enzimatica da ATPase com fungdes importantes na
osmorregulacédo, absorcdo de macronutrientes e permeabilidade das células (Korndorfer 2006;
Inocéncio et al. 2014). O mesmo aconteceu para o pH do substrato (+Si) que foi
significativamente elevado em 10,6 % o que constitui mais um efeito benéfico da adi¢do do
Si. O aumento do pH favorece uma maior disponibilizacdo dos nutrientes diretamente
envolvidos na ativacdo dos mecanismos de defesa das plantas (Epstein 1999; Ferreira et al.,
2015).

Os Unicos elementos analisados neste estudo que apresentaram reducdo significativa no
substrato (+Si) foram o Cu*? e K*. No entanto, essa redugio pode ser atenuada, sobretudo pela
elevacdo do pH para 6,60 que pode tornar os jons Ca*?, Mg*?, P*® e K* mais disponiveis as
plantas. Também o Na® pode substituir parcialmente o K* na ativacdo da enzima ATPase
(Korndorfer 2006; Inocéncio et al. 2014).

O efeito do Si na reducdo dos componentes de resisténcia & murcha bacteriana nédo foi
observado na incidéncia da doenga, mas sim na severidade, e foi variavel para cada cultivar.
A cv. Santa Clara apresentou a maior intensidade da doenga, confirmando sua alta
suscetibilidade, tanto em plantas produzidas em substrato (+Si) como (-Si). No entanto, nesta
cultivar o efeito do Si foi verificado na reducdo da SEV e do IMB, indicando uma possivel
acao deste elemento na expressao de genes responsivos para a presenca da bactéria (Ghareeb

et al. 2011). Dannon e Wydra, (2004) e Diogo e Wydra (2007) também comprovaram o efeito
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do Si na reducdo dos sintomas da murcha bacteriana em gendtipos de tomateiro suscetivel
(L390) e moderamente resistente (King Kong 2).

O Si também reduziu significativamente a severidade da murcha bacteriana (SEV, AACPD e
IMB) na cv. TY 2006, considerada moderadamente tolerante a Rs. Isto pode ser explicado
pelo fato de que o silicio promove a expressao e estabilidade de genes de resisténcia (Ghareeb
et al. 2011), podendo potencializar a tolerancia da cultivar a doenca. Neste mesmo
patossistema, resultados semelhantes foram obtidos na Etiopia com a cultivar tolerante King
Kong 2, que apresentou reducdo da murcha, quando produzida em substrato suplementado
com Si (Ayana et al. 2005).

Plantas da cv. Yoshimatsu 4-11 praticamente ndo apresentaram sintomas tipicos da doenca,
independente do tratamento, demonstrando um comportamento tolerante a inoculacdo com Rs
e comprovando esta caracteristica descrita em 1993 por Noda et al. (1993) e citada por Sousa
etal. (2013).

Para as variaveis fisioldgicas altura, biomassa seca e clorofila, ndo foi observada nenhuma
interacdo significativa entre os tratamentos +Si e -Si. No entanto, houve interacdo
significativa (P<0,05) entre as cultivares. A ‘Yoshimatsu 4-11" apresentou as maiores médias
de altura, biomassa seca e espectro de clorofila, 0 que pode ser considerado mais um
indicativo de um comportamento tolerante, uma vez que mesmo cultivadas em solo infestado
com Rs, as plantas ndo apresentaram sinais de estresse fisiologico.

O teor de SiO2 nos tecidos ndo foi incrementado, independente da adi¢do do Si ao substrato e
cultivar. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que plantas de tomateiro s&o
classificadas como ndo acumuladoras de Si. Segundo Marchner (1995) e Ma et al. (2001)
plantas sdo consideradas acumuladoras quando apresentam em seu contetido de mateéria fresca
1 a 3% de SiO. e ndo acumuladoras quando este percentual € menor que 0,5%. Neste estudo,

os valores do conteudo de Si/g de matéria fresca foram abaixo de 0,5%. No entanto, ndo é
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necessario grande acimulo de Si, quando o mecanismo de reducdo da doenca € a inducao de
resisténcia (Kurabachew e Wydra 2014).

A colonizacdo por Rs nos tecidos das plantas ndo foi significativamente afetada pelo
tratamento +Si em nenhuma das trés cultivares, embora em trabalhos semelhantes, o Si tenha
promovido a reducdo da populacdo bacteriana nos tecidos (Wydra et al. 2005; Ayana et al.
2011). Foi observado que a ‘Yoshimatsu 4-11’ apresentou menor populagdo de Rs em relagédo
as demais cultivares, indicando haver uma tolerancia a colonizacdo por Rs em seus tecidos e
consequentemente baixa intensidade da doenca.

A suplementacdo com Si foi efetiva na ativacao das enzimas FAL e GLU, variando mais uma
vez de acordo com a cultivar estudada. O Si promoveu maior atividade enzimética da FAL
com duracdo média de 48 horas na cv. TY 2006. Essa maior estabilidade na atividade
enzimatica da FAL promovida pelo Si pode ter sido suficiente para reduzir os sintomas da
murcha bacteriana (He et al. 2013; Wang et al. 2013). O incremento na atividade de GLU
verificado nas plantas (+Si) das trés cultivares, também sugere uma possivel relacdo entre o
aumento na atividade desta enzima com a potencializacdo do efeito do Si na ativacdo dos
mecanismos de defesa.

Diversos trabalhos correlacionaram a reducdo de doencas causadas por Rs a expressdo das
enzimas FAL, GLU e POX, como mecanismo de defesa vegetal (Ghareeb et al. 2011; Oliveira
et al. 2012; Chen et al. 2014; Alves et al. 2015). Estas respostas de defesa na planta mediadas
pelo Si, ocorrem a nivel molecular (Ghareeb et al. 2011; Chen et al. 2014). Esses mecanismos
envolvem o acumulo de polimeros de oxido de silicio (SiO4) na parede celular e a atuagéo
como mediadores quimicos em rotas metabdlicas especificas na ativacdo de sinais
moleculares para atividades de enzimas responsivas ao ataque de patogeno (Wang et al.
2013).

Analises protedmicas realizadas no patosistema tomateiro-Rs, identificaram 53 proteinas

fortemente modificadas nas raizes das plantas inoculadas e tratadas com Si. Neste caso, 0
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papel do Si na protecdo a murcha bacteriana, foi a modulacdo de proteinas ndo apenas do
metabolismo energético, como também na resposta de defesa e traducdo de sinais para
biossintese da atividade enzimatica responsavel pela inducdo de resisténcia nas plantas (Chen
et al. 2014).

A suplementacdo de substrato comercial com 3g/Kg de silicato de célcio reduziu a severidade
da murcha bacteriana em tomateiros das cultivares Santa Clara e TY2006. O silicio promoveu
maior atividade das enzimas -1,3 glucanase e fenilalanina-amonialiase, indicando atuacéo na
inducdo de resisténcia a esta doenca. Desta forma, a producdo de mudas de tomateiro em
substrato com Si pode constituir uma medida de controle a ser utilizada como componente no

manejo da murcha bacteriana.
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Tabela 1 Contetdo de nitrogénio (N*), fosforo (P*3), potassio (K*), magnésio (Mg*?), célcio
(Ca*?), cobre (Cu*?), boro (B*3), ferro (Fe*®), zinco (Zn*?), manganés (Mn*?), sddio (Na*) e

pH em substrato tratado (+Si) ou ndo (-Si) com silicio, avaliado 25 dias ap0s a aplicagédo

Nutriente Substrato
-Si@ +Si
NP 5,38a° 5,31a
pt3 1,65a 1,83a
K* 15,35a 14,50b
Mg*?2 10,03a 10,50a
Ca*? 10,80a 11,00a
Cu*? 3,71a 1,98b
B*3 5,21b 9,02a
Fe*3 230,00a 280a
Zn*? 36,00b 48,98a
Mn*2 169,00b 207,00a
Na* 260,98b 290,00a
pH 6,02b 6,66a

& Sem adicdo de silicio e com adi¢do de 3g de CaSiOs/Kg de substrato comercial.

b Teor do macronutriente em g/Kg de substrato, exceto para o Cu*? cujo teor estd em mg/Kg
de substrato.

¢ Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (P<0,05) pelo teste T de

Student
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Tabela 2 Componentes de resisténcia & murcha bacteriana de tomateiros ‘Santa Clara’, ‘TY
2006’ ¢ “Yoshimatsu 4-11°, cultivados em substrato tratado (+Si) ou (-Si) e avaliado aos 15

dias apds o transplantio em solo infestado com R. solanacearum

Componente ‘Santa Clara’ ‘TY 2006’ “Yoshimatsu 4-11°

de resisténcia -Si +Si -Si +Si -Si +Si

Incidéncia (%)  80,90A* 80,98A  30,00A  40,00A 2,50A 0,00A
Severidade 2,62A 1,75B 1,50A 0,87B 0,90A 0,00A
AACPD® 66,25A  50,98A  14,60A  11,80B 0,30A 0,00A

IMB® (%) 69,00A 54,00B 59,00A  53,03B 0,05A 0,00A

4 Médias seguidas pela mesma letra maidscula nas linhas, dentro de cada cultivar, ndo diferem
entre si (P<0,05) pelo teste T de Student.
b AACPD — Area abaixo da curva de progresso da doenca.

¢ IMB — indice de murcha bacteriana.
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Tabela 3 Crescimento de plantas de tomateiro ‘Santa Clara’ (suscetivel), ‘TY 2006’
(moderadamente tolerante) e ‘Yoshimatsu 4-11° (tolerante), avaliado aos 15 dias apds o

transplantio em solo infestado com R. solanacearum

Cultivar Altura (cm) Biomassa seca (Q) Clorofila (nm)
Yoshimatsu 4-11 18.62 a* 2.41a 32,27a
TY 2006 7.55b 0.56b 12,37b
Santa Clara 5.82b 0.49b 19,72b

& Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si

(P<0,05) pelo teste de LSD
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Fig. 1 Populacdo de R. solanacearum no caule (considerando-se da base do caule até 5 cm
acima) de tomateiros ‘Santa Clara’, ‘TY 2006’ e ‘Yoshimatsu 4-11’, cultivadas em substrato
tratado com silicio (+Si) ou (-Si) e avaliadas aos 15 dias apds o transplantio para solo

infestado (+Rs) com a bactéria.
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Fig. 2 Atividade da fenilalanina-amonialiase (FAL) em plantas de tomateiro cvs. Santa Clara
(A), TY 2006 (B) e Yoshimatsu 4-11 (C), cultivadas em substrato (+Si e —Si), avaliada nos
tempos 0 h — uma hora antes da inoculagdo, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h apos a inoculagdo, que
constou do transplantio para solo infestado com R. solanacearum. Médias seguidas pela

mesma letra em cada tempo ndo diferem entre si (P<0,05) pelo Teste T de Student
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Fig. 3 Atividade da  1,3-glucanase (GLU) em plantas de tomateiro cvs. Santa Clara (A), TY
2006 (B) e Yoshimatsu 4-11 (C), cultivadas em substrato tratado com silicio (+Si) e (-Si),
avaliada nos tempos 0 h — uma hora antes da inoculacdo, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h apos a
inoculagéo, que constou do transplantio para solo infestado com R. solanacearum. Médias

seguidas pela mesma letra em cada tempo ndo diferem entre si (P<0,05) pelo Teste T de

Student
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CONCLUSOES GERAIS
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CONCLUSOES GERAIS

O oleo essencial de cravo a 0,14 % destacou-se como bactericida com acéo
direta contra R. solanacearum in vitro e biofumigante no solo, reduzindo a murcha

bacteriana do tomateiro e melhorando o desenvolvimento das plantas.

O eugenol, principal constituinte quimico do 6leo de cravo, é o responsavel por

grande parte da acao deste 6leo.

A suplementacéo de substrato comercial com 3g/Kg de silicato de calcio reduziu
a severidade da murcha bacteriana em tomateiros das cultivares Santa Clara e

TY2006.

O silicio promoveu maior atividade das enzimas B-1,3 glucanase e fenilalanina-

amonialiase, indicando atuacdo na inducéo de resisténcia a esta doenca.

O manejo da murcha bacteriana do tomateiro poderd ser incrementado com a

producéo de mudas em substrato com Si e a biofumigacao do solo com 6leo de cravo.



