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RESUMO

NASCIMENTO, Kelly Juliane TellesD.Sc. Universidade Federal de Vigosa, junho de
2013.Alteracdes fisiologicas e bioguimicas em plantas de soja supridas com silicio

e infectadas por Cercospora sojina Orientador: Fabricio de Avila Rodrigues,
Coorientador: Fabio Murilo da Matta.

A mancha olho de ra, causada pelo fuBgocospora sojinaé uma das principais doencas
foliares da soja, pois pode acarretar grandes perdas na produtividade dessa cultura, o que se
deve principalmente a acentuada reducdo da area fotossinteticamente ativa pela acdo de
toxinas ndo seletivas. Diversos estudos tém demonstrado que o silicio (Si) potencializa a
resisténcia de plantas a diversas doencas fungicas através de diferentes mecanismos, entre
eles o0 aumento da eficiéncia do sistema antioxidativo, aumento na atividade de enzimas de
defesa contra patdégenos, além de propiciar reducdo na limitacdo fisioldgica imposta pela
infeccao por patégenos. Com base nessas informacgdes, neste estudo avaliamos o efeito do
Si no controle da mancha olho de ra, no sistema antioxidativo, na concentracao de espécies
reativas de oxigénio e nos danos celulares decorrentes do processo infec€osojida

Noés também avaliamos o efeito do Si nas trocas gasosas, nos parametros de fluorescéncia
da clorofilaa, nas concentrac6es de pigmentos cloroplastidicos, das hexoses (glicose e
frutose), sacarose e amido. Além disso, foi avaliado o efeito do Si sobre a atividade de
enzimas de defesa e na concentracdo de fendis e lignina, além da importanaiands alg
enzimas de degradacao da parede celular (EDPC) vegetal para o processo infe€ioso de
sojina bem como o efeito do Si sobre a atividade dessas enzimas. Plantas de soja das cvs.
Bossier e Conquista, suscetivel e resistente a mancha olho de r&, respectivamente, foram
crescidas em solucéo nutritiva contendo 0 ou 2 mM de Si (-Si e + Si, respectivamente) e
inoculadas ou nao cor@. sojina Neste estudo, n6s observamos que a severidade da
mancha olho de ra foi maior para a cv. Bossier do que para a cv. Conquista, independente
do suprimento com Si. Para ambas as cultivaegveridade foi maior para as plantas
supridas com Si do que para as plantas ndo supridas com esse elemento, porém de forma
mais proemintente para a cv. Bossier. As plantas de ambas as cultivares inocula@as com
sojinaapresentaram, de modo geral, incremento no sistema antioxidativo tanto enzimatico
guanto ndo enzimatico em relacédo as plantas néao inoculadas, independente do suprimento
com Si. Na auséncia de inoculagéo, a atividade da maioria das enzimas foi menor para as
plantas supridas com Si do que para as nao supridas. No final do processo infeccioso,
plantas inoculadas da cultivar Bossier supridas com Si apresentaram aumento na atividade

da maioria das enzimas antioxidativas em relacao as plantas ndo supridas com Si e maiores



concentracbes de ,0e MDA, indicando maior estresse oxidativo naquelas plantas.
Adicionalmente, na auséncia da inoculacdo €nsojing o Si ndo acarretou mudancas
fisiologicas nem na concentracdo de carboidratos. Todavia, esse elemento desencadeou
aumento na suscetibilidade de plantas de soja a mancha olhq deEsuliando em
decréscimo mais pronunciado das trocas gasosas e na eficiéncia fotoquimica, bem como na
concentracdo de pigmentos cloroplastidicos para 8assier. Para a cv. Conquista, o

efeito negativo da infeccdo p@. sojina sobre a fisiologia das plantas foi associado
fundamentalmente a reducdo e independente do suprimento com Si. Além disso,
inoculacéo conC. sojinadesencadeou, de modo geral, aumento nas hexoses para as duas
cultivares e niveis de Si, evidenciando que o incremento dessas moléculas pode ser uma
estratégia de defesa das plantas de soja c@ntemjina Nas plantas ndo inoculadas, o
suprimento com Si ndo alterou a atividade de enzimas de defesa e de EDPC nem as
concentracdes de fendis sollveis totais e de lignina, independente da cultivar. Entretanto, o
Si, de modo geral, resultou em menores atividades das enzimas lipoxigenase, felilalanina-
amonia-liase, quitinase, peroxidase inespecifica e polifenoloxidase, além de aumento na
atividade de EDPC em plantas de soja infectada€ peojina Portanto, os resultados do
presente estudo fornecem as primeiras evidéncias de que o Si reduz a atividade basal de
enzimas do sistema antioxidativo de plantas de soja aumentando a suscetibilidade da soja a
mancha olho de rd e os danos celulares decorrentes da infecgosppna Em adicéo,

foi evidenciado neste estudo que o suprimento de plantas de soja com Si potencializou
menores atividades de enzimas de defesa c@ntsajinae também favoreceu o processo
infeccioso desse fungoediante aumento da atividade de enzimas liticas da parede celular,
levando a menor resisténcia conFasojinatanto para a cultivar resistente quanto para a

suscetiel, porém de forma mais pronunciada para essa ultima.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Kelly Juliane Telles, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, june
2013. Physiological and biochemical changes in soybean plants supplied with

silicon and infected byCercospora sojinaOrientador: Fabricio de Avila Rodrigues,
Coorientador: Fabio Murilo da Matta.

The frogeye spot, caused by the fun@iescospora sojinais one of the most important
foliar diseases of soybean because it can result in large yield losses, mainly due to the
sharp reduction in photosynthetically active area by the action of non-selective toxins.
Several studies have shown that silicon (Si) enhances the resistance of plants to fungal
diseases through different mechanisms, including increased efficiency of the antioxidant
system, increased activity of enzymes of defense against pathogens, in addition to
providing reduction in physiological limitation imposed by pathogen infection. Therefore,

it was evaluated the effect of Si in controlling the frogeye spot, in the antioxidative system,
concentration of reactive oxygen species and cellular damage resulting from infection
process ofC. sojina In addition, the effect of Si in gas exchange, the parameters of
chlorophyll a fluorescence in chloroplastid pigment, the hexoses (glucose and fructose),
sucrose and starch. Furthermore, it was evaluated the effect of Si on the activity of defense
enzymes and concentration of phenolics and lignin besides the importance of some cell
wall degrading enzymes (CWDE) for the process plant infectbsojinaas well as the

effect of Si on the activity of these enzymes. Soybean plants of cvs. Bossier ands@onqui
susceptible and resistant to frogeye spot, respectively, were grown in nutrient solution
containing 0 or 2 mM Si (-Si and Si +, respectively) and inoculated or notGuisiojina

In this study, the frogeye spot severity was higher for cv. Bossier than for cv. Conquista,
regardless of Si supply. For both cultivars, the severity was higher for plants supplied with
Si than for plants not supplied with this element, but more proeminent for the cv. Bossier.
Soybean plants inoculated with sojinaof both cultivars showed, in general, an increase

in antioxidant system both enzymatic and non-enzymatic compared to non-inoculated
plants, regardless of supply Si. In the absence of inoculation, the activities of the most
enzymes was lower for plants supplied with Si than for those not supplied. Soybean plants
inoculated withC. sojinaof both cultivars showed, in general, increase in both enzymatic
and non-enzymatic antioxidative system in relation to non-inoculated ones, regardless of Si
supply. At the end of the infection process, inoculated plants from cv. Bossier supplied
with Si showed an increase in the activity of most antioxidant enzymes in relation to plants

not supplied with Si and higher concentrations of &d MDA, indicating increased



Xi

oxidative stress in those plants. In the absence of inoculationGvidojing Si neither
caused physiological changes nor in the concentration of carbohydrates. However, this
element increased theusceptibility of soybean to frogeye spot, resulting in more
pronounced decrease of gas exchange and photochemical efficiency, as imethas
concentration of pigments chloroplastid for cv. Bossier regarding cv. Conquista. For cv.
Conqusta, the negative effect &. sojinainfection on the plant physiology was primarily
associated with the reductiongg regardless of Si supply. Moreover, inoculation vith

sojina triggered, in general, increase in hexoses for both cultivars and levels of Si,
indicating that the increase of these molecules may be a defense strategy of soybean plants
againstC. sojina The Si supply Si did not alter the activity of defense enzymes and
CWDE neither the concentration of total soluble phenolics and lignin in non-inoculated
plants, regardless of the cultivar. However, Si generally resulted in lower activity of
lipoxygenase, felilalanina-ammonia-lyase, chitinase, nonspecific peroxidase and
polyphenoloxidase, and increased activity of CWDE in soybean plants infect€d by
sojina The results of this study provide the first evidence that Si reduces the basal activity
of antioxidant enzymes system of soybean plants increasing the susceptibility of soybean
to frogeye spot and the cellular damage resulting from infectio€ bgojina In addition,

is was evidenced this study indicate that the Si supply of soybean plants potentiated lower
activities of defense enzymes against pathogens and also favored the infectious process of
C. sojinaby increasing the activity of cell wall lytic enzymes, leading to less resistance
againstC. sojinaboth for the resistant and susceptible cultivars, but more pronounced for

the latter.
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INTRODUCAO GERAL

A mancha olho de r&, causada pelo fuRgocospora sojinaé uma das doencas
foliares mais importantes da cultura da soja, podendo ocorrer também em sementes,
legumes e hastes (Miagt al, 1998). Danos causados por essa doenca tém sido na
ordem de 10 a 60% (Miaet al, 1998) devido principalmente a reducdo da area
fotossinteticamente ativa, através da formacao de inUmeras lesdes necréticas com halos
cloréticos mediada pela acdo de toxinas produzidasCpmojing além da intensa
desfolha prematura (Miamt al, 2008; Kim et al, 2011). Recentemente, foram
registradas epidemias da mancha olho de rd em algumas regides produtoras de soja,
como a Argentina e sul dos Estados Unidos (Be#, 2012; Zhang, 2012). No Brasil,

a ocorréncia da mancha olho de ra foi registrada nas duas Ultimas safras em varias
lavouras do Rio Grande do Sul (Reisal, 2012), o que indica que novas epidemias
possam ocorrer no Brasil. A aplicacdo de fungicidas associado ao uso de cultivares com
certo nivel de resisténcia (Missaatial, 2007) sdo as principais medidas de controle
adotadas pelos paises produtores de soja para o controle da doenca. Poréet,alhang
(2012) reportaram a reducao na sensibilidade de determinados isolaosojieaao
tratamento com fungicidas. Portanto, além da utilizacdo de cultivares resistentes e
aplicacdo de fungicidas, a busca de novos métodos alternativos de manejo da mancha
olho de ra devem ser investigados para o controle efetivo dessa doenca.

Dentre os varios elementos minerais, o silicio (Si) tem um papel importante no
aumento da resisténcia de plantas ao ataque por patégenos ([Ratmdff 2007,
Dallagnolet al, 2013). Esse elemento € o segundo mineral mais abundante da crosta
terrestre, e os seus 6xidos compreendem cerca de 50-60% da massa do solo, e em
funcdo de sua abundéncia € esperado que todas as plantas apresentem alguma
guantidade de Si em seus tecidos (Ma e Yamaji, 2006). Embora os mecanismos de
resisténcia de plantas a doencas potencializados pelo Si precisam ser mais bem
elucidados, existem evidéncias do seu envolvimento na potencializagdo de mecanismos
fisiol6gicos e bioquimicos em plantas infectadas por patdogenos. Mohagheth
(2011), por exemplo, relataram que o acréscimo de Si na solugcdo propiciou um sistema
antioxidativo mais eficiente as plantas de pepineiro infectadasPpgtophthora
melonise, consequentemente, maior integridade das membranas celulares comparadas
as plantas nédo supridas com esse elemento. Além disso, Rodeigads(2005)
reportaram que plantas de arroz inoculadas Bgncularia griseae supridas com Si

apresentaram menor severidade da brusone quando comparadas com as crescidas sem a



Xiii

adicao de Si no meio de cultivo. Esses autores atribuiram a maior resisténcia das plantas
asintese de fitoalexinas da classe de diterpendides potencializada pelo Si (Redrigues
al., 2005). Recentemente, Dallagretl al (2013) demonstraram que 0 aumento na
concentracao foliar de Si em plantas de arroz infectadaBipalaris oryzaeresulta em

menor comprometimento na taxa fotossintééicaaior concentracdo de hexoses. Além
disso, Gaoet al (2011) reportaram que o Si potencializou menor decréscimo da
eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (FSH)/E,) em plantas de arroz
infectadas porMagnaporthe oryzae Portantg investigar a utilizacdo do Si na
potencializacdo da resisténcia da soja a mancha olho de ra, mediante a elucidacdo dos
mecanismos fisioldgicos e bioquimicos, p@deer promissor para o controle efetivo da
mancha olho de ra.
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Capitulo 1

Alteracdes no sistema antioxidativo em plantas de soja supridas com

silicio e infectadas porCercospora sojina



RESUMO

A mancha olho de ra, causada pelo fuBgocospora sojinaé uma das principais doencas
foliares da cultura da soja, acarretando reducéo na produtividade entre 10 e 60%. Diversos
estudos tém demonstrado que o silicio (Si) potencializa a resisténcia de plantas a diversas
doencas através de diferentes mecanismos, entre eles o aumento da eficiéncia do sistema
antioxidativo. Portanto, neste estudo foi avaliado o efeito do Si no controle da mancha olho
de rd, no sistema antioxidativo, na concentracdo de espécies reativas de oxigénio e nos
danos celulares decorrentes do processo infecciogd. dejinaem plantas de soja das
cultivares Bossier e Conquista, suscetivel e resistente a mancha olho de r3a,
respectivamente. Nossos resultados demonstraram que a severidade da mancha olho de ra
foi maior nas plantas da cultivar Bossier do que nas plantas da cultivar Conquista,
independentemente do suprimento com Si. Para ambas as cultivares, os valores de
severidade foram maiores para as plantas supridas com Si do que para as plantas nao
supridas com esse elemento. Na auséncia de inoculagdo, a atividade da maioria das
enzimas foi menor para as plantas supridas com Si do que para as nao supridas. Plantas de
soja inoculadas con€. sojina de ambas as cultivares apresentaram, de modo geral,
incremento no sistema antioxidativo tanto enzimatico quanto nao enzimético em relagéo as
plantas néo inoculadas, independentemente do suprimento com Si. No final do processo
infeccioso, plantas inoculadas da cultivar Bossier supridas com Si apresentaram aumento
na atividade da maioria das enzimas em relacdo as plantas ndo supridas com Si e maiores
concentragdes de ;0e MDA, indicando maior estresse oxidativo naquelas plantas.
Portanto, os resultados do presente estudo fornecem as primeiras evidéncias de que o Si
reduz a atividade basal de enzimas do sistema antioxidativo de plantas de soja aumentando
a suscetibilidade da soja a mancha olho de ré e os danos celulares decorrentes da infeccéo

por C. sojina

Palavras chavemancha olho de ra, sistema antioxidati@dcine max



INTRODUCAO

A mancha olho de ra, causada pelo fu@grcospora sojinK. Hara, € uma das
principais doencas foliares da cultura da soja, ocorrendo com maior intensidade apés o
florescimento das plantas (Lucesizal, 1982). Essa doenca é favorecida por condi¢des de
alta temperatura e elevada umidade (Mgaal, 2008). Os sintomas da mancha olho de ra
iniciam-se nas folhas como pequenas manchas de aspecto encharcado (anasarca). Com o
progresso da doenca, as lesdes apresentam centro de coloracdo castanho-clara e bordos
castanho-avermelhados na superficie adaxial (Almetidd, 2005a). Na face abaxial, as
lesbes sdo de coloragao cinza, e ocorre abundante esporulacdo do fungo (&rakida
2005a). Nas hastes e nos legumes, os sintomas iniciam-se na forma de anasarca, evoluindo
para manchas circulares de cor castanho-escura (Almeala 2005a). O tegumento das
sementes infectadas pBt sojinaapresenta rachaduras e manchas de tamanhos variaveis
de coloragéo parda a cinza (Almegetaal, 2005a). Quando numerosas infec¢cdes ocorrem,
as lesdes coalescem, adquirindo formato irregular (Alnetidd, 2005a).

Danos na produtividade entre 10 e 60% tém sido relatados devido a mancha olho de
ra (Mian et al, 1998). Essa reducdo decorre da diminuicdo da area foliar
fotossinteticamente ativa pelas les6es necréticas e também pela desfolha prematura (Mian
et al, 2008). A secrecdo de enzimas liticas e toxinas ndo especificas, como a cercosporina,
por Cercosporaspp. resulta na producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Daub,
1982b, Daub e Ehrenshaft, 2000; Gnanamagigal, 2011). Dentre as EROs, destacam-se
0 anion superoxido (£, o peréxido de hidrogénio (B,) e o radical hidroxil (OF
(Trachoothamet al, 2008), que, por serem fortes agentes oxidantes, podem causar
oxidacdo de macromoléculas essenciais, como lipideos de membranas, pigmentos, acidos
nucléicos e proteinas (Apel e Hirt, 2004), causando senescéncia precoce (Baker e Orlandi,
1995). Para conter os efeitos deletérios das EROs, as plantas evoluiram um complexo
sistema antioxidativo, o qual inclui uma ampla gama de compostos, por exemplo o acido
ascorbico e a glutationa reduzida (GSH) (Noabal, 2012), além de enzimas como a
dismutase do superédxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX), redutase
da glutationa (GR), peroxidases inespecificas (POX) (Alsehat, 2002; Mittler, 2002;
Magbanuaet al, 2007), peroxidase da glutationa (GPX) e glutationa-S-transferase (GST)
(Wagne et al, 2002; Dixonet al, 2009; Noctoet al, 2012).

Embora o silicio (Si) ndo seja considerado um elemento essencial para as plantas
superiores (Epstein, 1994), € amplamente reconhecido que esse elemento é benéfico para a
defesa de plantas contra estresses de natureza biotica e abioticaef@ln2807; Pereira
et al, 2009; Sheret al, 2010; Mohagheghkt al, 2011; Dallagnokt al, 2011; Leme®t



al., 2011 Van Bockhavenet al, 2013). Tem sido demonstrado que o Si aumenta a
tolerancia de plansasubmetidas a diversos estresses por reduzir o dano oxidativo,
mediante incremento da eficiéncia do sistema antioxidativo (leaag, 2003; Zhuet al.,

2004; Gonget al, 2005. Mohaghegthet al. (2011) demonstraram que a concentracdo de
compostos antioxidativos contendo grupos sulfidrilicos e a atividade das enzimas CAT e
APX em plantas de pepineiro infectadas Pbytophthora meloniforam aumentadas pelo
suprimento com Si. Além disso, 0 aumento na resisténcia de plantas ao estresse oxidativo
acarretado por patdgenos potencializado pelo Si pode estar relacionado com sua deposicao
na parede celular e aumento na estabilidade dos componentes da membrana plasméatica
(Mohaghegkhet al, 2011). Em adicdo, o Si aumenta a defesa de plantas contra patdgenos
pela potencializacéo de reacdes bioquimicas, incluindo a lignificacdo, sintese de compostos
fendlicos, de fitoalexinas e de proteinas relacionadas a patogénese (Ratraj @903,

2004, 2005; Xavier Filhaet al, 2011), além de aumento na atividade das enzimas
aconitase e metil aconitase (Rémus-Betell, 2009).

A mancha olho de ra tem sido controlada pelo uso de cultivares com resisténcia
vertical aC. sojina(Missaouiet al., 2007), porém novas epidemias podem ocorrer devido a
elevada variabilidade genética do fungo (Almeieia al, 2005b). Assim, métodos
alternativos de manejo da doenca devem ser investigados. Considerando-se que o Si tem
controlado inimeras doencas de plantas, entre elas a ferrugem da sojagPalref@09;

Lemeset al, 2011), além de seu efeito no aumento da eficiéncia do sistema antioxidativo
descrito anteriormente, a hipotese do presente trabalho foi de §ueaiencializaria
mecanismos de resisténcia da soja a mancha olho de ra via modificacbes no metabolismo
antioxidativo. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do Si no sistema
antioxidativo, na concentracdo de espécies reativas de oxigénio, nos danos celulares
decorrentes do processo infecciosddesojinae, consequentemente, na resisténcia da soja

amancha olho de ra.



MATERIAL E METODOS

Preparo da solucdo nutritiva A solucdo nutritiva foi preparada com base na solucéo
proposta por Clark (1975), com algumas modificacdes, sendo constituida por: 1,04 mM
Ca(NG),.4H,0, 1 mM NHNO3, 0,8 mM KNG, 0,069 mMMKH,PQ,, 0,931 mM KCI e

0,6 mM MgSQ.7H,0, 19 uM H3BOs, 2 uM ZnS04.7H,0, 0,5 uM CuSO04.5H,0, 7 uM
MnCl,.4H,0, 0,6 uM Na,M004.4H,0, 60 uM FeSO4.7H0 ¢ 90 uM EDTA. O Si foi

suprido como acido monosilicico, obtido pela passagem do silicato de potassio através de
uma coluna contendo resina de troca de cations (Amberlite IR-120B, forn®igha-

Aldrich, Sdo Paulo, Brasil) (Mat al, 2002). O Si foi adicionado a solugdo nas
concentracdes de 0 (-Si) ou 2 mM (+Si).

Crescimento das plantasSementes de soja das cultivares Bossier e Conquista, suscetivel

e resistente &. sojing respectivamente (Gravired al, 2004; Juliattiet al., 2006), foram
desinfestadas por 3 min em solu¢cdo de hipoclorito de sodio 10%, lavadas em agua
desionizada e germinadas em rolos deslpggermiteste” em uma camara de germinagao a

25°C. Apés germinacado, as plantulas foram mantidas por dois dias em vasos plasticos
contendo solucdo nutritiva com 1/4 da forca ibnica da solucdo anteriormente citada, mas
sem adicdo de Si. Apds esse periodo, trés plantulas foram transferidas para novos vasos
plasticos com 5 L de solu¢do nutritiva com a forga idnica total, contendo ou nao Si, sob
aeracdo continua. A solucdo nutritiva foi trocada a cada quatro dias ou quando a
condutividade elétrica atingiu 85% do valor inicial. O pH da solugdo nutritiva foi
verificado diariamente e mantido entre 5,5 e 5,8. As plantas foram cultivadas em casa de
vegetacdo com umidade relativa de 65 + 5%, a 30 + 5°C.

Preparo do inécula O isolado deC. sojina(UFV-22), cedido pelo Prof. Tuneo Sediyama
(Departamento de Fitotecnia da UFV), foi preservado em tiras de papel-filtro em silica gel

a 4°C. Dez dias antes da inoculagao, pedacos dessas tiras foram colocados em placas de
Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Apds o crescimento micelial,
discos de meio contendo o fungo foram transferidos para novas placas de Petri contendo
meio V8. As placas de Petri foram mantidas em camara de crescimento tipo BOD com
temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h durante 7 dias. ApGs a indu¢do da producao de
conidios, foram adicionados 10 mL de agua desionizada contendo gelatina 1% (m/v) em
cada placa de Petri e os conidios foram cuidadosamente removidos com pincel de cerdas
macias. A suspensdo de conidios foi calibrada em hemacitbmetro para uma concentracao
de 4 x 10 conidios mr".

Procedimento de inoculacdo das plantasApés 20 dias da adicdo de Si na solucéo

nutritiva, na superficie adaxial e abaxial de todas as folhas de cada planta (estadio V6)



(Fehret al, 1971) foram pulverizados 20 mL da suspensdo de conidios do isol&lo de
sojina UFV-22 na concentracdo de 4 x*Ifbnidios mL[*, utilizando-se um atomizador
(VLS-Set Airbrush, Companhia Paache Airbrush, USA). Apos inoculacdo, as plantas
foram mantidas em camaras de crescimento de plantas (CCP), instaladas dentro da casa de
vegetacdo, permanecendo até o final dos experimentos. As CCP, construidas de madeira,
possuem 2 m de largura, 1,5 m de altura, 5 m de comprimento e cobertura com plasticos de
100 um de espessura. Dentro da CCP, a densidade maxima de fluxo de fétons na altura do
dossel foi de aproximadamente 700 pmal s e a temperatura foi de 25 + 2°C e 20 + 2°C
durante o dia e noite, respectivamente. A umidade relativa foi mantida a 92 + 3% mediante
a um sistema de nebulizacdo (NEB-100; KGF Companhia, S&o Paulo, Brasil), o qual foi
programado para pulverizar névoa por 15 segundos a cada 30 min acima da copa das
plantas. A umidade relativa e a temperatura foram mensuradas com um termo-hidrégrafo
(TH-508, Impac, Brasil). As plantas inoculadas ou n&o inoculadas foram mantidas em
camaras separadas, porém sob as mesmas condi¢fes até o final do experimento.
Avaliacado da severidade da mancha olho de ra e determinacdo da concentracao foliar
de Si Para a avaliacdo da severidade da doenca aos 16 dai, selsgarsmxta folha, do
apice para a base, por essa apresentar maior severidade da doenca. Para isto, as folhas
foram digitalizadas em resolucdo de 600 dpi, e as imagens foram processadas utilizando-se
o software Quant (Liberato, 2003). A porcentagem da area foliar com sintomas da mancha
olho de ra foi considerada a estimativa da severidade pelo Quant (Seq). Apdés esse
processo, essas folhas foram secas para a determinacdo da concentracdo foliar de Si, a qual
foi realizada conforme descrito por Korndoréeral (2004).
AvaliacGes bioquimicas: Para todas as andlises bioquimicas, selecionou-se o quarto,
quinto e sexto trifélios das plantas, a partir da base, coletados aos 8, 14 e 16 dai.

As atividades ds enzimas dismutase do superéxido (SOD, EC 1.15.1.1), catalase
(CAT, EC 1.11.1.6), peroxidases inespecificas (POX, EC 1.11.7), peroxidasse do ascorbato
(APX, EC 1.11.1.11), peroxidase da glutationa (GPX, EC 1.11.1.9), glutationa-S-
transferase (GST, EC 2.5.1.18) e redutase da glutationa (GR, EC 1.6.4.2) foram
determinadas conforme descrito por Debantaal. (2012). Com excecdo da SOD, a
atividade das enzimas analisadas foi expressa em base de proteina, cuja concentracao foi
determinada pelo método de Bradford (1976).

As concentracdes de ascorbato (AsA) e de glutationa reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG) foram determinadas, respectivamente, conforme descrito por Kamgfeakel
(1995) e Griffith (1980). Para adeterminacdo da concentracdo de superoxid), (O

amostras de 0,2 g de tecido foliar foram maceradas erigbido. O p6 obtido foi



homogeneizado em 2 mL constituido de tampdo fosfato de sédio 100 mM (pH 7,2),
contendo dietilditiocarbamato de so6dio 1 mM (DDC). O homogeneizado foi centrifugado a
22.000g durante 20 min, a 4 °C. Apo6s centrifugacdo, 0,1 mL do sobrenadante foi
adicionado a 1,9 mL da solucédo constituida de tampéao fosfato de s6dio 100 mM (pH 7,2),
DDC 1 mM e azul de-nitro-tetrazolio 0,25 mM. A concentracdo de @i determinada

pela absorbancia do produto final subtraida da absorbancia inicial, as quais foram
mensuradas a 540 nm (Chaitanya e Naithani, 1994). As concentracfes de peréxido de
hidrogénio (HO,) e de aldeido malénico (MDA) foram determinadas conforme descrito
por Debonaet al (2012).

Delineamento experimental e andlise estatistica dos dadd3s experimentos foram
conduzidosem delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticbes. Para a
concentracao foliar de Si foi utilizado o esquema fatorial 2 x 2 x 2, consistindo em plantas
nao supridas (-Si) ou supridas com Si (+Si), duas cultivares de soja (Bossier e Conquista) e
plantas inoculadas ou ndo c&nsojina A severidade da mancha olho de réa foi avaliada

em plantas inoculadas, utilizando o esquema fatorial 2 x 2 (pl&itas +Si) e as duas
cultivares de soja. Os parametros bioquimicos foram avaliados utilizEa@squema
fatorial 2 x 2 x 2 x 3: dois niveis de Si, duas cultivares, plantas inoculadas ou néo e trés
épocas de avaliacdo (8, 14 e 16 dai). Cada unidade experimental foi constituida de um vaso
plastico de 5 L com trés plantas. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias dos tratamentos foram comparadas pelottéRte 0,05), utilizando-se 0 software

SAS (verséo 6.12; SAS Institute, Inc., Cary, NC).



RESULTADOS

Concentracgéao foliar deSi. Para os dois experimentos, apenas o fator concentragdes de Si
foi significativo para a concentracdo de Si foliar (Tabela 1). Independentemente da cultivar
de soja, a concentracao foliar de Si foi maior para as plantas do tratamento +Si em relacdo
as do tratamento -Si (Tabela 2).

Severidade da mancha olho de &8s fatores cultivares e concentragdes de Si, bem como
sua interacao, foram significativos para a severidade da mancha olho de ra (Tabela 3). Os
valores de severidade foram menores para a cv. Conquista do que para a cv. Bossier,
independente da concentracdo de Si na solugéo nutritiva (Tabela 4 e Figura 1). A
severidade foi maior para o tratamento +Si do que para o -Si, independentemente da
cultivar (Tabela 4 e Figurg.l

Varidveis bioquimicas Todas as variaveis bioquimicas foram significativamente
influenciadas por pelo menos um dos fatores estudados, bem como algumas interagbes
duplas e triplas entre eles (Tabela 5). A interacdo dos fatores cultivares x inoculagdo x
épocas de avaliacdo x concentracdeSidei significativa para a atividade da SOD, CAT,

GPX e GR, bem como para as concentracdes de As&,MIDA (Tabela b

Na auséncia do patdgeno, as atividades da SOD, CAT, POX e APX foranesmenor
e a da GR foi maior na cv. Bossier para o tratamento +Si do que para o -Si aos 8, 14 e 16
dai (Figura 2A, C, E, G e M). Menor atividade da GPX foi observada para o tratamento
+Si em relacdo ao -Si aos 14 e 16 dai (FiguraN&v. Conquista, a atividade da SOD foi
menor para o tratamento +Si do que para o -Si aos 8 dai (Figura 3A). Para assenzim
CAT, POX e APX, menores valores de atividade foram reportados para o tratamento +Si
em relacdo ao -Si aos 8, 14 e 16 dai (Figura 3C, E e G). A atividade da GR foi menor no
tratamento +Si em relagéo ao -Si aos 14 e 16 dai (Figura 3M). Para a GPX, houve menor
atividade para o tratamento +Si comparado ao -Si aos 14 dai (Figura 3I).

Nas plantas inoculadas da cv. Bossier, a atividade da SOD e CAT foi menor no
tratamento +Si comparado ao -Si aos 8 e 14 dai. Aos 16 dai, no entanto, a atividade da
SOD foi maior para o tratamento +Si em relacdo ao -Si (Figura 2B e D). Para a POX,
menor e maior atividade ocorreram no tratamento +Si comparado ao -Si aos 14 e 16 dai,
respectivamente (Figura 2E). Aos 16 dai, houve maior atividade da APX para o tratamento
+Si do que para o -Si (Figura 2G). A atividade da GPX foi menor e maior aos 8 e 16 dai,
respectivamente, para o tratamento +Si em relagéo ao -Si, enquanto o inverso ocorreu para
a atividade da GR (Figura 2J e N). As plantas do tratamento +Si apresentaram maior
atividade da GST aos 14 e 16 dai comparadas as do tratamento -Si (Figura 2L). Para as

plantas inoculadas da cv. Conquista, a SOD foi menor para o tratamento +Si em relacéo ao



-Si aos 14 dai (FiguraB), e as atividades da CAT e GR foram mesg@ara o tratamento
+ Si aos 8, 14 e 16 dai (Figura 3D e N). Ainda, aos 8 e 14 dai houve menor atividade da
GST no tratamento +Si do que no -Si (Figura 3L).

Plantas inoculadas do tratamento -Si da cv. Bossier apresentaram menor e maior
atividade da SOD aos 8 e 14 dai, respectivamente, em relacdo as plantas ndo inoculadas
(Figura 2A e B). Houve maior atividade da POX, APX e GR para as plantas inoculadas do
gue para as nao inoculadas aos 14 e 16 dai (Figura 2E, F, G, H, M e N). Para a atividade da
GST, maiores valores foram encontrados para as plantas inoculadas comparadas as nao
inoculadas aos 16 dai (Figura 2K e L). Para as plantas do tratamento -Si da cv. Conquista,
houve maior atividade da SOD e GPX nas plantas inoculadas do que nas nédo inoculadas
aos 14 e 16 dai (Figura 3A, B, | e J); aos 8 dai, contudo, o inverso ocorreu para a atividade
da SOD (Figura 3A e B). As plantas inoculadas apresentaram menor atividade da CAT aos
14 dai e maior atividade da POX aos 16 dai do que as plantas n&o inoculadas (Figura 3C,
D, E e F). Para a APX, menor e maior atividades foram observadas aos 8 e 16 dai,
respectivamente, para as plantas inoculadas comparadas as nao inoculadas (Figura 3G e
H). Houve maior atividade da GR nas plantas inoculadas aos 8, 14 e 16 dai em relacéo as
plantas ndo inoculadas (Figura 3M e N). Plantas inoculadas apresentaram maior atividade
da GST em relacdo as ndo inoculadas aos 8 e 14 dai, porém resultado inverso foi
observado aos 16 dai (Figura 3K e L).

Nas plantas do tratamento +Si da cv. Bossier, as atividades da SOD, CAT e GST
foram maiores para as plantas inoculadas em relacdo as nédo inoculadas aos 14 e 16 dai
(Figura 2A, B, C, D, K e L). As atividades da POX e APX foram maiores nas plantas
inoculadas do que nas nao inoculadas aos 8, 14 e 16 dai (Figura 2E, F, G e H). Aos 8 dai,
houve menor atividade da GPX nas plantas inoculadas em relacdo as ndo inoculadas,
enguanto o contrario foi observado aos 14 e 16 dai (Figura 2l e J). Houve maior e menor
atividade da GR nas plantas inoculadas do que nas nao inoculadas aos 8 e 16 dai,
respectivamente (Figura 2M e N). Para as plantas do tratamento +Si da cv. Conquista, a
infeccdo porC. sojinaresultou em aumento na atividade da SOD aos 16 dai (Figura 3A e
B). Para a CAT, houve menor atividade para as plantas inoculadas do que para as néo
inoculadas aos 14 e 16 dai (Figura 3C e D). As atividades da APX, GPX e GR foram
maiores para as plantas inoculadas aos 14 e 16 dai em relacdo as nao inoculadas (Figura
3G, H, I, J, M e N). A infeccdo pde. sojinaresultou em aumento da atividade da POX
aos 8, 14 e 16 dai (Figura 3E e F). Para a GST, houve maior atividade para as plantas

inoculadas do que para as nao inoculadas aos 8 dai (Figura 3K e L).
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Para as plantas ndo inoculadas das duas cultivares, ndo houve diferenca entre os
tratamento -Si e + Si para as concentracbes de AsA, GSH, GSBg, MDA e O,
(Figura 4A, C e E; Figura 5A, C e E; Figura 6A, C e E; Figura 7A, C Pd&a as plantas
inoculadas da cv. Bossier, houve menor concentracdo de AsA para o tratamento +Si do que
para o -Si aos 14 e 16 dai (Figura 4B). Para GSH, houve menor concentracdo nas plantas
do tratamento + Si em relacdo ao -Si aos 14 e 16 dai (Figura 4D). A concentracdo de
GSSG foi maior no tratamento +Si do que no -Si aos 14 dai (Figura 4F). Para as plantas
inoculadas da cv. Conquista, a concentracdo de AsA foi maior e menor aos 14 e 16 dai,
respectivamente, para o tratamento +Si comparado ao -Si (Figura 5B). Para a g@wentra
de GSH, maiores valores foram encontrados no tratamento +Si em relagdo ao -Si ao 14 e
16 dai (Figura 5H). A concentracdo de GSSG foi menor no tratamento +Si do que no -Si
aos 14 dai (Figura 5F).

Para o tratamento -Si, a inoculagédo das plantas acarretou aumento na concentracao
de AsA aos 8 e 16 dai para as cvs. Bossier e Conquista, respectivamente (Figura 4A e B;
Figura 5A e B). Houve maior concentracdo de GSH nas plantas inoculadas em relacédo as
nao inoculadas em todas as épocas de avaliacdo para a cv. Bossier e aos 8 e 16 dai para a
cv. Conquista (Figura 4C e D; Figura 5C e D). A concentragdo de GSSG foi maior aos 8
dai nas plantas inoculadas das cvs. Bossier e Conquista em relacdo as nao inoculadas,
porém o inverso ocorreu aos 14 dai para a cv. Bossier e aos 14 e 16 dai para a cv.
Conquista (Figura 4E e F; Figura 5E e F). Para o tratamento +Si, houve maior
concentracdo de AsA nas plantas inoculadas do que nas nao inoculadas aos 8 e 14 dai para
as cvs. Bossier e Conquista, respectivamente (Figura 4A e B; Figura 5A e B). A
concentracdo de GSH foi maior nas plantas inoculadas aos 8 e 14 dai para a cv. Bossier e
aos 8, 14 e 16 dai para a cv. Conquista em relacdo as plantas néo inoculadas (Figura 4C e
D; Figura 5C e D). Maior concentracdo de GSSG foi observada nas plantas inoculadas do
gue nas nao inoculadas aos 8 dai paras as duas cultivares; o contrario foi observado aos 14
dai para a cv. Bossier e aos 14 e 16 dai para a cv. Conquista (Figura 4E e F; Figura 5E e F).

Para as plantas inoculadas da cv. Bossier, a concentra¢gofden@®nor e maior
para o tratamento +Si aos 14 e 16 dai, respectivamente, comparado ao -Si (Figura 6B).
Houve menor concentracdo de(Qd para o tratamento +Si do que para o -Si aos 8 dai
(Figura 6D). A concentracdo de MDA foi maior no tratamento +Si em relacdo ao -Si,
independente da época de avaliacdo (Figura 6F). Para a cv. Conquista, a concgatraca
O, foi maior no tratamento +Si comparado ao -Si aos 8 e 14 dai, mas aos 16 dai o inverso
foi observado (Figura 7B). Para o,®}, maiores concentracdes foram registradas no

tratamento +Si em relacdo ao -Si aos 14 e 16 dai (Figura 7D). Houve menor concentracao
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de MDA no tratamento +Si em relacdo ao -Si aos 16 dai (Figura 7F). Para as plantas
inoculadas do tratamento -Si da cv. Bossier houve maior concentraggodieqDe nas
plantas ndo inoculadas aos 14 e 16 dai (Figura 6A e B). As concentract€3 @éeMDA
foram maiores nas plantas inoculadas em relacédo as nao inoculadas, independente da época
de avaliagéao (Figura 6C, D, E e F). Para as plantas da cv. Conquista do tratamento -Si, as
concentracdes de,0e MDA aos 8, 14 e 16 dai e as dgxlaos 16 dai foram maiores nas
plantas inoculadas comparadas as nao inoculadas (Figura 7A, B, C, D, E e F). Para o
tratamento +Si, as plantas inoculadas das duas cultivares apresentaram maior concentracao
de MDA aos 8, 14 e 16 dai e de(®3 aos 14 e 16 dai em relacdo as plantas ndo inoculadas
(Figura 6C, D, E e F; Figura 7C, D, E e F). A concentracao déiOmaior nas plantas
inoculadas comparadas as nao inoculadas aos 8, 14 e 16 dai para a cv. Conquista e aos 16
dai para a cv. Bossier (Figura 6A e B; 7A e B).

Para a cv. Bossier, houve correlacdo positiva entre a atividade da SOD e a atividade
das enzimas POX, APX, GPX e GST, e as concentracdes d®I[DA e de Si e com a
severidade da doenca, e correlacfes negativas foram observadas entre a atividade da SOD
e a atividade da GR e com as concentracdes de AsA e GSH (Tabela 6). Houve correlacéo
positiva da POX com as concentracdes de MDA e Si, e severidade, porém sua
correlacéo foi negativa coasconcentracdes de AsA e GSH. Houve correlagdo positiva da
APX com as concentracbes de ;0 MDA e Si, e severidade, enquanto ela foi
negativamente correlacionada com a GR e a concentracdo de GSH. A atividade da GPX foi
positivamente correlacionada caams concentracbes de,O MDA e Si, e severidade, e
negativamente correlacionada com a atividade da GR e concentragdo de GSH. Houve
correlacdo positiva da atividade da GST com as concentracdes ,deIlA e Si, e
severidade, e correlagdo negativa com a atividade da GR e concentragcdo de GSH. A
atividade da GR foi positivamente correlacionada com a concentragdo de GSH e
negativamente correlacionada com as concentracdes dBIDA e Si, e severidade. A
concentracdo de AsA foi negativamente correlacionada com a concentracaoHttau@e
correlagdo negativa entre a concentracdo de GSH e as concentracGedMizACe Si, e
severidade. A concentracdo d¢ i positivamente correlacionada com as concentragoes
de MDA e Si, e severidade. Houve correlagéo positiva entre a concentracdo de MDA e a de
Si, e severidade. A concentracao de Si foi positivamente correlacionada com a severidade.
Para a cv. Conquista, a atividade da SOD foi positivamente correlacionada com a atividade
da POX e a severidade (Tabela 6). Para a atividade da CAT, foi observada correlagéo
positiva com a concentracdo de MDA e negativa com a concentracagOgee Fbi. A

atividade da GR foi positivamente correlacionada com as concentracfgsedMDA, e
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negativamente correlacionada com as concentragbes de GOWl eHbi, e severidade.

Houve correlacdo positiva entre a concentracdo de AsSA e a concentraca@ cee@ativa

com a concentracdo de Si. A concentracdo de GSH foi positivamente correlacionada com a
concentracdo de Si e severidade e negativamente correlacionada com as concentracdes de
O, e MDA. A concentracéo de 4, foi positivamente correlacionada com a de Si e com a
severidade e negativamente correlacionada com a concentragcdo de MDA. A correlacdo
entre a concentracdo de MDA e a de Si foi negativa, enquanto que a concentragao de Si

positivamente correlacionada com a severidade.
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DISCUSSAO

Embora varios estudos tenham demonstrado que o Si reduz a intensidade de
doencas fungicas em varias culturas economicamente importantes (Eaaio#007),
o presente estudo fornece as primeiras evidéncias de que o Si aumenta a suscetibilidade
de plantas de soja a mancha olho de ra, independentemente do nivel de resisténcia da
cultivar. Considerando que a infeccdo dos tecidos foliares da soj€. wjina €
beneficiada pela alta concentracdo de EROs decorrente da acdo de toxinas secretadas
pelo fungo (Daub, 1982a; Daub e Briggs, 1983; kimal, 2011), € sugerido que um
sistema antioxidativo basal menos robusto mediado pelderthia favorecido a
colonizacédo dos tecidos foliares de soja pelo fuBg®sojing especialmente para a
cultivar suscetivel. Isso pode ser evidenciado pela menor atividade da maioria das
enzimas do sistema antioxidativo observada nas plantas supridas com Si e nao
inoculadas com o fungo. Corroborando esses dados,esher(2010) reportaram que 0
suprimento de plantas de soja com 1,7 e 2,5 mM de Si acarretou em reducdo na
atividade da SOD e POX na auséncia de estresse. Em adicaat, &h(2004) também
demonstraram reducdo na atividade da GPX em plantas de pepineiro ndo estressadas
supridas com Si em relacdo as nado supridas com esse elemento. No presente estudo, o
mecanismo menos robusto de remoc¢ao de EROs mediado pelo Si em plantas de soja na
auséncia de estresse ndo alterou as concentracdes dos metabolitos AsA, GSH e GSSG,
tampouco as de Q MDA e H,0O,, independentemente da cultivar. Entretanto, S&ten
al. (2010) observaram maior concentracdo de MDA em plantas de soja da cultivar
Zhonghuang 13 supridas com 2,5 mM de R&sultado contrério foi encontradme
pepineiro, efeito que foi atribuido & menor producéo & Has plantas supridas com 1
mM desse elemento (Zhat al, 2004). Esses dados evidenciam que o efeito do Si sobre
0 sistema antioxidativo e, consequentemente, sobre o dano celular em plantas crescidas
na auséncia de estresse, pode variar entre espécies, bem como entre genotipos da mesma
espécie vegetal.

De modo geral, o efeito do Si sobre o sistema antioxidativo em plantas da cv.
Bossier foi similar até 14 dai, independentemente da inoculacd&€cenjina Aos 16
dai, no entanto, a atividade da maioria das enzimas do sistema antioxidativo em plantas
supridas com Si e infectadas foi intensificada, provavelmente como consequéncia da
aumentada producdo de EROs, especialmente ,on@diada pela acdo de toxinas
produzidas pelo fungo. Isso foi evidenciado pela correlagdo positiva da concentragao de
O, com a severidade e a concentracao de Si foliar. Nesse caso, 0 aumento na producao

de Q foi relacionado positivamente com a maior atividade da SOD, a qual é
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considerada a primeira linha de defesa na remocado de EROse(M&p2012). No
entanto, sabendo-se que o produto de reacdo da SOD,@,paHatuacdo de outras
enzimas ou metabolitos envolvidos na remocdo dessa ERO diminui os riscos da
formacédo do radical hidroxil (OM(Li et al, 2012), o qual pode reagir com a maioria

das moléculas em uma velocidade muito superior & das demais ER®®i(L2012).

No entanto, neste estudo, a maior atividade das enzimas envolvidas na remoc¢ao de
H.O,, como POX, APX, GPX e GST nas plantas da cv. Bossier supridas com Si nao foi
suficiente para a reducdo do dano oxidativo desencadeado pela infec€acsppng

pois 0 aumento dessas enzimas foi relacionado positivamente com o dano oxidativo e
com o teor de Si foliar. Em contrapartida, os metabdlitos AsA e GSH foram cruciais
para a remogao de,QOpois a maior concentragdo dessas moléculas nas plantas da cv.
Bossier ndo supridas com Si resultou em menor concentracag.denDadicdo, o
incremento na concentragdo de GSH foi relacionado com a menor concentragao de
MDA e com a severidade da mancha olho de ra nas plantas ndo supridas com Si. Tanto
GSH quanto AsA atuam diretamente na remocdo de EROs. Além disso, a GSH esta
envolvida na sintese de moléculas de defesa contra patdégenos, como a proteina
relacionada com a patogénese PR-1, metabdlitos secundarios, horménios, fitoalexinas
(Noctor et al, 2012) e de AsA, via redugdo do monodesidroascorbato (Marell,

1997). Portanto, neste estudo, a maior capacidade de regeneracdo da GSH devida
maior atividade da GR resultou em menor suscetibilidade das plantas da cultivar
suscetivel ndo supridas com Si em relacdo as plantas supridas com esse elemento,
conforme evidenciado pela correlagéo positiva entre a atividade da GR e a concentracao
de GSH e a correlacéo negativa entre a atividad&Rla a concentracao de Si foliar.

Embora as plantas da cultivar resistente supridas com Si e infectad@s por
sojina tenham apresentado, de modo geral, maior concentracdo de EROs e menor
atividade da SOD, CAT, GST e GR em relacéo as plantas nao supridas com Si, isso ndo
acarretou maior dano celular. Esse resultado sugere que 0 aumento da severidade da
mancha olho de rd devido ao suprimento com Si aumentou o estado defensivo dessas
plantas mediante mecanismo ndo enzimatico, o que é corroborado pelo fato de que a
maior severidade esteve relacionada com a maior concentracdo da GSH e com a menor
concentracdo de MDA aos 16 dai. Em adicdo, o proeminente aumento na concentracao
de Q até os 14 dai nas plantas supridas com Si e infectad&s pojinaem relagéo as
plantas ndo supridas, possivelmente, propiciou aumento na siatessode AsA aos
14 dai, o que pbode ser evidenciado pelo aumento expressivo na concentracdo dessa

molécula.
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Diferentemente dos dados encontrados no presente trabalho, diversos estudos
reportaram que o Si potencializa 0 aumento da resisténcia de plantas contra patdégenos
mediante aumento na atividade de enzimas do sistema antioxidativo e,
consequentemente, reducédo do dano celular ¢6ah, 2010; Mohagheghkt al, 2011;
Resendet al, 2012). Contudo, Let al (2012) reportaram que frutos de meldo tratados
com Si e, em seguida infectados poichothecium roseupapresentaram aumento no
dano celular via incremento na producéo dett O,, além de reducao na atividade da
CAT e APX quando comparados aos frutos néo tratados com Si. Diferentemente do
encontrado no presente trabalho, aqueles autores concluiram que a maior producdo de
EROs nos frutos de meldo desencadeado pelo Si foi crucial para reduzir a severidade da
doenca causada pdt roseum Da mesma forma, o aumento de EROs potencializado
pelo Si também contribui para a reducdo da brusone do arroz, causada pelo fungo
Magnaporthe grise¢Sunet al, 2010). Nesse caso, 0 aumento das EROs foi atribuido a
reducdo na atividade CAT e aumento da lipoxigenase, as quais atuam na reducdo e
formacdo de bD,, respectivamente (Barmd al, 2012; Suret al, 2010). Isso evidencia
gue a menor severidade da brusone mediada pelo Si foi devida a inducéo da reacéo de
hipersensibilidade (HR) (Suet al, 2010). No entanto, a existéncia de um mecanismo
mais eficiente na remoc¢ao das EROs parece ser de suma importancia para a resisténcia
das plantas €. sojing conforme observado para as plantas infectadas ndo supridas com
Si.

Contudo, o aumento na atividade da maioria das enzimas envolvidas na remocao
de EROs analisadas, bem como na concentracdo de GSH e AsA nao foi suficiente para
as plantas de ambas as cultivares lidarem com a alta pressao oxidativa desencadeada
pela infeccdo po€. sojing independentemente do suprimento com Si, especialmente
para a cultivar suscetivel. Portanto, a infeccdo das planta€.pswjina acarretou a
peroxidacao de lipidios mediante do desbalanco entre a producédo eldé40, e os
mecanismos de remocdo dessas EROs tanto enzimaticos quanto ndo enzimaticos.
Notadamente, a maior atividade da enzima GST induzida pela infeccdo das plantas aos
8 dai apenas para a cv. Conquista evidencia a sua importancia para a resisténcia de
plantas de soja contr€. sojina Essa enzima €& considerada uma marcadora de
resisténcia, pois sua expressao € altamente respondente a varios tipos de estresses
(Marrs, 1996), sendo responsavel pela conjugacdo de xenobidticos eletrofilicos, como
H.O, e fosfolipidicos hidroperoxidos, a GSH, reduzindo os niveis de EROs
intracelulares (Pickett e Lu, 1989; Marrs, 1996), o que limita o crescimento de fungos

necrotréficos. A importancia de um mecanismo eficiente de remoc¢ao das EROs para a
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resisténcia das plantas a patégenos tem sido amplamente documentads. aHao
(2012), por exemplo, reportaram incremento na atividade da SOD em plantas de arroz
infectadas poMagnaporthe oryzaeo que limitou o acumulo de altos niveis ERf@s

células, restringindo, portanto, o desenvolvimento do patégeno. Adicionalmente,
Debonaet al (2012) reportaram que a maior eficiéncia do sistema antioxidativo, via
aumento na atividade das enzimas SOD, POX, APX, GST, GR e CAT, contribuiu para a
reducdo do excesso de EROs gerado durante o processo infecciByoicdéaria
oryzaee, consequentemente, para a maior resisténcia das plantas de trigo a brusone.
Recentemente, Get al (2013) reportaram que a atividade das enzimas APX, GR e os
niveis de GSH e AsA foram aumentados em plantas de meloeiro em resposta a infec¢ao
por Colletotrichum lagenariumo que foi importante para o0 aumento da resisténcia.

Neste estudo, a manutencdo de maior concentracdo de GSH e menor
concentracdo de GSSG nas plantas de soja infectad&s pojinase deu mediante o
incremento da reducao da GSSG pelo aumento na atividade da GR. Porém, isso nao foi
suficiente para as plantas evitarem o dano oxidativo desencadeado pela alta producéo de
O, e HO, decorrente da infeccéo pelo fungo. No entanto, o aumento da GSH pode ter
contribuido para a inducdo da expressdo de genes que codificam para as enzimas
fenilalanina amonia-liase (FAL) e chalcona sintase (CHS), conforme observado por
Dron et al (1988) em suspedéis de células de plantas de soja. A FAL € enzima chave
para a producdo de substancias envolvidas na resisténcia de plantas a patégenos, como
compostos fenolicos com potencial antimicrobiano, sintese de lignina, antocianinas e
acido salicilico, além de certas classes de fitoalexinas (Schuster e Rétey, 1995, Borges
et al, 2012), enquanto a CHS é a primeira enzima na sintese de flavondides (Dixon e
Paiva, 1995), classe de compostos que também estdo envolvidos nas respostas de defesa
vegetal (Jiaet al, 2010).

Uma vez que 0 aumento na capacidade antioxidativa regula eeganie a
infeccdo foliar porC. sojing mediante decréscimo na concentracdo de EROs, € plausivel
inferir que o mecanismo antioxidante basal menos robusto mediado pelo Si foi determinant
paa 0 aumento na suscetibilidade das plantas deagdj&ojina No entanto, a realizacao
de novos estudos fisiolégicos e moleculares nos ajudara na melhor compreenséo das
causas gque regem o efeito negativo desse elemento para o controle da mancha olho de

~
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Andlise de variancia dos efeitos de cultivares de soja, inoculacdo e
concentracdedessilicio na solucao nutritiva sobre a concentrégéiar de silicio.

Valores de-*

Causas de variacao Experimento 1 ~ Experimento 2
Cultivares (C) 1,6 1,8
Inoculacao (1) 0,1 0,7

Concentracgdes de silicio (Si 384,7 2030,0
Cx| 0,9 0,1
CxSi 0,2 0,5
| x Si 0,1 0,1
Cx|xSi 0,1 0,3

? Valores em negrito sdo significativd3 < 0,05).

Tabela 2.Concentracédo foliar de silicio de plantas de soja das cvs. Bossier e Conquista
crescidas em solucdo nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si,
respectivamente) e nao inoculadas (NI) ou inoculadas (I)G@neospora sojina

Silicio (dag kg)*

Fatores Experimento 1 Experimento 2
Concentracéao de silicio
-Si 0,2 0,2
+Si 0,8 1,0
testet 20,7 47,1
Cultivares
Bossier 0,5 0,6
Conquista 0,5 0,6
testet 0,3 0,2
Inoculacao
NI 0,5 0,6
| 0,5 0,6
testet 0,1 0,1
CV (%) 14,7 8,0

% Valores em negrito sdo significativd3 < 0,05). CV = coeficiente de variacdo.



Figura 1. Sintomas da mancha olho de ra em foliolos de plantas de soja das cvs. Bossier
(A e B) e Conquista (C e D) cultivadas em solugéo nutritiva contendo 0 (A e C) ou 2
mM (B e D) de silicio aos 16 dias apés a inoculagdo €ensospora sojina
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Tabela 3. Analise de variancia dos efeitos de cultivares de soja e concentracdes de
silicio na solug&o nutritiva sobre a severidade da mancha olho de ra.

Valores de~
Causas de variagéo Experimento 1 Experimento
Cultivares (C) 203,3 202,2
Concentragdes de silicio (S 132,9 24,9
C x Si 115,9 19,8

?Valores em negrito sdo significativd3 < 0,05).

Tabela 4. Severidade da mancha olho de rd em foliolos de plantas de soja das cvs.
Bossier e Conquista crescidas em solugdo nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou
+Si, respectivamente) aos 16 dias apds a inoculacad@eornspora sojina

Severidade (%)

Experimento 1 Experimento 2
Cultivares -Si +Si -Si +Si
Bossier 5,83 bA 39,80 aA 11,87 bA 23,28 aA
Conquista 0,51 bB 1,68 aB 0,06 bB 0,71 aB
CV (%) 25,49 26,93

Para cada experimento, médias dos tratamentos seguidas de mesma letralama@dscolunas e
minudscula nas linhas, nao diferem estatisticamente pela {€ste0,05). CV = coeficiente de variacéo.
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Tabela 5.Andlise de variancia dos efeitos de cultivares de soja, inoculacdo, épocas de avaliacdo e concentracdes delsgémmunéitiva sobre a atividade da
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidatierda(@&X), glutationa-S-transferase (ST
e redutase da glutationa (GR) e nas concentracfes de ascorbato (AsA), glutationa reduzidgl{agét)a oxidada (GSSG), superoxidg JOperoxido de

hidrogénio (HO,) e aldeido maldnico (MDA).

Valores deF*

Causas de variacao SOD CAT POX  APX GPX GST GR AsA GSH GSSG O, H,O, MDA
Cultivares (C) 49,3 561,8 1,0 22,5 0,8 84,7 32,8 25,4 57,8 19,9 55 184,2 90,2
Inoculacéo (1) 52,9 2,3 545,0 3334 1693 774 2111 1134 257,2 11,0 587,0 343,8 5744

Epocas de avaliagéo (EA) 3,3 4,6 57,9 69,4 55,1 1,6 2,0 9,3 2,7 52,4 57,0 32,7 23,2
Concentragao de silicio (S 65,6 280,8 51,5 38,0 11,9 0,1 25,7 3,7 4,5 0,3 19,2 8,8 4,6
Cxl 3,9 41,9 26,4 2,3 90,4 4,5 60,2 1,7 0,3 6,1 52,9 30,8 18,8

CxEA 4,0 16,3 0,5 9,5 50 61,0 29 17,4 33,3 1,8 40,4 22,5 4,4

CxSi 15,2 0,4 1,0 1,4 12,1 66,7 140,2 8,3 2,1 11,4 13,4 17,2 23,5

| x EA 64,57 2,0 72,7 1088 77,3 0,3 51 9,4 0,6 49,5 29,2 22,9 9,1

| x Si 12,8 0,9 60,3 49,5 7,9 3,2 61,8 2,6 0,7 0,6 16,2 3,1 4,5

EA x Si 25,4 4,7 14,6 8,8 6,0 8,0 15,7 10,6 0,6 2,7 18,0 29,2 1,0
CxI|xEA 2,3 114 51 7,7 11,3 78,4 6,6 20,7 27,5 2,3 77,3 3,3 2,5
Cx|xSi 11,3 4,5 4,7 0,1 20,2 325 338 13,0 34,5 0,1 8,0 29,1 38,7

Cx EAxSI 55 2,0 7,1 0,5 6,3 2,8 17,6 9,4 3,9 0,4 41,9 0,1 0,7

| x EA x Si 29,3 2,5 6,5 4,7 9,9 13,7 45 12,3 0,6 0,1 19,8 16,7 0,7
Cx|xEAXSI 9,6 3,9 3,1 1,3 9,0 04 227 18,6 2,1 1,9 44,7 0,2 3,5

? Valores em negrito sdo significativd<(,05).
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Tabela 6. Coeficientes de correlacdo de Pearson para as cvs. Bossier (acima da deegonglista (abaixo da diagonal) entre a atividade da superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX), peroxidase do ascorbato (APX), peroxidase da glutationa @iBKy-SHransferase (GST) e
redutase da glutationa (GR), concentracfes de ascorbato (AsA), glutationa reduzida (GSH), glutationa(@RB@&jlasuperoxido (Q, peroxido de
hidrogénio (HO,), aldeido malénico (MDA) e silicio foliar (Si) e severidade da mancha olho de ra (SEV) em folhas de plsojmsm@scidas em solucdo
nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio e inoculadas €ercospora sojinaos 16 dias apos a inoculacéo.

Variavei¢  SOD CAT POX  APX GPX GST GR AsA GSH GSSG Oy H.O, MDA Si SEV

SOD - 0,38 0,92 0,85 0,91 0,95 -0,97 -0,73 -0,86 0,04 0,96 0,39 0,85 0,96 0,97
CAT 0,21 - 0,47 0,29 0,14 0,23 -0,30 -0,63 -0,12 0,22 0,42 0,31 0,02 0,15 0,24
POX 0,85 -0,17 - 0,82 0,87 0,82 -0,88  -0,87 -0,86 0,18 0,98 0,43 0,72 0,88 0,90
APX 0,50 -0,33 0,50 0,81 0,69 -0,84 -0,69 -0,77 -0,10 0,84 0,58 0,82 0,79 0,90

GPX -0,46 001 -0,46 0,16 - 0,89 -0,85 -0,77 -0,81 0,09 0,89 0,58 0,80 0,95 0,93
GST 0,02 0,64 001 -0,01 -0,14 - -0,93 -0,61 -0,82 0,11 0,88 0,30 0,80 0,97 091

GR -0,52 084 -0,39 -0,58 0,29 0,38 - 0,61 0,85 -0,04 -093 -030 -0,83 -093 -0,93
AsA -0,28 0,66 0,01 -0,39 -0,13 0,01 0,71 - 0,57 -025 -082 -0,70 -0,45 -0,65 -0,70
GSH 0,61 -0,70 0,56 064 -0,16 -0,24 -0,88 -0,69 - -0,18 -091 -0,14 -0,85 -0,91 -0,90
GSSG -0,28 0,55 -0,40 -0,63 -0,37 0,02 0,43 0,57 -0,56 - 0,21 0,19 -0,30 -0,04 -0,04

Oy -0,23 069 -0,02 -0,56 -0,02 0,02 0,82 0,92 -0,72 0,54 - 0,39 0,78 0,92 094

H20, 0,20 0,84 0,11 0,70 0,18 -0,45 -0,84 -0,68 0,67 -0,60 -0,83 - 0,17 0,33 0,40

MDA -0,27 0,88 -0,41 -0,54 0,04 0,55 0,82 0,49 -0,83 0,62 0,60 -0,78 - 0,89 0,93
Si 0,57 -0,84 0,38 0,62 -0,09 -0,30 -0,94 -0,85 0,89 -0,62  -0,87 0,95 -0,77 - 0,96

SEV 0,72 -0,69 0,61 0,77 004 -031 -0,78 -0,64 0,82 -0,73  -0,63 0,76 -0,70 0,88 -

? Valores em negrito sdo significativos pelo te<f<0,05).
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Figura 2. Atividades da superoxido dismutase (SOD) (A, B), catalase (CAT) (C, D),
peroxidase (POX) (E, F), peroxidase do ascorbato (APX) (G, H), peroxidase da glutationa
(GPX) (1, J), glutationa-S-transferase (GST) (K, L) e redutase da glutationa (GR) (M, N)
em folhas de plantas de soja da cv. Bossier crescidas em solugédo nutritiva contendo O ou 2
mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e ndo inoculadas (NI) (A, C, E, G, |, K, M) ou
inoculadas () (B, D, F, H, J, L, N) co@ercospora sojinaMédias dos tratamentos -Si e

+Si seguidas por asterisco (*), dentro de cada época de avaliacédo e tratamentos Nl e |, sdo
significativamente diferentes pelo testgP < 0.05). Médias dos tratamentos NI e I
seguidas por um triangulo invertide)( dentro de cada época de avaliacéo e tratamentos -

Si e +Si, séo significativamente diferentes pelo te@e< 0.05). Barras representam o erro

padrdo da média.
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Figura 3. Atividades da superoxido dismutase (SOD) (A, B), catalase (CAT) (C, D),
peroxidase (POX) (E, F), peroxidase do ascorbato (APX) (G, H), peroxidase da glutationa
(GPX) (1, J), glutationa-S-transferase (GST) (K, L) e redutase da glutationa (GR) (M, N)
em folhas de plantas de soja da cv. Conquista crescidas em soluc¢do nutritiva contendo O ou
2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e ndo inoculadas (NI) (A, C, E, G, |, K, M)

ou inoculadas () (B, D, F, H, J, L, N) coBercospora sojinaMédias dos tratamergeSi

e +Si seguidas por asterisco (*), dentro de cada época de avaliacédo e tratamentos NI e |, sdo
significativamente diferentes pelo tedtgP < 0.05). Médias dos tratamentos NI e I
seguidas por um triangulo invertide)( dentro de cada época de avaliacédo e tratamentos -

Si e +Si, sao significativamente diferentes pelo te@?e< 0.05). Barras representam o erro

padrdo da média.
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Figura 4. ConcentragOes de ascorbato (AsA) (A, B), glutationa reduzida (GSH) (C, D) e
glutationa oxidada (GSSG) (E, F) em folhas de plantas de soja da cv. Bossier crescidas em
solucdo nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e ndo
inoculadas (NI) (A, C, E) ou inoculadas (l) (B, D, F) c@mrcospora sojinaMédias dos
tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*), dentro de cada época de avaliacao e
tratamentos NI ou |, sdo significativamente diferentes pelo t€Bte 0.05). Médias dos
tratamentos NI e | seguidas por um triangulo invertid)y (lentro de cada época de
avaliacdo e tratamentos -Si e +Si, sdo significativamente diferentes pelo(feste.05).

Barras representam o erro padrdo da média. MF = massa. fres
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Figura 5. ConcentragOes de ascorbato (AsA) (A, B), glutationa reduzida (GSH) (C, D) e
glutationa oxidada (GSSG) (E, F) em folhas de plantas de soja da cv. Conquista crescidas
em solucao nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e nao
inoculadas (NI) (A, C, E) ou inoculadas () (B, D, F) c@arcospora sojinaMédias dos
tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*), dentro de cada época de avaliacdo e
tratamentos NI ou |, sdo significativamente diferentes pelo t€Bte 0.05). Médias dos
tratamentos NI e | seguidas por um triangulo invertid)y (lentro de cada época de
avaliacdo e tratamentos -Si e +Si, sdo significativamente diferentes pelo(feste.05).

Barras representam o erro padrdo da média. MF = massa fresca.
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Figura 6. Concentracdes de superoxido, {Operoxido de hidrogénio ¢@@,) e de aldeido
malbnico (MDA) em folhas de plantas de soja da cv. Bossier crescidas em solucéo
nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e nao inoculadas
(NI) ou inoculadas (l) conCercospora sojinaMédias dos tratamentos -Si e +Si seguidas
por asterisco (*), dentro de cada época de avaliacdo e tratamentos NI ou I, sdo
significativamente diferentes pelo tedtgP < 0.05). Médias dos tratamentos NI e I
seguidas por um tridngulo invertide)( dentro de cada época de avaliacdo e tratamentos -
Si e +Si, séo significativamente diferentes pelo tete< 0.05). Barras representam o erro
padrdo da média. MF = massa b&&s
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Figura 7. Concentracdes de superoxido {Operoxido de hidrogénio @@,) e de aldeido

maldnico (MDA) em folhas de plantas de soja da cv. Conquista crescidas em solugéo
nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e ndo inoculadas
(NI) ou inoculadas (I) conCercospora sojinaMédias dos tratamentos -Si e +Si seguidas

por asterisco (*), dentro de cada época de avaliacdo e tratamentos NI ou I, sdo

significativamente diferentes pelo tedtdP < 0.05). Médias dos tratamentos NI e I

seguidas por um triangulo invertide)( dentro de cada época de avaliacdo e tratamentos -

Si e +Si, séo significativamente diferentes pelo te@e< 0.05). Barras representam o erro
padrao da média. MF = massa &&s
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Capitulo 2

LimitagOes fisiologicas em plantas de soja supridas com silicio e

infectadas porCercospora sojina
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RESUMO

A mancha olho de r&, causada pelo fu@gocospora sojingé uma das doencas
mais importantes da soja, acarretando grandes perdas na produtividadeadeviela
reducdo da area fotossinteticamente ativa. Considerando que o suprimento de plantas
com silicio i) propicia reducdo na limitacdo fisiologica imposta pela infeccdo por
patdgenos, neste estudo foi avaliado o efeito do Si nas trocas gasosas, nos parametros de
fluorescéncia da clorofilaa, nas concentracdes de pigmentos cloroplastidicos, das
hexoses (glicose e frutose), da sacarose e do amido aos 8, 14 e 16 dias ap0s a inoculacao
(dai) em plantas de soja das cvs. Bossier e Conquista, suscetivel e resistente a mancha
olho de r&, respectivamente, cultivadas em soluc&o nutritiva contendo 0 ou 2 mM de Si
(-Si e +Si, respectivamente) e inoculadas ou ndo €onsojina A severidade da
mancha olho de rad aos 16 dai foi maior nas plantas da cv. Bossier, independentemente
da presenca do Si. Para as duas cultivares, maiores valores de severidade foram
encontrados para as plantas do tratamento +Si em relag&g porém, de forma mais
proeminente para a cv. resistente. Na auséncia da inoculagaG.csojing o0 Si ndo
acarretou mudancas fisiolégicas. No entanto, esse elemento desencadeou aumento na
suscetibilidade de plantas de soja a mancha olho de ré, resultando em decréscimo mais
pronunciado das trocas gasosas e na eficiéncia fotoquimica, bem como na concentracéo
de pigmentos cloroplastidicos para a cv. suscetivel. Para a cv. resistente, o efeito
negativo da infeccdo po€. sojina sobre a fisiologia das plantas foi associado
fundamentalmente a reducao egindependentemente do suprimento comA&m
disso,a inoculacdo conC. sojinadesencadeou, de modo geral, aumento nas hexoses
para as duas cultivares e doses de Si, evidenciando que o incremento dessas moléculas
pode ser uma estratégia de defesa das plantas de sof@osjina Uma vez que o
aumento na suscetibilidade das plantas da cv. resistente mediado pelo Si n&o tenha sido
suficiente para acarretar limitacdes fisiologicas, podemos inferir guenar eficiéncia
fotossintética observada para a cv. suscetivel tenha ocorrido reedidntdo acentada da
area foliar fotossinteticamente ativa.
Palavras chave fotossintese, fluorescéncia da clorofda carboidratos Cercospora

sojinae Glycine max
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INTRODUCAO

A cada ano, doencas causadas por bactérias, nematdides, virus e particularmente
fungos causam perdas imensuraveis na produtividade da cultura da soja. Um dos
principais fungos de importancia econémica que infecta folhas, caules, legumes e
sementes de soja@ercospora sojin&. Hara, agente causal da mancha olho de r&, o
qual apresenta elevada capacidade de dispersdo e grande variabilidade genética
(Almeidaet al, 2005; Kimet al, 2011). Nas folhas, os sintomas da mancha olho de ra
iniciam-se como pequenas manchas de aspecto encharcado (Adiredida005). Com
a evolucao dos sintomas, as lesdes apresentam coloracéo castanho-claras no centro, com
bordos castanho-avermelhados e cinza nas superficies adaxial e abaxial,
respectivamente (Almeidzt al, 2005). As lesdes nas hastes e nos legumes inicialmente
apresentam aspecto semelhante ao obseeradolhas; no entanto, as lesdes evoluem
para manchas circulares de coloracdo castanho-escuras (Aleteada 2005). No
tegumento das sementes, a infeccdo @orsojina acarreta rachaduras e lesdes de
coloracao parda a cinza (Almeidgaal, 2005).

Em regides de clima relativamente quente e Umido, tais como Argentina, Brasil,
China, Nigéria e sul dos Estados Unidms)ancha olho de ra pode resultar em drasticas
reducdes na produtividade da soja (Zhang, 2012; Scaretiahj 2012). Tal reducao
pode ser explicada pela reducdo da area fotossinteticamente ativa mediante a formacéao
de inimeras lesbes necréticas com halos cloréticos, como consequéncia da acdo de
toxinas ndo especificas, além da inducao da desfolha prematurae{Miar2008; Kim
et al, 2011). Embora ndo haja relato sobre o efeito da infeccéo de plantas de €bja por
sojinasobre a fotossintese, acredita-se que a mesma seja reduzidet(Mia2008).

A reducdo na fotossintese é considerada um dos fatores mais importantes para
explicar as perdas na produtividade acarretadas pela infeccdo por patdgenosetKumar
al., 2013). Existem varios relatos na literatura sobre o efeito negativo de patdgenos
sobre a fotossintese (Bastiaans e Roumen, 1993; Bassarazi2002; Bilginet al,

2010; Dallagnokt al, 2013; Resendet al, 2012; Kumatet al, 2013). A reducdoan
fotossintese decorrente da infec¢do por patdogenos pode ser devida a diferentes causas,
como mudangas na resisténcia ao,@nto estomatica quanto mesofilica, alteragbes

nas reacdes bioquimicas da fotossintese e na estrutura dos cloroplastos, bem como
repressdo de genes envolvidos com o metabolismo priméario (Pinkard e Mohammed,

2006; Bilgin et al, 2010). Além disso, mudan¢cas na emissdo da fluorescéncia da
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clorofila a também podem ser detectadas em plantas infectadas por patégenos (Rahoutei
et al, 2000; Bergeet al, 2007; Alveset al, 2011; Gaeet al, 2011).

Embora seja amplamente reconhecido que o silicio (Si) potencializa a defesa de
plantas contra varios patogenos (Datmadfél, 2007), pouco se sabe a respeito do efeito
desse elemento sobre os processos fisiologicos. Recentemente, alguns estudos tém
demonstrado que em plantas supridas com Si a limitagdo fisiologica imposta pela
infeccdo por patdégenos é reduzida. Resetds (2012), por exemplo, reportaram que
plantas de sorgo supridas com Si apresentam menor decréscimo na taxa de fotossintese
(A), na condutancia estomaticgy)(e na transpiracade) comparadas as plantas nao
supridas com esse elemento. Dallagetoll (2013) demonstraram que 0 aumento na
concentracdo de Si foliar em plantas de arroz submetidas tanto a estresse biético quanto
abidtico resulta em menor comprometimento AnExistem evidéncias de que o Si
também esteja envolvido no incremento do processo de fotorrespiracdo em plantas
submetidas a estresses (Nwugo e Huerta, 2011). Adicionalmente, esse elemento
minimiza o decréscimo da eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (FSII)
(FJ/Fm) em plantas de arroz infectadas ptagnaporthe oryzagGaoet al, 2011).

Atualmente, o controle da mancha olho de ra é feito com o uso de cultivares
resistentes associado a aplicacdo de fungicidas (Misstalii 2007). Contudo, Zhang
(2012) reportaram o surgimento de novos isoladdsS.dmjinaque apresentam reducgéo
na sensibilidade a fungicidas, fato que pode resultar em perdas severas na produtividade
da soja. Dessa forma, o estudo de novas alternativas de controle da mancha olho de ra
torna-se primordial. Considerando que o Si propicia beneficios agronémicos tanto para
plantas monocotiledbneas quanto para dicotiledoneas, especialmente no que concerne
ao controle de doencgas causadas por fungos (Dahaff, 2007), a hipotese dest
trabalho foi de que os efeitos negativos decorrentes da infecc@&b pojinasobre os
processos fisioldgicos de plantas de soja séo reduzidos na presenca de Si. Portanto, o
objetivo deste estudo foi determinar o efeito do Si nas trocas gasosas, nos parametros de
fluorescéncia da clorofila, nas concentragfes de pigmentos cloroplastidicos, agucares

e amido em plantas infectadas ou ndoQasojina
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MATERIAL E METODOS

Preparo da solucdo nutritiva A solugéo nutritiva utilizada neste estudo foi preparada
conforme descrito por Clark (1975) com algumas modificagBes, sendo constituida dos
macronutrientes 1,04 mM Ca(NR4H,0, 1 mM NHNOs;, 0,8 mM KNG, 0,069 mM
KH,PQO,, 0,931 mM KCI e 0,6 mM MgS£7H,0, e os seguintes micronutrieniésuM

H3sBOs, 2 uM ZnSO47H0, 0,5 pM CuSO45H0, 7 pM MnCL.4H,0, 0,6 uM
NapM00O,4.4H,0, 60 uM FeSO4.7H,O ¢ 90 uM EDTA. O Si foi suprido como &cido
monosilicico, obtido pela passagem do silicato de potassio através de uma coluna
contendo resina de troca de cations (Amberlite IR-120B, form&igma-Aldrich, Sdo

Paulo, Brasil) (Maet al, 2002). O Si foi adicionado a solugdo nutritiva nas
concentracdes de O (-Si) ou 2 mM (+Si).

Crescimento das plantas Sementes de soja das cultivares Bossier e Conquista,
suscetivel e resistentea sojing respectivamente (Gravire al, 2004; Juliattiet al,

2006), foram esterilizadas por 3 min em solucédo de hipoclorito de sodio 10%, lavadas
em agua desionizada e germinadas em rolos de papel “germiteste” em uma camara de
germinagdo a 25°C. Apds germinacédo, as plantulas foram mantidas por dois dias em
vasos plasticos contendo solucdo nutritiva com 1/4 da forca i6nica da solucéo
anteriormente citada, mas sem adicdo de Si. Apds esse periodo, trés plantulas foram
transferidas para novos vasos plasticos com 5 L de solugdo nutritiva com a forca ibnica
total, contendo ou néo Si, sob continua aeracéo. A solucdo nutritiva foi trocada a cada
quatro dias, e o pH da solucdo nutritiva foi verificado diariamente, o qual foi mantido
entre 5,5 e 5,8. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo com umidade relativa
de 65 + 5%, a 30 + 5°C.

Preparo do in6cula O isolado deC. sojina (UFV-22), cedido pelo Prof. Tuneo
Sediyama (Departamento de Fitotecnia da UFV), foi preservado em tiras de papel-filtro
em silica gel a 4°C. Dez dias antes da inoculagéo, pedacos dessas tiras foram colocados
em placas de Petri contendo meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). Apds o
crescimento micelial, discos de meio contendo o fungo foram transferidos para novas
placas de Petri contendo meio V8. As placas de Petri foram mantidas em camara de
crescimento tipo BOD com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12 h durante 7 dias.
Apos a inducéo da producéo de conidios, foram adicionados 10 mL de 4gua desionizada
contendo gelatina 1% (m/v) em cada placa de Petri e os conidios foram cuidadosamente
removidos com pincel de cerdas macias. A suspensdo de conidios foi calibrada em
hemacitémetro para uma concentracdo de 4" xdidios mL'.
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Procedimento de inoculacdo das plantasApos 20 dias da adicdo de Si na solucéo
nutritiva, na superficie adaxial e abaxial de todas as folhas de cada planta (estadio V6)
(Fehret al, 1971) foram pulverizados 20 mL da suspensao de conidios do isol@do de
sojina UFV-22 na concentracéo de 4 x*I®nidios mL*, utilizando-se um atomizador
(VLS-Set Airbrush, Companhia Paache Airbrush, USA). Apds inoculagdo, as plantas
foram mantidas em camaras de crescimento de plantas (CCP), instaladas dentro da casa
de vegetagdo, permanecendo até o final dos experimentos. As CCP, construidas de
madeira, possuiam 2 m de largura, 1,5 m de altura, 5 m de comprimento e cobertura
com plasticos de 100 um de espessura. Dentro da CCP, a densidade maxima de fluxo de
fétons na altura do dossel foi de aproximadamente 700 pihal' ra a temperatura foi

de 25 £ 2°C e 20 + 2°C durante o dia e noite, respectivamente. A umidade relativa foi
mantida a 92 + 3% mediante a um sistema de nebulizacdo (NEB-100; KGF Companhia,
Séo Paulo, Brasil), o qual foi programado para pulverizar névoa a cada 30 min acima da
copa das plantas. A umidade relativa e a temperatura foram mensuradas com um termo-
hidrografo (TH-508, Impac, Brasil). As plantas inoculadas ou n&o inoculadas foram
mantidas em camaras separadas, porém sob as mesmas condicbes até o final do
experimento.

Avaliacdo da severidade da mancha olho de rd e determinagdo da concentracéo
foliar de Si. Para a avaliacéo da severidade da doenca aos 16 dai, selscarsexta

folha, do apice para a base, por essa apresentar maior severidade da doenca. Para isto, as
folhas foram digitalizadas em resolucdo de 600 dpi, e as imagens foram processadas
utilizando-se o software Quant (Liberato, 2003). A porcentagem da area foliar com
sintomas da mancha olho de réa foi considerada a estimativa da severidade pelo Quant
(Seq). ApoOs esse processo, essas folhas foram secas para a determinagdo da
concentracédo foliar de Si, a qual foi realizada conforme descrito por Korndtder

(2004).

Determinacdo das trocas gasosas e dos parametros de fluorescéncia da clorafila

Aos 8, 14 e 16 dai, realizaram-se as avaliagfes das trocas gasosas e da fluorescéncia da
clorofila a no foliolo central da sexta folha das plantas. A taxa liquida de assimilacéo de
CO; (A), acondutancia estomaticgg), a concentracdo interna de (L) e ataxa de
transpiracdo K) foram estimadas utilizando-se um analisador portatil de gases no
infravermelho (LI-6400, LI-COR Inc., Lincoln, NE, USA), operando em sistema aberto.

As avaliagdo foram realizadas entre 9:00 e 12:00 h, sob irradiancia de 1000 pmol fétons

m? s' e concentracdo externa de £@e 400 pmol mol. Os parametros de
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fluorescéncia da clorofila também foram determinados por meio de um fluorémetro

com pulso modulado (MINI-PAM) (Walz, Effeltrich, Germany) nos mesmos foliolos

em que foram efetuadas as medigbes das trocas gasosas. Os foliolos, adaptados ao
escuro por 30 min, foram inicialmente expostos a um pulso fraco de luz vermelho-

2 s1 para a determinacdo da fluorescéncia inicia). (F

distante (1-2umol m
Posteriormente, um pulso de luz saturante de duracéo de 1 s, com irradiancia de 6.000
umol (fétons) n¥ s, foi aplicado para estimar a fluorescéncia méaxima emitigi (F

Logo apds, as amostras foram iluminadas por 30 s com uma luz actinica continua (1000
umol m? s') para a obtencdo da fluorescéncia transiente §¢ndo, em seguida,
aplicados pulsos de luz branca saturante para a obtencao da fluorescéncia maxima (F

A luz actinica foi entdo desligada, e entdo aplicada luz vermelho-distante para a
mensuracao degflas plantas adaptadas a lug \FA partir dessas variaveis, procedeu-

se a estimacado da eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (F&H))(Flo
rendimento quantico do transporte de elétrabESIl) e dos coeficientes de extincado
fotoquimica (qP) e néo-fotoquimica (NPQ). Para o célculo da taxa de transporte de
elétrons (ETR), foi considerado que o FSI e o FSIlI absorvem quantidades iguais de luz.
Assim, a ETR foi estimada como ETR = [RFA efetivamente interceptada pela folha] x
[absorbancia foliar] Xbes; x 0,5 (Stefanov e Terashima, 2008).

Determinacdo das concentracdes de clorofilas e carotenoideBiscos foliares
coletados aos 16 dai, correspondentes as areas utilizadas para a determinacao das trocas
gasosas e da fluorescéncia da clorofijaforam utilizados para a determinacdo de
clorofilas (C) a e b e carotenoides (Car), que foram extraidos com acetona 85%, a 4°C,

e quantificados conforme descrito por Lichthenthaler (1987).

Determinacdo da concentracdo de carboidratoD quarto, quinto e sexto trifdlios, a

partir da base, das plantas de soja foram coletados aos 8, 14 e 16 dai para a
determinacao das concentracdes de glicose (GLI), frutose (FRU), sacarose (SAC) e de
amido (AMI), as quais foram determinadas conforme proposto por Trethetwedy

(1998).

Avaliacdo das imagens de fluorescéncia da clorofila. Procedeu-se, ao fim do
experimento, a avaliagdo da imagem da fluorescéncia da closofitdizando-seo
fluorémetro IMAGING-PAM e do software Imaging Win (Heinz Walz GmbH,
Effeltrich, Alemanha) nos mesmos foliolos em que foram mensuradas as trocas gasosas

e os parametros de fluorescéncia. Os foliolos, apds serem adaptados ao escuro por 30
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min, foram fixados em um suporte a distancia de 18,5 cm de uma camara IMAG-K4,
resultando em imagens na resolucao de>6480 pixels, que foram obtidas mediante a
utilizacdo de luz de mensuracao de intensidade 2, frequéncia 1, pulso de saturacéo de
intensidade 10, ganho 7 e perda 2. As imagens das varigigis ®FSll, qP, NPQ e

ETR foram obtidas a partir dos valores defs, Fy’ ¢ Fr’ conforme descrito por Behr

et al (2010). O tamanho da area amostrado dos foliolos das plantas dos tratamentos foi
padronizado para 2,8 cm de largura e 2,9 cm de comprimento, com resolucaoxde 110
160 pixels.

Delineamento experimental e andlise estatistica dos dad®ara a avaliacdo de todas

as variaveis deste estudo, o experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes. Para determinar a concentracéo foliar de Si, foi
utilizado o esquema fatorial 2 x 2 x 2 consistindo de plantas supridas (+Si) ou nao (-Si)
com Si, duas cultivares de soja (Bossier e Conquista) e plantas inoculadas ou ndo com
C. sojina. A severidade da mancha olho de ra foi avaliada utilizando o esquema fatorial
2 x 2 (plantas -Si ou +p5e as duas cultivares de soja. Para os parametros fisiolégicos
foi utilizado o esquema fatorial 2 x 2 x 2 x 3 [plantas -Si ou +Si, inoculadas ou nao, as
duas cultivares de soja e trés épocas de avaliacdo (8, 14 e 16 dai)]. Cada unidade
experimental foi constituida de um vaso plastico de 5 L com trés plantas. Os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos foram comparadas
pelo teste t (P < 0,05), utilizando-se 0 software SAS (versao 6.12; SAS Institute, Inc.,
Cary, NC).
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RESULTADOS

Concentragéo foliar de Si. Para a concentragcdo de Si foliar, apenas o fator
concentracdes de Si foi significativo (Tabela 1). Houve maior concentracdo de Si nas
folhas das plantas do tratamento +Si em relacdo as do tratamento -Si,
independentemente da cultivar (Figura 1).

Severidade da mancha olho de rtaOs fatores cultivares e concentragbes de Si
isolados, bem como sua interagdo, foram significativos para a severidade da mancha
olho de ré (Tabela 1). Houve menor severidade na cv. Conquista que na cv. Bossier,
independentemente do suprimento com Si (Figura 2). Contudo, independentemente da
cultivar observada, houve maior severidade nas plantas do tratamento +Si do que para
as do -Si (Figura 2).

Trocas gasosas, fluorescéncia da clorofia e concentracdo de carboidratasA, g,

Ci, E, R/Fny, ©FSII, gP, NPQ, ETR, CLI, FRU, SAC e AMI foram significativamente
influenciados por pelo menos um dos fatores estudados, bem como para algumas
interacBes entre eles (Tabela 1). A interacdo dos fatores cultivares x inoculacdo x
épocas de avaliac&o concentracfes d8i foi significativa paraA, R/Fn, ®FSII, gP,

NPQ, ETR, GLI e FRU (Tabela 1).

Para as plantas nao inoculadas de ambas as cultivares, de modo geral, ndo houve
diferenca entre os tratamentos €SiSi para todas as variaveis de trocas gasosas e de
fluorescéncia da clorofila analisadas, bem como para a concentracdo de carboidratos
(Figura 3A, C, E e G; Figura 4A, C, E e G; Figura 5A, C, E, Ggura 6A, C, E, G e
I; Figura 8A, C, E e G; Figura 9A, C, E e G). Para as plantas inoculadas da cv. Bossier,
houve menores valores deE, F/Fn, ®FSIl, gP e ETR e maiores para NPQ aos 14 e
16 dai, além de menores valoresgde maiorC; aos 16 dai para o tratamento +Si em
relacéo ao -Si (Figura 3B, D, F e H; Figura 5B, D, F, H e J). Houve maior cogéentra
de GLI para as plantas inoculadas do tratamento +Si comparado com o tratamento -Si
aos 8 dai (Figura 8B). A concentracdo de FRU foi maior para as plantas do tratamento
+Si em relagdo ao -Si aos 8 dai, porém o inverso ocorreu aos 14 e 16 dai (Figura 8D).
Houve menores concentracdes de SAC aos 14 dai e de AMI aos 8 dai para as plantas do
tratamento +Si comparadas as do tratamento -Si (Figura 8F e H). Para as plantas
inoculadas da cv. Conquista, ndo houve diferenca entre os tratamesteSSpara
todas as variaveis de trocas gasosas e de fluorescéncia da dofeigara 4B, D, F e

H; Figura 6B, D, F, H e J). Houve menor concentracdo de FRU para o tratamento +Si
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do que para o tratamento -Si, independentemente da época de avaliacao (Figusa 9D). A
concentragdes de GLI e de SAC aos 16 dai e de AMI aos 8 dai foram maiores para as
plantas do tratamento +Si comparado ao -Si (Figura 9B, F e H).

A inoculacéo da plantas da cv. Bossier donsojinaresultou em reducéo efy
Os, E, ®FSIl, gP e ETR aos 14 e aos 16 dai, e maior NPQ aos 8, 14 e 16 dai,
independentemente do Si (Figura 3 A, B, C, D, G e H; Figura5A, B, E, F, G, H, | e J).
Plantas inoculadas apresentaram m@iam relacdo as ndo inoculadas apenas para o
tratamento +Si aos 16 dai (Figura 3E e F). A concentracdo de GLI foi maior para as
plantas inoculadas do que para as nédo inoculadas, independentemente do SiAFigura 8
e B). Para FRU, maiores concentracdes foram observadas para as plantas inoculadas em
relacdo as ndo inoculadas aos 8, 14 e 16 dai para o tratamento -Si e aos 8 dai para o
tratamento +Si (Figura 8C e D). Plantas inoculadas apresentaram menor concentracao
de AMI do que as nao inoculadas aos 14 e 16 dai para o tratamento -Si e aos 16 dai para
o tratamento +Si (Figura 8G e H). Para a cv. Conquista, a inoculacdo das plantas
acarretou reducéo efaos 16 dai e emy e E aos 14 e 16 dai, independentemente do Si
(Figura 4A, B, C, D, G e H). Menores valores@ecorrem para as plantas inoculadas
do que para as nao inoculadas aos 16 dai para o tratamento +Si (Figura 4E e F). A
fluorescéncia da clorofila das plantas da cv. Conquista néo foi alterada pela infeccéo
por C. sojing independentemente do Si (Figura 6A, B, C, D, E, F, G, H, e J). A
concentracdo de FRU foi maior nas plantas inoculadas do que para as nao inoculadas
aos 8, 14 e 16 dai para o tratamento -Si e apenas aos 16 dai para o tratamento +Si
(Figura 9C e D). Plantas inoculadas do tratamento +Si apresentaram menores
concentracdes de AMI aos 8, 14 e 16 dai e de SAC aos 8 e 16 dai e maior comcentraca
de GLI aos 8 dai em relagéo as plantas ndo inoculadas (Figura 9A, B, E, B, BagaH
o tratamento -Si, a inoculacdo das plantas resultou em incremento na concentracdo de
GLI aos 8 e 16 dai e reducéo aos 14 dai (Figura 9 e B
Concentragéo de clorofilas e carotenoidedsoladamente, o fator inoculagéo foi o
mais importante para explicas @ariacdes nas concentracdes de Che(Tabela 1). A
interacdo dos fatores cultivares x inoculagdo x concentrac68s fde significativa
tanto para a concentracdo de Cl quanto de Car (Tabel®ata as plantas nao
inoculadas de ambas as cultivares, ndo houve diferenca significativa entre os tratamento
-Si e +Si nas concentracdes dos pigmentos analisados (Figura 7A e C). Porém, para as
plantas inoculadas, houve diferenca significativa apenas para a cv. Bossier. Nesse caso,

menores concentracdes de Cl e Car foram encontradas no tratamento +Si em relagéo ao
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-Si (Figura 7B). Quando o efeito da inoculacdo foi analisado, houve reducao
significdiva na concentracao dos pigmentos analisados apenas para a cv. Bossier, sendo
0S menores valores para as plantas inoculadas em relacdo as nao inoculadas (Figura 7B).
Imagens de fluorescéncia da clorofila. Para as plantas ndo inoculadas de ambas as
cultivares, ndo houve diferenca qualitativa no padréo de coloracdo entre os tratamentos -
Sie+Si para as imagens de fluorescéncia @e. ;- ®FSlI, gP, NPQ e ETR (Figuras 10

e 11). No entanto, a inoculacdo das plantas da cv. Bossier usualmente resultou em
decréscimo de H,, ®FSII, gP e ETR e aumento de NPQ tanto para o tratamento -Si
quanto para o +Si, porém de forma menos intensa para as plantas do tratamento -Si
(Figura 10). Ressalta-se que nas areas onde ocorreram coloragdo entre castanho-escuro e
preta para {fF,, ®FSII, gP, NPQ e ETR, possivelmente, ocorreu a perda da capacidade
fotossintética, especialmente para o tratamento +Si (Figura 10). Para a cv. Conquista,
ndo houve mudancas consideraveis de coloracdo para todas as varidveis de
fluorescéncia, independentemente do Si (Figura 11).

Correlagéo de PearsonPara a cv. Bossier, houve correlacao positivad demgs, E,

F/Fm, ®FSII, gP, ETR,CI, Car, e negativa cor@;, NPQ, concentracdo de Si foliar e
severidade (Tabela).20s maiores valores dg correlacionaram-se positivamente com

E, e negativamente com a concentracdo de Si foliar e severidade. O increménto de
esteve positivamente correlacionando com NPQ, concentragéo de Si foliar e severidade,
e negativamente correlacionado com Cl e Edni correlacionado positivamente com

Car, e negativamente com a concentracao de Si foliar e severidade. Houve correlacao
positiva de EF, com ®FSIl, gP, ETR, Cl e Car, e negativamente com NPQ,
concentracdo de Si foliar e severidadedBESII foi positivamente correlacionado com

gP, ETR e Car, e negativamente correlacionado com NPQ, concentracéo de Si foliar e
severidade. O gP foi correlacionado positivamente com ETR e Car, e negativamente
com NPQ, concentracdo de Si foliar e severidade. O NPQ foi correlacionado
positivamente com a concentracao de Si foliar e severidade, e negativamente com ETR,
Cl e Car. Houve correlacéo positiva de ETR com Cl e Car, de Car com FRU, de AMI
com a concentragdo de Si foliar, e dessa ultima com a severidade. Adicionalmente,
ETR, Cl, Car e FRU foram correlacionados negativamente com a concentracédo de Si
foliar e severidade. A concentracdo de GLI foi negativamente correlacionada com a
concentracdo de AMI. Para a cv. Conquista, houve correlacao positivaaaC; e E,

deC; comE, de Cl com a severidade, de GLI com FRU e SAC, de FRU com SAC, além



47

da correlacdo positiva entre a concentracdo de Si foliar e a severidade. Em adicéo,
correlagbes negativas de Cl com GLI, de FRU com a concentracdo de Si foliatle de G
e SAC com a concentragao de Si foliar e a severidade.
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DISCUSSAO

E sabido que a nutricdo com Si potencializa a resisténcia de plantas de soja a
estresses bidticos e abidticos (Arsenault-Labreaqual, 2012; Sheret al, 2010a;
Miao et al, 2010). Além disso, o Si pode propiciar aumento na capacidade
fotossintética de plantas de soja estressadas mediante, possivelmente, incremento na
atividade de enzimas fotossintéticas e no contetdo de pigmentos cloroplastidicos (Shen
et al, 2010b). No entanto, no presente estudo, o Si aumentou a suscetibilidade das
plantas de soja ao fungG. sojing 0 que acarretou em reducdo na capacidade
fotossintética da cv. suscetivel, além de mudancas no metabolismo de carboidratos tanto
para a cv. resistente quanto para a cv. suscefideh disso, os resultados do presente
estudo evidenciaram que o suprimento com Si ndo acarretou mudancgas fisiologicas em
plantas de soja ndo inoculadas, tampouco modificou a concentracdo de carboidratos,
independentemente da resisténcia da cultivar. Corroborando esses resultados, Resende
et al (2012) reportaram que o suprimento de Si a plantas de sorgo ndo desencadeou
mudancas fisioldgicas na auséncia de estresse, o que foi evidenciado pela inalteracéo
nas variaveig\, gs € E. Tomados em conjunto, estes resultados evidenciam que o efeito
do Si sobre os processos fisiolégicos em espécies como soja e sorgo seja limitado na
auséncia de estresse. Portanto, o0 aumento da suscetibil@Rdartas de soja €.
sojina bem como o decréscimo na capacidade fotossintética mediante suprimento com
Si ndo se deve a alteracdes na fotossintese basal.

Existem varios relatos na literatura de que o ataque de plantas por patégenos
resulta em reducao ef) e a forma com quefaiologia da planta é afetada pode variar
de acordo com o patossistema estudado (Lequa, 1999; Bassaneat al, 2002;
Bergeret al, 2007; Alveset al, 2011; Vélezet al, 2012; Resendet al, 2012). No
presente estudo, o efeito negativo da infec¢cadcCpanjinasobre a fisiologia @lplantas
da cultivar resistente foi associado fundamentalmente a reduc@e &l entanto, a
maior resisténcia estomatica ndo foi suficiente para desencadear diferencas na taxa
fotossintética entre as plantas supridas ou ndo com Si. Interessantemente, o decréscimo
de C; ndo foi relacionado com a taxa fotossintética nas plantas supridas com Si, o que
evidencia que a maior severidatlemancha olho de ra desencadeada por esse elemento
nao foi suficiente para acarretar dano no aparato fotossintético nas plantas da cultivar
resistente. Para as plantas da cultivar suscetivel ndo supridas com Si, a infe€:ao por
sojina foi acompanhada por reducbes ef fundamentalmente governadas por

limitacbes estométicas e decréscimo na concentracdo de clorofilas e carotenoides. Em
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contrapartida, o suprimento de Si intensificou a suscetibilidade das plantas da cultivar
suscetivel a C. sojina acarretando, consequentemente, reducdo na capacidade
fotossintética mediante limitagdes estomaticas bem como bioquimicas, além do
decréscimo na concentracdo de pigmentos cloroplastidicos. Suporte adicional para essa
conclusdo vem da correlacao positivaAdeomgs e com as concentracdes de Cl e Car,
além da correlagdo negativa decom C; e concentracdo foliar de Si. Notadamente,
reducbes nos valores dg e E ocorream, possivelmente, pelo descompasso hidrico
resultante da colonizacdo dos tecidos foliares @oisojing uma vez que as areas
lesionadas por patdgenos da espdébaEcosporaspp. SA0 mais suscetiveis a perda
d’agua comparadas as areas sadias (Alderman e Beute, 1987).

Em adicéo, considerando que o aumento da infecgcéo dos tecidos foliaes por
sojina é proporcional ao aumento na concentracdo de toxinas nao seletivas e,
consequentemente, do incremento nas espécies reativas de oxigénio (EROs), assume-se
que a reducdo dos pigmentos cloroplastidicos ocorrida para a cultivar suscetivel se deu
mediante intensa degradacao oxidativa, a qual foi intensificada pelo suprimento com Si.
Portanto, o decréscimo efnas plantas da cultivar suscetivel ocorreu, pelo manos e
parte, em funcéo da reducéo da interceptacdo da radiacéo solar acarretadugida re
dos pigmentos cloroplastidicos. Corroborando com esses resultados, a reducdo na
concentracdo de clorofilas foi observada para plantas de tomateiro infectadas por
Botrytis cinerea (Kuzniak e Sklodowska, 2001). Esse decréscimo, semelhante ao
observado neste estudo, foi relacionado com aumento na concentracdo de EROs no
tecido foliar (dados ndo mostrados).

A infeccdo das plantas da cultivar resistente n&o acarretou mudangas
quantitativas na fluorescéncia da cloroéilaEm adicéo, as imagens de fluorescéncia da
clorofila a dessa cultivar comprovam que o efeito negativo da inoculagéo foi restrito a
pequenas areas, 0 que é tipico de interacdes incompativeis entre patdégenos e
hospedeiros, conforme observado por Bastiaans e Roumen (1993) e $thalrte
(2005). Notadamente, essas alteracdes pontuais ndo foram suficientes para desencadear
mudancas no padrdo de fluorescéncia da clorafil@domados em conjuntos, estes
resultados suportam que a infecgdo g@brsojina ndo acarretou dano no aparato
fotossintético para a cultivar resistente. De modo inverso, a mais provavel causa
relacionada com a reducdo érdesencadeada p@. sojinana cultivar suscetivel se
deve ao comprometimento no aparato fotossintético, especialmente para as plantas

supridas com Si. Essa afirmativa pode ser suportada pelo decréscimo na eficiéncia
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fotoquimica do PSII (ffF,), a qual esta relacionada com os menores valores de ETR.
Adicionalmente, o intensdeclinio em ®FSII observado nas plantas infectadas indica

que, de modo geral, a proporcdo de luz absorvida pelas clorofilas utilizada nos
processos fotoquimicos foi reduzida. Além disso, a infeccdo das plant&s gojina

foi relacionada com a menor capacidade de re-oxidacdo do aceptor primario de elétrons
(Qa), analisada através de qP, o qual estima a fracdo de centros de reacdo do PSII
abertos (Schreibegt al, 1994). Em conjunto com os dados de trocas gasosas, estes
resultados indicam que a infeccdo na cultivar suscetivel desencadeou reducdo na
assimilacdo de CQe na regeneracdo de ADP e NADE® consequentemente, excesso

de energia de excitacdo, especialmente para as plantas supridas com Si. Embora parte
dessa energia de excitagcdo em excesso tenha sido dissipada na forma de calor, levando
em conta que houve aumento de NPQ (Krause e Weis, 1991), isso nao foi suficiente
para evitar dano fotooxidativo no aparato fotossintético, o que pode ser comprovado
pela reducdo em A, uma vez que essa variavel evidencia a ocorréncia de
comprometimento na estrutura dos tilacoides. Suporte adicional a essa conclusdo vem
da correlacédo negativa decom R/Fn, OFSII, qP, ETR e positiva com NPQ, além das
imagens de fluorescéncia da clorofda Por fim, as imagens de fluorescéncia da
clorofila a comprovam que o efeito negativo do fur@osojinasobre a fisiologia das
plantas néo foi restrito aos sitios de infec¢do para a cultivar suscetivel, mas também em
areas aparentemente assintomaticas, o que se deu de forma mais pronunciada para as
plantas supridas com Si, devido, possivelmente, a rapida difusdo de toxinas né&o
seletivas produzidas pelo fungo para os texailoda ndo colonizados.

O efeito negativo da infeccédo por patdégenos sobre a fisiologia das plantas tanto
na area sintomatica quanto na assintomatica também foi reportado para outros
patossistemas (Bastiaans, 1991; Rahoeteal, 2000; Pinkard e Mohammed, 2006
Bergeret al, 2007; Resendet al, 2012; Grubeet al, 2012). Porém, em contraste com
os resultados do presente estudo, a relacdo positiva da concentracdo de Si com a
eficiéncia fotoquimica, comprovada pelo menor decréscimo, (g, e com amaior
concentracdo de pigmentos cloroplastidicos foi relatada para o patossistema arroz-
Magnaporthe oryza€éGaoet al, 2011). Da mesma maneira, a infeccdo de plantas de
arroz e sorgo poBipolaris oryzaee Colletotrichum sublineolumrespectivamente,
afetou negativamente a taxa fotossintética, porém de forma menos pronunciada para as
plantas supridas com Si (Resergteal, 2012 Dallagnol et al, 2013). No entanto,
considerando que um dos efeitos do Si sobre a resist&s#adtas as doengas seja o
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aumento na concentracdo deCH (Sunet al, 2010; Shettyet al, 2011), além desse
elemento estar envolvido no aumento da fotorrespiracéo (Van Bockéiaagn2013),

Ccujo processo também incrementa os niveis #& Hacredita-se que o fundo. sojina

tenha se beneficiado pelo incremento nas EROs nas plantas supridas com Si, o que pode
ter desencadeado maior comprometimento do aparato fotossintético.

Neste estudo, as reducdes Amao foram associadas com as alteragcbes em
hexoses, SAC e AMIEsses resultados podem ser suportados pela auséncia de
correlacéo entré e as concentracdes de carboidratos, independentemente da resisténcia
da cultivar. Entretanto, considerando que o aumento na concentracdo de hexoses pode
desencadear a ativacdo de genes envolvidos na defesa de plantas contra patdégenos
(Herberset al, 1996), o aumento dessas moléculas tanto para a cultivar resistente
guanto para a suscetivel indica que o incremento de carboidratos solUveis pode ser uma
estratégia de defesa das plantas de soja c@htrsojina Essa hipdtese pode ser
suportada pelo fato de que a concentracdo de hexoses e SAC foi maior nas plantas da
cultivar resistente ndo supridas com Si aos 16 dai, as quais apresentaram menor
severidade da doenca em relacdo as plantas supridas com esse elemento. A correlacdo
negativa de GLI e SAC com a concentracao foliar de Si e com a severidade, bem como
a correlacéo negativa de FRU com a concentracéo foliar de Si para a cultivar resistente
sdo suportes adicionais a essa hipotese.

Considerando que o aumento na suscetibilidade das plantas da cv. resistente
mediado pelo Si ndo tenha sido suficiente para acarretar limitacdes fisioldgicas,
podemos inferir que a menor eficiéncia fotossintética observada nas plantas da cv.
suscetivel tenha ocorrido em funcdo da intensa reducdo da é&rea foliar
fotossinteticamente ativa pela formacdo de inUmeras areas cloréticas e necréticas. Isso,
possivelmente, ocorreu via aumento na concentracao intracelular de EROs oriundos de
toxinas produzidas pelo patégeno. No entanto, a realizacdo de novos estudos
fisiologicos e moleculares nos ajudara a melhor elucidar as causas inerentes ao efeito
negativo do suprimento de Si aos processos fisiolégicos de plantas de soja infectadas

por C. sojina
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Figura 1. Concentracao foliar de silicio (Si) das plantas de soja crescidas em solucéo
nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) considerando a
média das cvs. Bossier e Conquista e das plantas ndo inoculadas e inoculadas com
Cercospora sojinaMédias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*) séo

significativamente diferentes pelo testé® < 0.05). Barras representam o erro padrao
da média.
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Figura 2. Severidade da mancha olho de rd em foliolos de plantas de soja das cvs.
Bossier (A) e Conquista (B) crescidas em solucédo nutritiva contendo 0 ou 2 mM de
silicio (-Si ou +Si, respectivamente) aos 16 dias apds a inoculagac&emospora
sojina  Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*) sado

significativamente diferentes pelo testé® < 0.05). Barras representam o erro padrao
da média.
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Tabela 1. Analise de variancia dos efeitos de cultivares (C), inoculacdo das plantas (I), épocasagéoayiaih) e concentracdes de silicio (Si) na
concentracdo foliar de silicio (CFSi), severidade da mancha olho de rd (SEV), concentracfedilds (Rijoe carotenoides (Car), taxa liquida de
assimilacdo de CO(A), condutancia estomaticgs), concentracdo interna de €(L;), taxa de transpiracad), concentracdes de glicose (GLI), frutose
(FRU), sacarose (SAC) e amido (AMI), eficiéncia fotoquimica maxima do F@H.{i-rendimento quantico do transporte de elétrds]l), coeficiente

de extin¢do fotoquimica (qP), coeficiente de extincdo nao-fotoquimica (NPQ) e taxa de transporte de elétrons (ETR).

Causas de Valores deF*
variagao CFSi SEV Cl Car A Os C E GLI FRU SAC AMI FRJ/F, ®FSI gP NPQ ETR
C 1,8 203,0 0,1 95 4100 89,3 04 0,1 1,3 6,1 59 1,6 1095 120,1 126,9 102,6 58,3
I 0,7 - 57,8 18,0 436,7 1974 0,2 286,4 105,12 1778 3,9 324 19,3 41,2 32,0 273,5 1226
EA - - - - 187,4 110,3 21,5 130,7 3,0 135 1,2 1.4 0,9 19,9 216 51,1 26,1
Si 2030,0 1329 46 3,0 133 0,8 1,7 0,3 1,8 276 0,1 15 32,2 2,5 8,2 18,1 49
Cxl 0,1 - 29,1 20,1 232,7 13,1 56 324 102 270 1,0 4.8 83,7 35,2 85,3 239,2 108,3
Cx EA - - - - 30,2 7,4 50 2,0 2,4 17,4 0,6 1,1 19,7 27,3 18,1 53,3 38,9
Cx Si 0,5 1159 21,2 14,6 18,8 0,9 6,6 0,2 2,2 9,0 2,2 0,1 37,9 7,9 8,8 10,4 8,2
| x EA - - - - 1206 71,2 34 71,2 4.7 176 0,8 3,0 25,7 18,8 10,1 30,0 24,0
| x Si 0,1 - 32 04 32,7 185 0,7 5,0 2,3 144 129 5,8 25,7 2,2 3,9 25,0 6,9
EA x Sj - - - - 15,1 2,9 0,2 3,3 15,5 3,0 0,7 0,5 135 0,1 2,2 3,2 1,2
Cx|xEA - - - - 53,7 99 106 7,6 40 9,5 0,8 2,1 17,6 16,6 9,1 42,7 33,3
Cx|xSj 0,3 - 50 5,7 30,0 6,1 2,3 4.4 5,8 5,8 2,2 3,8 49,7 41 7,1 15,1 1,6
C x EA xSi - - - - 8,1 1,3 1,6 0,4 6,0 13,3 2,4 0,1 9,9 2,2 1,2 59 0,9
| x EA X Si - - - - 9,0 3,7 0,2 3,0 12,3 3,9 1,2 2,0 9.4 2,8 6,5 45 2,3
Cx|xEAXSi - - - - 13,9 0,8 2,2 0,5 4.2 13,0 1,2 2,2 11,6 3,4 3,8 3,5 1,8

? Valores em negrito sdo significativd®<£ 0,05).



59

Tabela 2. Coeficientes de correlacdo de Pearson para as cvs. Bossier (acima da diagongllistaC(abaixo da diagonal) entre as variaveis taxa liquida de
assimilacdo de CO(A), condutancia estomaticgs), concentracdo interna de €(Li), taxa de transpiracad), eficiéncia fotoquimica méxima do FSII
(FJ/Fm), rendimento quantico do transporte de elétrdrisS|l), coeficiente de extingdo fotoquimica (gP), coeficiente de extincdo ndo-fotoquimica (NPQ) €
taxa de transporte de elétrons (ETR), concentracdes de clorofiiasaf@Gtenoides (Car), glicose (GLI), frutose (FRU), sacarose (SAC), amido (AMI) e silicio
(Si) e severidade da mancha olho de ra (SEV) em foliolos de plantas de soja crescidas em solugéo nutritiva co2temllode silicio e inoculadas com
Cercospora sojinaos 16 dias apos a inoculacéo.

Variaveis A Os Ci E F/Fn OFSII gP NPQ ETR Cl Car GLI FRU SAC AMI Si SEV
A - 0,96 -0,86 098 085 09 09 -093 09% 081 09 030 061 -003 0,25 -095 -0,96
Os 0,48 -0,70 099 082 098 09% -084 093 064 0,75 041 0,4 0,07 0,18 -0,89 -0,90

& 0,19 0,92

- -0,75 -0,,0 -0,75 -0,71 094 -0,79 -0,90 -0,99 0,01 -0,70 0,12 -0,40 0,88 0,88

E 0,35 0,95 0,91 - 08 098 09 -088 093 069 080 037 050 002 021 -091 -092
Fu/Fm 002 -0,16 -0,26 -0,22 - o87 08 -0,78 0,79 0,77 0,77 0,20 063 -047 0,11 -0,81 -0,91
®FSII -056 -0,56 -049 -0,48 0,55 - 097 -0,86 09 068 079 024 058 -001 0,32 -0,94 -0,94
gP -0,47 -059 -0,40 -0,48 -0,55 -0,04 - -0,80 09 069 0,75 0,212 0,60 005 0,34 -091 -0,90
NPQ -0,40 -0,06 0,13 -0,01 0,05 0,62 -0,17 - -0,84 -0,81 -094 -0,21 -0,53 0,01 -0,25 0,89 0,90
ETR -0,38 0,01 0,01 -0,09 -0,08 -0,06 0,19 -0,34 081 086 042 061 -008 0,13 -0,90 -0,93

Cl 0,50 0,07 -0,05 -0,17 0,51 0,05 -0,60 0,18 -0,32

- 09% 003 083 -039 0,22 -0,80 -0,87
Car 042 -0,34 -056 -040 -0,26 -0,29 0,15 -0,42 -0,10 0,14 - 0,08 0,74 -0,20 0,32 -0,90 -0,92
GLI -0,24 0,31 0,44 0,50 -0,50 -0,36 045 -0,28 0,25 -0,86 -0,39 -0,37 0,08 -0,75 -0,05 -0,15

FRU 0,02 0,59 0,66 0,76 -0,20 -0,32 0,02 -0,20 0,03 0,59 -0,57 0,88 - -0,44 0,57 -0,75 -0,76
SAC 0,06 0,66 0,65 0,79 -046 -044 002 -025 030 -0,67 -0,31 0,85 0,86 - 0,21 0,07 0,24
AMI -0,34 0,39 0,53 0,26 -0,06 0,0 -0,18 045 050 0,10 -0,62 0,05 0,08 0,19 - 0,97 -0,32
Si -0,04 -056 -064 -065 061 034 -0,21 -0,0r -0,10 052 042 -0,76 -0,75 -0,82 -0,37 - 0,92
SEV 022 -023 -034 -040 061 008 -044 -0,14 -0,16 0,73 0,34 -0,77 0,65 -0,75 -0,25 0,92 -

% Valores em negrito sdo significativos pelo teégte< 0,05)
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Figura 3. Taxa liquida de assimilacdo de £@) (A, B), condutancia estomaticgs)

(C, D), concentracéo interna de £(@;) (E, F) e taxa de transpiracasg) (G, H) em
foliolos de plantas de soja da cv. Bossier crescidas em solugéo nutritiva contendo 0 ou 2
mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e nao inoculadas (NI) (A, C, E, G) ou
inoculadas (I) (B, D, F, H) cor@ercospora sojinaMeédias dos tratamentos -Si e +Si
seguidas por asterisco (*), dentro de cada época de coleta, sdo significativamente
diferentes pelo teste (P < 0.05). Médias dos tratamentos NI e I seguidas por um
tridangulo (), dentro de cada época de coleta e tratamentos -Si e +Si, sdo
significativamente diferentes pelo testé® < 0.05). Barras representam o erro padrao

da média.
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Figura 4. Taxa liquida de assimilacao de £@) (A, B), condutancia estomaticgs)

(C, D), concentracao interna de £(@;) (E, F) e taxa de transpiraca®) (G, H) em
foliolos de plantas de soja da cv. Conquista crescidas em solucdo nutritiva contendo 0
ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e nao inoculadas (NI) (A, C, E, G) ou
inoculadas (I) (B, D, F, H) corercospora sojinaMédias dos tratamentos -Si e +Si
seguidas por asterisco (*), dentro de cada época de coleta, sdo significativamente
diferentes pelo teste (P < 0.05). Médias dos tratamentos NI e I seguidas por um
tridangulo (), dentro de cada época de coleta e tratamentos -Si e +Si, sdo
significativamente diferentes pelo testé® < 0.05). Barras representam o erro padrio

da média.
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Fig. 5. Eficiéncia fotoquimica méaxima do FSII{Fy) (A, B), rendimento quéantico do
transporte de elétron®FSll) (C, D), coeficiente de extingédo fotoquimica (gP) (E, F),
coeficiente de extingdo nao-fotoquimica (NPQ) (G, H) e taxa de transporte de elétrons
(ETR) (I, J) em foliolos de plantas de soja da cv. Bossier crescidas em solucéo nutritiva
contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e ndo inoculadas (NI) (A,
C, E, G, ) ouinoculadas (l) (B, D, F, H, J) c@arcospora sojinaMédias dos
tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*), dentro de cada época de coleta, sdo
significativamente diferentes pelo tes{® < 0.05). Médias dos tratamentos NI e I

seguidas por um triangule), dentro de cada época de coleta e concentracao de silicio,
sao significativamente diferentes pelo tégfe < 0.05). Barras representam o erro

padrdo em relacdo a média.
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Fig. 6. Eficiéncia fotoquimica méaxima do FSII{Fy) (A, B), rendimento quéantico do
transporte de elétron®FSll) (C, D), coeficiente de extingédo fotoquimica (gP) (E, F),
coeficiente de extingdo nao-fotoquimica (NPQ) (G, H) e taxa de transporte de elétrons
(ETR) (I, J) em foliolos de plantas de soja da cv. Conquista crescidas em solucao
nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e ndo inoculadas
(NI) (A, C, E, G, ) ou inoculadas (I) (B, D, F, H, J) c@ercospora sojinaMédias dos
tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*), dentro de cada época de coleta, sdo
significativamente diferentes pelo tes{® < 0.05). Médias dos tratamentos NI e I

seguidas por um triangule), dentro de cada época de coleta e concentracéo de silicio,
sao significativamente diferentes pelo teégfe < 0.05). Barras representam o erro

padrdo em relacdo a média.
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Fig. 7. ConcentracBes de clorofilas (Cl) e carotenoides (Car) em foliolos de plantas de
soja das cvs. Bossier (A, B) e Conquista (C, D) crescidas em solug&o nutritiva contendo
0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e ndo inoculadas (NI) (A, C) ou
inoculadas (I) (B, D) cor€ercospora sojinaMédias dos tratamentos -Si e +Si seguidas
por asterisco (*) sdo significativamente diferentes pelo te@e< 0.05). Médias dos
tratamentos NI e | seguidas por um triangw), dentro de cada época de coleta e
concentracdo de silicio, sdo significativamente diferentes pela {@ste0.05). Barras
representam o erro padrdo em relacao a média.
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Figura 8. Concentragdes de glicose (GLI) (A, B), frutose (FRU) (C, D), sacarose (SAC)
(E, F) e amido (AMI) (G, H) em foliolos de plantas de soja da cv. Bossier crescidas em
solucdo nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e néo
inoculadas (NI) (A, C, E, G) ou inoculadas (I) (B, D, F, H) cGercospora sojina

Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*), dentro de cada época de
coleta, sao significativamente diferentes pelo teffe< 0.05). Médias dos tratamentos

NI e | seguidas por um triangule)( dentro de cada época de coleta e tratamentos -Si e
+Si, sdo significativamente diferentes pelo tég< 0.05). Barras representam o erro

padrao da médidF = massa fresca.
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Figura 9. Concentracdes de glicose (GLI) (A, B), frutose (FRU) (C, D), sacarose (SAC)
(E, F) e amido (AMI) (G, H) em foliolos de plantas de soja da cv. Conquista crescidas
em solucao nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e ndo
inoculadas (NI) (A, C, E, G) ou inoculadas (I) (B, D, F, H) cGercospora sojina

Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*), dentro de cada época de
coleta, sao significativamente diferentes pelo te@fe< 0.05). Médias dos tratamentos

NI e | seguidas por um triangule)( dentro de cada época de coleta e tratamentos -Si e
+Si, sdo significativamente diferentes pelo tége< 0.05). Barras representam o erro

padrdo da média.MF = massa fresca.
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Figura 10. Imagens de fluorescéncia da clorofiga para as variaveis eficiéncia
fotoquimica maxima do FSIl (F,) (A1-A4), rendimento quantico do transporte de
elétrons @FSIl) (B1-B4), coeficiente de extincdo fotoquimica (qP) (C1-C4),
coeficiente de extingcado ndo-fotoquimica (NPQ) (D1-D4) e taxa de transporte de elétrons
(ETR) (E1-E4) em foliolos de plantas de soja da cv. Bossier crescidas em solucdo
nutritiva contendo 0 mM de silicio (-Si) (Al, A3, B1, B3, C1, C3, D1, D3, E1 e E3) ou

2 mM de silicio (+Si) (A2, A4, B2, B4, C2, C4, D2, D4, E2 e E4) e nado inoculadas (NI)
(A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2, E1 e E2) ou inoculadas (1) (A3, A4, B3, B4, C3, C4,
D3, D4, E3 e E4) corercospora sojinaos 16 dias apds inoculacao.
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Figura 11. Imagens de fluorescéncia da clorofida para as variaveis eficiéncia
fotoquimica maxima do FSIl (F,) (A1-A4), rendimento quantico do transporte de
elétrons @FSIl) (B1-B4), coeficiente de extingdo fotoquimica (qP) (C1-C4),
coeficiente de extingdo ndo-fotoquimica (NPQ) (D1-D4) e taxa de transporte de elétrons
(ETR) (E1-E4) em foliolos de plantas de soja da cv. Conquista crescidas em solugéo
nutritiva contendo 0 mM de silicio (-Si) (Al, A3, B1, B3, C1, C3, D1, D3, E1 e E3) ou

2 mM de silicio (+Si) (A2, A4, B2, B4, C2, C4, D2, D4, E2 e E4) e nado inoculadas (NI)
(A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D2, E1 e E2) ou inoculadas (I) (A3, A4, B3, B4, C3, C4,
D3, D4, E3 e E4) corercospora sojinaos 16 dias apds inoculacao.
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Capitulo 3

Mecanismo de defesa e atividade de hidrolases da parede celular em

plantas de soja supridas com silicio e infectadas p@ercospora sojina
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RESUMO

A mancha olho de ra, causada pelo fur@ercospora sojinaé uma das doencas
foliares mais importantes da cultura da soja, pois pode acarretar grandes perdas n
produtividade. Atualmente, a incidéncia dessa doenca tem aumentado em varias regides
do mundo, inclusive no sul do Brasil, o que indica que novas epidemias possam ocorrer.
Considerando que o silicio (Si) potencializa a resisténcia de inUmeras espécies de
plantas a patégenos, neste estudo foi avaliado o efeito do Si sobre a atividade de
enzimas de defesa e na concentracdo de fendis e lignina em plantas de soja infectadas
por C. sojinaaos 8, 14 e 16 dias apés a inoculacdo (dai). Além disso, a importéncia d
algumas enzimas de degradacdo da parede celular (EDPC) vegetal para 0 processo
infeccioso deC. sojing bem como o efeito do Si sobre a atividade dessas enzimas foi
avaliado nas mesmas épocas descritas anteriormente. Plantas de soja das cvs. Bossier e
Conquista, suscetivel e resistente a mancha olho de r&, respectivamente, foram crescidas
em solugdo nutritiva contendo 0 ou 2 mM de Si (-Si e + Si, respectivamente) e
inoculadas ou ndo cof. sojina A severidade da doenca mancha olho de ra aos 16 dai

foi maior nas plantas da cv. Bossier, independentemente do Si. Para as duas cultivares,
maiores valores de severidade foram encontrados nas plantas supridas com Si em
relagdo as ndo supridas. O suprimento com Si ndo alterou a atividade de enzimas de
defesa e de EDPC nem as concentracdes de fendis sollveis totais e de lignina das
plantas ndo inoculadas, independentemente da cultivar. Entretanto, o Si, de modo geral,
resultou em menores atividades das enzimas lipoxigenase, felilalanina-amonia-liase
quitinase, peroxidase inespecifica e polifenoloxidase, além de aumento na atividade de
enzimas liticas de componentes da parede celular em plantas de soja infect&das por
sojina Esses resultados evidenciam que o suprimento de plantas de soja com Si resultou
em menores atividades de enzimas de defesa contra patdgenos e também favoreceu
processo infeccioso dé. sojinamediante aumento da atividade de enzimas liticas da
parede celular, levando a menor resisténcia c@tisojinanas duas cultivares, porém

de forma mais pronunciada para cv. Bossier.

Palavras chaveGlycine maxenzimas, fendis, lignina e mancha olhoé&le r
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INTRODUCAO

A mancha olho de r&, causada pelo fugcospora sojin&. Hara, € uma das
doencas foliares mais importantes da cultura da soja, porém ocorre também em
sementes, legumes e hastes (Lucetnal, 1982). Os sintomas nas folhas iniciam-se
como pequenas manchas de aspecto encharcado (anasarca), evoluindo para coloracéo
castanho-clara no centro com bordos castanho-avermelhados na superficie eadaxial
cinza na superficie abaxial (Almeidd al, 2005). Nas hastes e legumes, as lesdes
apresentam aspecto de anasarca na fase inicial, evoluindo para manchas castanho-
escuras de formato circular. Nas sementes, a infec¢c&0. gmjinaacarreta rachaduras
e manchas de coloragéo parda a cinza (Almetidé, 2005).

Atualmente, a mancha olho de rd tem aumentado em vérias regides de clima
guente e Umido, inclusive no sul do Brasil (Reisal, 2012). O controle da mancha
olho de ra baseise principalmente na resisténcia e na aplicacdo de fungicidas.
Contudo,a resisténcia de plantas de soja contra a mancha olho de réa esta atualmente
condicionada por apenas um geRes3(Missaouiet al, 2007), impondo uma forte
pressdo de selecdo na populacdo do patdbgeno com o risco da ocorréncia de novas
epidemias, uma vez qu& sojinaapresenta grande variabilidade genética (Almetda
al., 2005). Portanto, o controle efetivo da doenca exigiria, além da utilizacdo de
variedades resistentes e aplicacdo de fungicidas, a utilizacdo de métodos alternativos de
manejo da doenca, como por exemplo, o uso da nutricdo mineral.

Entre os varios elementos minerais, € amplamente reconhecido que o silicio (Si)
potencializa a resisténcia de varias espécies de plantas economicamente importantes
contra a infec¢do por varios patdgenos (Datratffal, 2007). Os mecanismos de
resisténcia a doencas conferida pelo Si permanecem ainda em discussdo pela
comunidade cientifica. Além da hipdtese da barreira fisica e mecanica, existem varias
evidéncias do envolvimento desse elemento na cascata de sinalizagéo, a qual culminaria
na ativacao de genes relacionados com a defesa da planta. Roelriglié3003), por
exemplo, reportaram que o Si redua hidrélise da celulosem plantas de arroz
infectadas poiPyricularia griseadevido ao acumulo de compostos fendlicos. Além
disso, plantas de arroz supridas com Si apresentaram aumento na resisténcia contra
griseamediante 0 aumento nos transcritos dos gemesodificam para as enzimas -
1,3-glucanase (GLU), peroxidase (POX) e para proteina PR-1, além da maior
concentracdo de derivados da lignina-acido tioglicolico (DLATG) (Rodrigtes.,

2005). Fortunatcet al (2012) reportaram que a severidade do mal do panama foi

reduzida em plantas de bananeira supridas com Si mediante a maior atividade das
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enzimas fenilalanina amonia-liase (FAL), polifenoloxidases (PFO), quitingaen, (
GLU e POX, e concentracdo de fendis sollveis totais (CSFT) e DLATG.

Embora estudos sobre a utilizacdo do Si na defesa da soja a doencas seja ainda
escassos na literatura, Lemetsal (2011) obtiveram controle da ferrugem da soja,
causada pelo fungBhakopsora pachrhiziquando as plantas foram supridas com Si.
Portanto, a hipotese deste estudo foi de que o Si propiciaria a defesa de plantas de soja
contra a infeccdo pdC. sojing via aumento na atividade de enzimas de defesa. Além
disso, hipotetizose que 0Si potencializaria 0 aumento na concentracdo de CSFT e
DLATG e, consequentemente, maior resisténcia da parede celular e reducédo da acéo
deletéria de enzimas de degradacdo da parede celular. Portanto, o objetivo do trabalho
foi determinar o efeito do Si sobre a atividade das enzimas de defesa FAL, PFO, QUI,
GLU, POX e lipoxigenase (LOX), além da concentracdo de CSFT e DLATG em plantas
de soja resistentes e suscetivefS. &ojina Em adicéo, foi investigada a importancia
das enzimas de degradacéo da parede celular vegetal, como a celulase (Gtasg xila
(XIL), pectinometilesterase (PME) e poligalacturonase (PG) para o processo infeccioso

deC. sojinaem plantas de soja supridas com Si.
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MATERIAL E METODOS

Preparo da solugéao nutritiva A solugéo nutritiva foi preparada com base na solucéo
proposta por Clark (1975), com algumas modificacdes, sendo constituida por: 1,04 mM
Ca(NG)2.4H,0, 1 mM NH,NO3, 0,8 mM KNG, 0,069 mM KHPQ,, 0,931 mM KCl e

0,6 mM MgSQ.7H,0, 19 uM H3BOj3, 2 uM ZnS04.7H;0, 0,5 uM CuSO045H,0, 7 uM
MnCl,.4H,0, 0,6 uM Na;M00,4.4H,0, 60 uM FeSO4.7H0 ¢ 90 uM EDTA. O Si foi

suprido como acido monosilicico, obtido pela passagem do silicato de potassio atraves
de uma coluna contendo resina de troca de céations (Amberlite IR-120B, férma H
Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) (Ma al, 2002). O Si foi adicionado a solucdo nas
concentracdes de 0 (-Si) ou 2 mM (+Si). A solucéo nutritiva foi trocada a cada quatro
dias ou quando a condutividade elétrica atingiu 85% do valor inicial.

Crescimento das plantas Sementes de soja das cultivares Bossier e Conquista,
suscetivel e resistenteGa sojing respectivamente (Gravire al, 2004; Juliattiet al,

2006), foram esterilizadas por 3 min em solucédo de hipoclorito de sédio 10%, lavadas
em agua desionizada e germinadas em rolos de papel “germiteste” em uma camara de
germinacdo a 25°C. Apds germinacédo, as plantulas foram mantidas por dois dias em
vasos plasticos contendo solucdo nutritiva com 1/4 da forca ibnica da solucdo
anteriormente citada, mas sem adicdo de Si. Apds esse periodo, trés plantulas foram
transferidas para novos vasos plasticos com 5 L de solucdo nutritiva com a forca ibnica
total, contendo ou néo Si, sob continua aeracéo. A solucdo nutritiva foi trocada a cada
quatro dias, e o pH da solugéo nutritiva foi verificado diariamente, o qual foi mantido
entre 5,5 e 5,8. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo com umidade relativa
de 65 £ 5%, a 30 £ 5°C.

Preparo do in6cula O isolado deC. sojina (UFV-22) utilizado neste trabalho foi
gentilmente cedido pelo Prof. Tuneo Sediyama (Departamento de Fitotecnia da UFV).
O isolado foi preservado em tiras de papel-filtro em silica gel a 4°C. Dez dias antes da
inoculagéo, pedacos dessas tiras foram colocados em placas de Petri contendo meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA). Apds o crescimento micelial, discos de meio
contendo o fungo foram transferidos para novas placas de Petri contendo meio V8. As
placas de Petri foram mantidas em camara de crescimento tipo BOD com temperatura
de 25°C e fotoperiodo de 12 h, durante 7 dias. Apds esse periodo, foram adicionados 10
mL de agua desionizada contendo gelatina 1% (m/v) em cada placa de Petri e os
conidios foram cuidadosamente removidos com pincel de cerdas macias. A suspensao
de conidios foi calibrada em hemacitémetro para a concentracdo de*4cenidios

mL™,
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Procedimento de inoculagdo das plantasipos 20 dias da adicdo de Si na solucéo
nutritiva, na superficie adaxial e abaxial de todas as folhas de cada planta (estadio V6)
(Fehret al, 1971) foram pulverizados 20 mL da suspensao de conidios do isol@do de
sojina UFV-22 na concentracéo de 4 x*I®nidios mL*, utilizando-se um atomizador
(VLS-Set Airbrush, Companhia Paache Airbrush, USA). Apds inoculagéo, as plantas
foram mantidas em camaras de crescimento de plantas (CCP), instaladas dentro da casa
de vegetacdo, permanecendo até o final dos experimentos. As CCP, construidas de
madeira, possuem 2 m de largura, 1,5 m de altura, 5 m de comprimento e cobertura com
plasticos de 100 um de espessura. Dentro da CCP, a densidade méaxima de fluxo de
fétons na altura do dossel foi de aproximadamente 700 pihal'ra a temperatura foi

de 25 £ 2°C e 20 + 2°C durante o dia e noite, respectivamente. A umidade relativa foi
mantida a 92 + 3% mediante a um sistema de nebulizacdo (NEB-100; KGF Companhia,
Sao Paulo, Brasil), o qual foi programado para pulverizar névoa a cada 30 min acima da
copa das plantas. A umidade relativa e a temperatura foram mensuradas com um termo-
hidrografo (TH-508, Impac, Brasil). As plantas inoculadas ou ndo inoculadas foram
mantidas em camaras separadas, porém sob as mesmas condicbes até o final do
experimento.

Avaliacdo da severidade da mancha olho de ra e determinagdo da concentracéo
foliar de Si. Para a avaliacdo da severidade da doenca aos 16 dai, selsciarsrkta

folha, do apice para a base, por essa apresentar maior severidade da doenca. Para isto, as
folhas foram digitalizadas em resolucdo de 600 dpi, e as imagens foram processadas
utilizando-se o software Quant (Liberato, 2003). A porcentagem da éarea foliar com
sintomas da mancha olho de ra foi considerada a estimativa da severidade pelo Quant
(Seq). ApoOs esse processo, essas folhas foram secas para a determinagdo da
concentracado foliar de Si, a qual foi realizada conforme descrito por Korndbder

(2004).

Avaliacdes bioquimicas:Para todas as andlises bioquimicas, selecionou-se o quarto,
quinto e sexto trifélios das plantas, a partir da base, coletados aos 8, 14 e 16 dai.
Determinacdo da atividade de enzimas lipoxigenase (LOX, EC 1.13.11.12),
felilalanina-amoénia-liase (FAL, EC 4.3.1.5), p-1,3-glucanase (GLU, EC 3.2.1.6),
guitinase (QUI, EC 3.2.1.14), peroxidase (POX, EC 1.11.1.7) e polifenoloxidase
(PFO, EC 1.10.3.1) A obtencao do extrato foliar foi realizada a partir da maceracéo de
0,3 g de tecido foliar em Nliquido até obtencdo de um poé fino. Posteriormente,
adicionouseo meio de extracao constituido de tampéao fosfato de potassio 50 mM (pH
6,8), acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1 mM e polivinilpirrolidona (PVP) 2% (m/v). Em seguida, proceskea-
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centrifugacdo a 12.00@ por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado para
determinagao da atividade das enzimas LOX, FAL, GLU, &BFO. A obtencéo do
sobrenadante utilizado para a determinacdo da atividade da POX ligada ionicamente a
parede celular foi realizada a partir da maceracéo de 0,3 g de tecido foliadigode

até obtencdo de um po fino. Em seguida, adicionou-se 0 meio de extracdo @éntico
descrito anteriormente, e posteriormente procedeucentrifugacdo a 1.0@ppor 10

min a 4°C (Ranieret al, 2001). O sobrenadante obtido foi centriftugado novamente a
1.000g por 10 min. Subsequentemente, o pellet foi lavado duas vezes com tampéo de
extracao, duas vezes com agua (4°C) e, posteriormente, incubado em Triton X-100 2% a
4°C, sob agitacao continua por 1 h. O pellet foi lavado novamente duas vezes com agua
(4°C) e incubado em NaCl 1 M por 2 h a 4°C. Em seguida, a solucao foi centrifugada a
1.000g por 10 min a 4°C. O pellet foi descartado e o sobrenadante foi utilizada para
determinacao da atividade da POX oriunda da fracdo ibnica da parede celular.

A atividade da LOX foi determinada apdés a adicao de 10 pL do extrato foliar ao
meio de reacdo constituido de tampéao fosfato de sddio 50 mM (pH 6,5) e linoleato de
sédio 50 uM. O meio de reacéo foi incubado a 25°C e a absorbancia do produto liberado
pela LOX foi determinada a 234 nm durante o primeiro minuto de reacdo. O coeficiente
de extincdo molar de 25.000 Mcm™ foi usado para calcular a atividade da LOX
(Axelrodet al,,1981).

A atividade da FAL foi determinada de acordo com a metodologia proposta por
Guo et al (2007), com algumas modificacbes. A reacdo foi iniciada apds a adicdo de
100 pL do extrato foliar ao meio de reacado constituido de tampéao borato de sédio 40
mM (pH 8,8) eL-fenilalanina 20 mM em um volume de 1 mL. A mistura da reacéo foi
incubada em banho-maria a 30°C durante 1 h. Apds esse periodo, a reacdo foi
paralisada pela adicdo de 50 pL de HCI 6 N. A absorbancia dos derivados do acido
trans-cinamico foi determinada a 290 nm e o coeficiente de extingdo molar de*100 M
cm* foi usado para calcular a atividade da FAL (Zucker, 1965). Nas amostras controle,
o procedimento foi realizado conforme descrito anteriormente, porém a parada de
reacao foi realizada imediatamente apds a adicdo do extrato foliar ao meio de reacao.

A atividade da GLU foi determinada pela adicdo de 20 pL do extrato foliar ao
meio de reagdo composto de tampéo acetato de so6dio 50 mM (pH 5,0) e laminarina 1
mg mL* (Lever, 1972). A mistura da reacéo foi incubada em banho-maria por 1 h a
45°C. Apoés esse periodo, adiciorsmi-a mistura de reacdo 500 pL de acido
dinitrosalicilico (DNS). A mistura de reacao foi incubada novamente em banho-maria
por 15 min a 100°C e, posteriormente, foi resfriada em gelo até a temperatura de 25°C.

A absorbancia foi medida a 540 nm e a quantidade de acUcares redutores liberada foi
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calculada a partir de uma curva de calibracdo usando glicose como padrao (Miller,
1959). Para as amostras controle, o procedimento foi realizado conforme descrito
anteriormente, porém sem a primeira incubacao.

A atividade da QUI foi determinada segundo a metodologia proposta por
Harmanet al (1993). A reacéo foi iniciada pela adicdo de 20 puL do sobrenadante ao
meio de reacdo constituido de tampao acetato de sddio 50 mM (pH 5,0) e spbstrato
nitrofenil-B-D-N-N'-diacetilquitobiose (PNP) 0,1 mM. A mistura de reacéo foi incubada
em banho-maria a 37°C por 2 h. A reacdo foi interrompida com adi¢cdo de 500 pL de
carbonato de sodio 0,2 M. Nas amostras controle, o carbonato de sodio foi adicionado
imediatamente ap6s a adicdo do extrato foliar a mistura de reacdo. A absorbancia do
produto final liberado pela QUI foi determinada a 410 nm. Para calcular a atividade da
QU utilizou-se o coeficiente de extincéo molar de 70 hrdvh™.

A atividade da POX foi determinada pela adicdo de 100 pL do extrato foliar ao
meio de reacado constituido de tampao fosfato de potassio 25 mM (pH 6,8), pirogalol 20
mM e peréxido de hidrogénio ¢B,) 20 mM em um volume de 2 mL (Kar e Mishra,
1976). A reacdo foi iniciada pela adicdo de 15 pL do extrato foliar e a absorbancia foi
determinada a 420 nm, durante 1 min, a 25°C. O coeficiente de extingdo molar de 2,47
mM™ cm? foi usado para calcular a atividade da POX (Chance e Maehley, 1955). A
atividade da PFO foi determinada da mesma forma que a da POX, com exececéo d
H.O, que foi omitido da mistura de reacéo.

Determinacgdo da atividade de enzimas celulase (CEL, 3.2.1.4), xilanase (XIL, EC
3.2.1.8), pectina metil esterase (PME, EC 3.1.1.11) e poligalacturonase (PG, EC
3.2.1.15) A obtencao do extrato foliar foi realizada conforme descrito para LOX, FAL,
GLU, QUI ePFO.

A atividade da CEL foi determinada conforme descrito por Ahmed e Labavitch
(1980). A reacéo foi iniciada pela adicdo de 75 pL do extrato foliar ao meio de reacao
constituido de tampéao acetato de sédio 100 mM (pH 5,0) e carboximetilcelulose (CMC)
1,5% (m/v) em um volume de 1 mL. Essa mistura de reagéo foi incubada em banho-
maria por 16 h a 37°C e, apés esse periodo, adicionou-se 250 puL de DNS. A mistura de
reacao foi incubada novamente em banho-maria por 7 min a 100°C e, em seguida foi
resfriada em banho de gelo até a temperatura de 25°C. A absorbancia do produto
liberado pela CEL foi determinada a 540 nm. A quantidade de aguUcares redutores
liberada foi calculada a partir de uma curva de calibracédo usando glicose como padrao
(Miller, 1959). Para as amostras controle, o procedimento foi realizado conforme

descrito acima, porém sem a primeira incubacao.
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A atividade da XIL foi determinada pela adi¢aold® pL do extrato foliar ao
meio de reacdo constituido de tampdao acetato de s6dio 100 mM (pH 5,0) e xilano 0,1%
em um volume de 1 mL (Singh e Singh, 1993). A mistura de reacao foi incubada em
banho-maria por 1 h a 37°C e, apds esse periodo, determinou-se a concentracdo de
acucares redutores conforme descrito para CEL.

A atividade da PME foi determinada conforme descrito por Hagerman e Austin
(1986) com algumas modificacdes. A reacédo foi iniciada pela adicdo de 100 pL do
extrato foliar ao meio de reacao constituido de pectina 0,01% (pH 7,5), NaCl 0,15 M e
100 pL da solucdo de azul de bromotimol 0,01% em um volume de 2 mL. A
absorbancia foi determinada a 620 nm imediatamente ap6s a adicdo do sobrenadante a
mistura de reacdo e, apés 3 min proceskenevamente a leitura da absorbancia. A
diferenca entre as absorbance&® e 3 min foi determinada e a atividade da PME foi
calculada através de uma curva de calibracdo utilizando pectina como padréo.

A atividade da PG foi determinada pela adi¢do de 75 uL do extrato foliar ao
meio de reacdo constituido de tampéo acetato de sédio 40 mM (pH 4,5) e é&cido
poligalacturénico 0,3% (pH 4,5) em um volume de 1 mL. A mistura de reacédo foi
incubada em banho-maria por 1 h a 37°C e, posteriormente foram adicionados 250 pL
da solucéo de DNS. A mistura de reacéo foi incubada novamente em banho-maria por
10 min a 100°C e, em seguida, foi resfriada em banho de gelo a temperatura de 25°C. A
absorbancia do produto liberado pela PG foi determinada a 540 nm. Para as amostras
controle, o procedimento foi realizado conforme descrito previamente, porém sem a
primeira incubagdo. Sob as condi¢cdes descritas anteriormente, uma unidade de PG
catalisa a liberacdo de 1 nmol de acido galacturénico em 1 s (Pathak e Sanwal, 1998).

As atividades das enzimas foram expressas em base de proteina, cuja
concentracéo foi determinada pelo método de Bradford (1976).

Determinacdo da concentracdo de compostos fendlicos solluveis totais (CFST) e
derivados da lignina-4cido tioglicolico (DLATG) Para a obtencdo do extrato
metanolico, amostras de 0,1 g de tecido foliar foram maceradas gdiquido até a
obtencdo de um po fino, ao qual foi adicionado 1 mL de metanol 80%. A solucéo
permaneceu por 2 h em mesa agitadora a 300 rpm em temperatura ambiente e,
posteriormente, foi centrifugada a 17.09@or 30 min. O sobrenadante foi utilizado
para a determinagdo da concentracdo de CFST e o pellet foi mantido a -20°C para
determinacao da concentracédo de DLATG.

A concentracdo de CFST foi determinada através do método desenvolvido por
Zieslin e Ben-Zaken (1993) com algumas modificacdes. A reacao foi iniciada com a

adicdo de Fenol Folin-Ciocalteu 0,2 M a 150 pL do extrato metanolico e mantido a
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25°C por 5 min. Em seguida, adicionou-se a solu¢do carbonato de sodio 0,1 M, a qual
permaneceu incubada por 10 min a 25°C. Logo apés, 1 mL de agua desionizada foi
adicionada a mistura, e procedsmifniovamente a incubacdo a 25°C por 1 h. A
absorbancia foi lida a 725 nm e a concentracdo de CFST foi realizada coemhase
curva de calibragdo usando catecol como padréo.

Para a mensuracao da concentracdo de DLATG, o pellet foi ressuspendido com
1,5 mL de agua desionizada e, ap6s a homogeneizacdo, a mistura foi centrifugada a
12.000g por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi seco por 12 h a 65°C.
O residuo alcodlico-insoluvel seco foi usado para determinar a concentracdo de DLATG
conforme descrito por Barber e Ride (1988). A absorbancia dos DLATG no
sobrenadante foi medida a 280 nm e a concentracdo foi determinada através de um
curva de calibracdo, na qual utilizou-se lignina alcalina éter 2-hidroxipropil como
padréo.
Delineamento experimental e andlise estatistica dos dad®ara a avaliagdo de todas
as variaveis deste estudo, o experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes. Rancentracdo de Si foliar, foi utilizado o
esquema fatorial 2 x 2 x 2, consistindo de plantas supridas (+Si) ou n&o (-Si) com Si,
duas cultivares de soja (Bossier e Conquista) e plantas inoculadas omr@osojina
Paraa severidade da mancha olho de r&, foi utilizado o esquema fatorial 2 x 2 (plantas -
Si ou +Si) e as duas cultivares de soja. Para a atividade das enzimas LOX, FAL, GLU,
QUI, POX, PFO, CEL, XIL, PME e PG, bem como a concentracdo de CFST e de
DLATG, utilizou-se o esquema fatorial 2 x 2 x 2 x 3 [plantas -Si ou +Si, as duas
cultivares de soja, plantas inoculadas ou néo e trés épocas de avaliacao (8, 14 e 16 dai)].
Cada unidade experimental foi constituida de um vaso plastico de 5 L com trés plantas.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as meédias dos tratamentos foram
comparadas pelo testg(P < 0,05), utilizando-se 0 software SAS (versdo 6.12; SAS

Institute, Inc., Cary, NC).
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RESULTADOS
Concentragéo foliar deSi. Apenas o fator concentracdes de Si foi significativo para a
concentracao foliar de Si (Tabela 1). A concentracao foliar de Si foi maior nas plantas
supridas com Si comparadas as néo supridas (Figural).
Severidade da mancha olho de rdOs fatores cultivares, concentracbes de Si, bem
como sua interacdo, foram significativos para a severidade da mancha olho de ra
(Tabela 1). A severidade foi maior para a cv. Bossier do que para a cv. Conquista,
independentemente do Si (Figura 2). Para as duas cultivares, a severidade foi maior nas
plantas supridas com Si comparadas as ndo supridas (Figura 2).
Variaveis bioquimicas. As atividades da LOX, FAL, GLU, QUI, POX, PFO, CEL,
XIL, PME e PG e as concentracbes de CFST e DLA®@mM significativamente
influenciadas por pelo menos um dos fatores estudados, bem como algumas interacées
duplas e triplas entre eles (Tabela 1). A interacdo cultivares x inoculagdo x épocas de
avaliacdo x concentracoes de Si foi significativa para as atividades da LOXQGILU,
PFO, CEL e PG (Tabelg.1

Nas plantas néo inoculadas das duas cultivares, as atividades das enzimas LOX,
FAL, GLU, QUI, POX, PFO, CEL, XIL, PME e PG, bem como as concentragdes d
CFST e de DLATG nao apresentaram diferenca entre plantas ndo supridas com Si em
relacdo as supridas (Figura 3A, C, E, G, | e K; Figura 4A, C, E, G, | e K; Figura 5A e C;
Figura 6A e CFigura 7A, C, E e GFigura 8A, C, E e G). Para as plantas inoculadas da
cv. Bossier, houve maior atividade da LOX e POX nas plantas do tratarSemm -
relacdo as do tratamento +Si aos 8, 14 e 16 dai (Figura 3B e J). A atividade da QUI das
plantas do tratament&kfoi menor aos 14 dai e maior aos 16 dai comparada as plantas
do tratamento +Si (Figura 3H). Houve maior atividade da PFO aos 8 dai e da FAL aos
16 dai nas plantas do tratamento -Si do que nas do tratamento +Si (Figura 3D e L). A
atividade da GLU néo foi influenciada pelo supriment&d@-igura 3F). Houve maior
concentracdo de CFST aos 8 dai nas plantas do tratamento -Si em relagdo as do
tratamento +Si (Figura 5B). A concentracdo de DLATG foi maior nas plantas do
tratamento -Si do que nas do tratamento +Si aos 8, 14 e 16 dai (Figura 4D). Plantas do
tratamento -Si apresentaram menor atividade da CEL e XIL aos 16 dai do que as plantas
do tratamento +Si (Figura 7B e D). O suprimento com Si nédo influenciou as atividades
da PME e da PG (Figura 7F e H). Nas plantas inoculadas da cv. Conquista, houve
maiores atividades da FAL e POX nas plantas do tratamento -Si em relacdo as do
tratamento+Si aos 8, 14 e 16 dai (Figura 4D e J). Plantas do tratamento -Si apresentaram
maior atividade da LOX aos 8 e 14 dai e menor aos 16 dai comparadas as plantas do

tratamento +Si (Figura 4B). A atividade da GLU nas plantas do tratamento -Si foi maior
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do que nas do tratamento +Si aos 14 e 16 daui@igF). Para QUI e PFO, maiores
atividades foram observadas para o tratamento -Si em relacdo ao tratamento +Si aos 8
dai (Figura 4H e L). Houve menor concentracdo de CFST nas plantas do tratamento -Si
do que nas do tratamento +Si aos 14 e 16 dai (Figura 6B). Plantas do tratamento -Si
apresentaram maior concentracdo de DLATG aos 8 dai do que as plantas do tratamento
+Si (Figura 6D). A atividades da CEL, XIL e PG aos 14 e 16 dai e da PME aos 8, 14 e
16 dai foram meneas nas plantas do tratamento -Si em relacdo as do tratamento +Si
(Figura8 B, D, F e H).

Para as plantaga cv. Bossier do tratament®i; a atividade da LOX foi maior
aos 8 dai e menor aos 14 e 16 dai nas plantas inoculadas do que nas néo inoculadas
(Figura 3A e B). As atividades da FAL, GLU, QUI e POX foram nesoias plantas
inoculadas comparadas as nao inoculadas aos 8, 14 e 16 dai (Figura 3C, D, E,IF, G, H,
e J). Houve maior atividade da PFO aos 8 dai e menor aos 14 dai nas plantas inoculadas
em relacdo as nao inoculadas (Figura 3K e L). Plantas inoculadas apresentaram maior
concentracdo de CFST aos 8 dai e de DLATG aos 8 e 14 dai em redggaatas nao
inoculadas (Figura 5A, B, C e D). As atividades da CEL e da XIL foram esaias
plantas inoculadas do que nas nao inoculadas aos 16 dai (Figura 7A, B, C e D). A
inoculagdo conC. sojinanéo influenciou as atividades da PME e da PG aos 8, 14 e 16
dai (Figura 7TEF G e H). Para as plantas da cv. Conquista do tratameitdeuve
maiores atividades da FAL, QUI e POX nas plantas inoculadas comparadas as néo
inoculadas aos 8, 14 e 16 dai (Figura 4C, D, G, H, I e J). A atividade da LOX foi maior
aos 8 e 14 dai e menor aos 16 dai nas plantas inoculadas em relacao as néo inoculadas
(Figura 4A e B). A atividade da PFO foi maior nas plantas inoculadas comparadas as
nao inoculadas aos 8 e 14 dai (Figura 4K e L). Houve maior atividade da GLU nas
plantas inoculadas em relagdo as nao inoculadas aos 8 dai (Figura 4E e F). A
concentracdo de DLATG foi maior nas plantas inoculadas comparadas as néo
inoculadas aos 8, 14 e 16 dai (Figura 6C e D). No entanto, ndo houve diferenca entre
plantas inoculadas e n&o inoculadas para a concentracdo de CFST (Figura 6A e B). Nas
plantas inoculadas houve maior atividade da CEL comparadas as nao inoculadas aos 8,
14 e 16 dai (Figura 8A B). Houve maior atividade da XIL nas plantas inoculadas em
relacdo as ndo inoculadas aos 8 e 14 dai, e ndo houve diferenca par@®BEgeIra
8A,B,C,D,E,F,GeM

Nas plantas da cv. Bossier do tratamento +Si, houve esatividades da FAL,
GLU, QUI e POX e menor atividade da LOX nas plantas inoculadas em relacdo as nao
inoculadas aos 8, 14 e 16 dai (Figura 3A, B, C, D, E, F, G, H, 1 e J). A atividade da PFO

foi maior aos 8 dai e menor aos 14 e 16 dai nas plantas inoculadas comparadas as nao
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inoculadas (Figura 3K e L). Nao foi observada diferenca entre plantas inoculadas e nao
inoculadas para a concentragédo de CFST (Figura 5A e B). A concentragcédo @6 DLA

foi maior para as plantas inoculadas do que para as nado inoculadas aos 8 e 14 dai
(Figura 5C e D). Houve maies atividades da CEL e da XIL para as plantas inoculadas

em relacdo as ndo inoculadas aos 16 dai, mas ndo houve diferenca entre plantas
inoculadas e n&o inoculadas para as atividades da PME e da PG (Figura 7A, B, C, D, E,
F, G e H. Para as plantas da cv. Conquista do tratamento +Si, observou-sesmaior
atividades da QUI e da POX para as plantas inoculadas do que para as néo inoculadas
aos 8, 14 e 16 dai (Figura 4G, H, | e J). Houve maior atividade da LOX aos 8 e 14 dai e
da FAL aos 14 e 16 dai nas plantas inoculadas em relagdo as ndo inoculadas (Figura 4A,
B, C e D). Houve maias atividades da GLU e da PFO em plantas inoculadas do que
nas nao inoculadas aos 8 e 14 dai, respectivamente (Figura 4E, F, K & L). A
concentracoesle CFST e de DLATG aos 14 e 16 dai e aos 8, 14 e 16 dai,
respectivamente, foram maésrnas plantas inoculadas comparadas as néo inoculadas
(Figura 6A, B, C e D). Plantas inoculadas apresentaram esaitividades da CEL e da

PME aos 8, 14 e 16 dai e ddL e da PG aos 14 e 16 dai comparadas as plantas nao
inoculadas (Figura 88, C,D, E, F, G e H).
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DISCUSSAO

Neste estudo, as atividades de enzimas envolvidas na defesa de alantas
patdgenos e as concentracfes de CFST e DLATG néo foram alteradas pelo suprimento
com Si em plantas de soja ndo inoculadas Cosojina Além disso, o Si ndo alterou as
atividades de enzimas de degradacéao da parede celular vegetal para as duas cultivares
de soja estudadas. Corroborando com estes resultados,eClaif2009) reportaram
gue plantas de trigo supridas com Si apresentaram alteracdes minimas na expressao
génica na auséncia de estresse. Adicionalmente, FattaliX2006) observaram que o
Si ndo modificou o nivel de transcritos de proteinas relacionadas com a patogénese em
plantas deArabidopsis thalianana auséncia de estresse, nem daqueles relactoaado
rota dos fenilpropandides e os que codificam para a QUI. Tomados em conjunto, esses
resultados nos permite inferir que o efeito do Si sobre o metabolismo de defesa contra
patbgenos é pouco expressivo em plantas na auséncia de estresse. Todawm, existe
varios relatos na literatura de que o Si potencializa a defesa de plantas contra a infeccéo
por varios patdogenos mediante a potencializacdo de mecanismos bioquimicos
(Rodrigueset al, 2004; Xavier Filhat al, 2011; Dallagnoét al, 2011; Resendet al,

2012, Fortunatet al, 2012). Neste estudo, entretanto, o Si aumentou a suscetibilidade
de plantas de soja a infec¢do g@rsojinaem ambas as cultivares de soja, porém de
forma mais proeminente para a cultivar suscetivel. Isso possivelmente ocorreu pela
menor concentracdo de DLATG, associada a menor atividade das enzimas LOX, FAL,
GLU, QUI, POX e PFO. Os trabalhos realizados por Mageral (1994) e
Gnanamangaiet al (2011) dao suporte para este resultado, pois esses autores
observaram que o aumento na atividade de enzimas da rota dos fenilpropandides como a
FAL e POX, responséveis pela sintese de DLATG, contribuem para defdgatigna
tabacume Camellia sinensisontraCercosporaspp.

A producéo e a liberacdo de enzimas liticas no apoplasto € um mecanismo
importante para o processo infeccioso de varios patdégenos (€aatu2008). Neste
estudo, independentemente do Si, a infeccdo das plantas de sofa golina
desencadeou incrementos nas atividades das enzimas CEL e da XIL, evideaciando
importancia dessas para a agressividad€.dsjina Além da CEL e XIL, a infeccéo
das plantas da cultivar resistente @oisojinapotencializou aumento nas atividades das
enzimas pectinoliticas PME e PG, porém apenas para plantas supridas com Si. Portanto,
esses resultados sugerem que o Si favoreceu o processo infecciBsaajma via
aumento na atividade de enzimas celuloliticas e pectinoliticas, porém em menor
proporcdo para a cultivar suscetivel. A maior atividade de enzimas liticas de

componentes da parede celular das plantas disponibiliza fontes de carbono e agucares
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simples necessérios a colonizacdo dos patdgenos nos tecidos do hospedeiro
(Gnanamangaiet al, 2011). Considerandse que as plantas sintetizam proteinas
inibidoras que neutralizam o efeito dessas enzimas liticas, como as inibidoras da PG e
PME (Mahalingaret al, 1999; Reignaulket al, 2008, esses resultados evidenciam que

0 suprimento das plantas com Si de alguma forma limitou a dedegdadtas contra a
degradacdo da parede celular. Corroborando com o presente estudo, a séntese e
liberacdo de enzima pectinoliticas e celulaseQgocospora theaeontribuiram para o
aumento da agressividade do fungoamellia sinensigGnanamangagt al, 2011).

Neste estudo, aumentos nas atividades das enzimas LOX e PFO para a cv.
resistente e decréscimo na atividade dessas enzimas para cv. suscetivel aos 14 dai,
desencadeados pela infeccdo @orsojing evidenciam a importancia dessas enzimas
para a defesa da soja. Semelhantemente ao observado neste estudo, a importancia das
enzimas LOX e PFO na defesa de plantas contra patdgenos foi relatada para varios
outros patossistemas (Kolomietsal, 2000; Li e Steffens, 2002; Sahebal, 2009;

Haoet al, 2012. O aumento na atividade da enzima PFO eleva os niveis de quinonas,
as quais podem limitar o desenvolvimento de varios fungos, conforme observado para
Phlyctaena vagabund&clerotinia fructigenae Venturia inaequaligLattanzioet al,

2001; Lattanzicet al, 200§. Em adicdo, o0 aumento na resisténcia de plantas de soja
contra C. sojing mediante o incremento na atividade da LOX pode ser devido a
ampliacdo de respostas de defesas, pois essa enzima estd envolvida na producédo de
moléculas sinalizadoras, como o &cido jasménico e peroxidos lipidicos (Hammond-
Kosack e Jones, 1996). Porém, além dos seus inumeros efeitos benéficos, a LOX pode
causar danos as membranas celulares (Brash, 1999), o que pode favorecer a infeccao
dos tecidos foliares de plantas de soja@o0s0jing pois mudancgas na permeabilidade

de membranas sdo eventos cruciais para 0 sucesso da infecg@erqmsporaspp.

(Daub, 1982). Portanto, ressalta-se que a redugéo na atividade da LOX observada aos 16
dai para a cultivar resistente, possivelmente, seja determinante para a resisténcia das
plantas de soja contfa sojina

A inoculacdo das plantas de soja c@n sojina acarretou incrementos nas
atividades das enzimas POX e FAL para ambas as cultivares, independentemente do
suprimento ou ndo d8i. Nas células vegetais, além do envolvimento da POX n
aumento da concentracdo de lignina, a enzima também participa dos processos de
suberizacao, incremento de ligacdes cruzadas de proteinas estruturais da parede celular,
catabolismo das auxinas e regulacdo da senescéncia (ldirada 2001), os quais
também estdo envolvidos nas repostas de defesa de plantas contra a infeccado por

patdgenos. A FAL é uma enzima crucial para a sintese de lignina, compostos fenélicos
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com potencial antimicrobiano e &cido salicilico (Schuster e Rétey, 1995, Rorgies
2012). Notadamente, o incremento nas atividades das enzimas POX e FAL usualmente
resulta em aumento na concentracdo de DLATG, conforme observado neste estudo para
as plantas de soja infectadas @osojing independentemente da resisténcia da cultivar.
Uma das formas pela qual DLATG conferem defesa de plantas contra patégenos
mediante a reducdo da difusdo de toxinas (Siranetl@l, 2003. E, considerandse
que a producédo &difusdo de toxinas nao seletivas nos tecidos do hospedeiro contribui
para a agressividade @ercosporaspp. (Dauket al, 2013), incluindaC. sojina(Kim
et al, 2011), sugere-se que a maior concentracdo de DLATG em plantas de soja tenha
reduzido a difusdo de toxinas produzida p@r sojina Em adicdo, a reducdo na
concentracdo de DLATG aos 16 dai desencadeada pela infecg@oguajing de forma
mais proeminente para as plantas da cultivar suscetivel supridas com Si, nos permite
inferir que a manutencdo de maiores niveis de DLATG seja crucial para a defesa da
soja. Embora os CFST possam reduzir a infeccdo por patdgenos via aumento da
permeabilidade das membranas deles (Tomas-Barberdn 1990), além de sua acdo
inibitéria sobbe enzimas fungicas liticas da parede celular vegetal (Lattatzad,
2006), neste estudo, o aumento de CFST né&o foi suficiente para conter os efeitos
deletérios oriundos da infecdo gorsojina, independentemente da cultivar.

Neste estudo, independemente do Si, a infeccdo das plantas @orsojina
resultou em aumento na atividade da GLU durante o processo infecci@saojna
para a cultivar suscetivel, porém apenas no inicio do processo infeccioso para a cultivar
resistente. Em contrapartida, independentemente da cultivar, a atividade da QUI foi
maior durante todo o processo infecciosdCdsojina Estes resultados sugerem que a
QUI possui maior importancia para a defesa de plantas de sojaCosbjnado que a
GLU. Corroborando com os resultados do presente estudo, Roulin e Buchala (1995)
repotaram acumulo de GLU durante a interagdo compativel &ratchis hypogae&.
arachidiola, porém ndo de QUI. Esses autores concluiram que a falta da enzima QUI
pode ter sido determinante para a compatibilidade da interacdo, uma vez que o aumento
na atividade da GLU por si s6 ndo foi capaz de inibir o crescimento do fungo. Da
mesma forma, Taheri e Tarighi (2012) reportaram que a resisténcia de plantas de
tomateiro a infec¢do pdrhizoctonia solanfoi dependente do aumento da atividade da
QUIL.

Os resultados da presente investigacdo nos permite inferir que o suprimento de
plantas de soja com Si, na auséncia de estresse, ndo modifica 0s mecanismos
bioquimicos classicos de defesa contra patégenos. Todavia, o contrario ocorreu quando

as plantas sdo submetidas a infeccdo(hmojina Nesse caso, n0S mostramos que o
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suprimento das plantas com Si resultou em um sistema bioquimico de defesa menos
robusto comparado com o das plantas ndo supridas com esse elemento. Isso,
possivelmente, foi determinante para acarretar a maior suscetibilidade de plantas de soja
a C. sojing independente da resisténcia da cultivar. Outro fator importante para o
aumento da suscetibilidade de plantas de sojfa. sojina mediado pelo Si foi,
possivelmente, a menor capacidade dessas plantas em limitar a degradacéo da parede
celular. Porém, seria interessante a realizacdo estudos adicionais para a completa
elucidacao do efeito negativo do suprimento de Si as plantas de soja contra a infeccéo

por C. sojina
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Figura 1. Concentracado foliar de silicio (S8 plantas de soja crescidas em solucéo
nutritiva contendo 0 ou 2 mM d& (-Si ou +Si, respectivamente) considerando a média
das cvs. Bossier e Conquista e das plantas néo inoculadas e inoculadas@mspora
sojina  Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*) sé&o
significativamente diferentes pelo testé® < 0,05). Barras representam o erro padrio

da média.
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Figura 2. Severidade da mancha olho de rd em foliolos de plantas de soja das cvs.
Bossier (A) e Conquista (B) crescidas em solugéo nutritiva contendo 0 ou 2 mM de
silicio (-Si ou +Si, respectivamente) aos 16 dias ap0s a inoculaca&emuspora
sojina  Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*) séao
significativamente diferentes pelo testé® < 0,05). Barras representam o erro padrio

da média.
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Tabela 1.Analise de variancia dos efeitos de cultivares (C), inoculacéo (I), épocas de av@igaé concentracdes de silicio (Si) na concentracdo foliar
de silicio (CFSi), na severidade da mancha olho de rd (SEV), na atividade das enzimas lipofligeXasenilalanina-amoénia-liase (FALY-1,3-
glucanase (GLU), quitinase (QUI), peroxidase ligada ionicamente a parede celular (POXiplpaidase (PFO), celulase (CEL), xilanase (XIL), pectina
metil esterase (PME) e poligalacturonase (PG) e nas concentracdes de compostos fendlicos soluveisTpridgiBR8E0s da lignina-acido tioglicolico
(DLATG).

Valores deF*

Causas de variaca« CFSi SEV LOX FAL GLU QU POX PFO CEL XIL PME PG CFST DLATG
C 1,6 202,2 349,3 68,0 0,1 2,9 0,1 59,1 18,2 11,1 31,5 76,6 0,3 30,3

| 0,1 - 26,0 422,2 2241 1177,7 877,8 112,0 358,7 127,8 30,9 66,3 7,6 488,5
EA - - 72,8 16,2 4.3 49,8 18,0 32,1 64,2 25,0 0,1 16,1 26,6 91,3
Si 384,7 24,9 3,9 40,0 2,3 3,9 76,4 7,8 76,1 40,7 41,8 46,9 4,2 60,3
Cx| 0,9 - 241,6 18,4 106,6 8,4 0,1 90,4 57,8 14,1 58,6 64,4 1.8 9,3
Cx EA - - 87,6 24,7 0,4 30,2 1,6 39,5 1,7 2,4 3,5 8,6 13,1 20,1
CxSj 0,2 19,8 0,3 18,5 6,2 12,7 0,3 1,9 9,3 10,3 40,3 55,2 15,1 16,2
| x EA - - 101,9 14,4 0,7 47,8 20,9 32,8 73,7 28,1 4.0 27,4 1,3 73,1
| X Sj 0,1 - 31,8 26,8 4.3 2,2 41,0 19,5 60,5 34,2 21,0 50,4 0,5 495
EA x Sj - - 13,1 4.1 3,3 9,5 0,6 23,2 35,3 18,6 3,3 17,5 14,5 17,0
Cx|xEA - - 65,2 22,8 4.8 27,6 0,7 48,2 2,4 2,3 0,3 10,3 18,5 17,2
Cx|xSj 0,1 - 1,4 11,6 0,6 7,4 0,6 2,4 12,7 51 26,1 46,4 17,0 11,9
Cx EAxSj - - 11,2 6,6 8,7 13,4 0,9 54 3,9 0,9 1,4 10,9 3,1 3,6
| x EA X Sij - - 14,4 2,7 1,0 10,6 1,2 24,7 34,3 15,8 3,3 18,2 12,1 14,1
Cx|xEAXSi - - 13,3 2,6 6,9 13,0 0,8 4.1 4,2 1,0 1,2 21,3 1,1 1,8

? Valores em negrito sdo significativd3 < 0,05).
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Figura 3. Atividadesda lipoxigenase (LOX) (A, B), fenilalanina amonia-liase (FAL)

(C, D),p-1,3-glucanase (GLU) (E, F), quitinase (QUI) (G, H), peroxidase (POX) (I, J) e
polifenoloxidase (PFO) (K, L) em folhas de plantas de soja da cv. Bossier crescidas em
solucdo nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e néo
inoculadas (NI) (A, C, E, G, | e K) ou inoculadas (I) (B, D, F, H, J e L) Cencospora

sojina Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*), dentro de cada
época de coleta, sédo significativamente diferentes pelotté@Bte 0,05). Médias dos
tratamentos NI e | seguidas por um triangw9, dentro de cada época de coleta e
tratamentos -Si e +Si, sdo significativamente diferentes pelott@3te 0,05). Barras
representam o erro padrdo da meédia.
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Figura 4. Atividadesda lipoxigenase (LOX) (A, B), fenilalanina amonia-liase (FAL)

(C, D),p-1,3-glucanase (GLU) (E, F), quitinase (QUI) (G, H), peroxidase (POX) (I, J) e
polifenoloxidase (PFO) (K, L) em folhas de plantas de soja da cv. Conquista crescidas
em solucao nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si, respectivamente) e ndo
inoculadas (NI) (A, C, E, G, | e K) ou inoculadas (I) (B, D, F, H, J e L) Cencospora

sojina Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*), dentro de cada
época de coleta, sédo significativamente diferentes pelottéBtg 0,05). Médias dos
tratamentos NI e | seguidas por um triangw9, dentro de cada época de coleta e
tratamentos -Si e +Si, sdo significativamente diferentes pelott@te 0,05). Barras
representam o erro padrdo da meédia.
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Figura 5. Concentracdes de compostos fendlicos sollveis totais (CFST) (A, B) e
derivados da lignina-acido tioglicolico (DLATG) (C, D) em folhas de plantas de soja da
cv. Bossier crescidas em solugdo nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si,
respectivamente) e ndo inoculadas (NI) (A, C) ou inoculadas (I) (B, Dossoospora

sojina Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*), dentro de cada
época de coleta, sdo significativamente diferentes peld (s 0,05). Médias dos
tratamentos NI e | seguidas por um triangw9, dentro de cada época de coleta e
tratamentos -Si e +Si, sdo significativamente diferentes pelotté3te 0,05). Barras
representam o erro padrdo da média. MF = massa fresca.
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Figura 6. Concentracfes de compostos fendlicos sollveis totais (CFST) (A, B) e
derivados da lignina-acido tioglicélico (DLATG) (C, D) em folhas de plantas de soja da
cv. Conquista crescidas em solugéo nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si,
respectivamente) e nao inoculadas (NI) (A, C) ou inoculadas (I) (B, DXossoospora

sojina Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*), dentro de cada
época de coleta, sdo significativamente diferentes pelottéBte 0,05). Médias dos
tratamentos NI e | seguidas por um triangwg, [dentro de cada época de coleta e
tratamentos -Si e +Si, s&o significativamente diferentes pelotté3te 0,05). Barras
representam o erro padrdo da média. MF = massa fresca.
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Figura 7. Atividades da celulase (CEL) (A, B), xilanase (XIL) (C, D), pectina metil
esterase (PME) (E, F) e poligalacturonase (PG) (G, H) em folhas de plantas de soja da
cv. Bossier crescidas em solucao nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si,
respectivamente) e ndo inoculadas (NI) (A, C, E e G) ou inoculadas (I) (B, D)F e H
com Cercospora sojinaMédias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*),
dentro de cada época de coleta, sao significativamente diferentes pelgReste05).

Médias dos tratamentos NI e | seguidas por um triangglodentro de cada época de
coleta e tratamentos -Si e +Si, sdo significativamente diferentes pelo (festd),05).

Barras representam o erro padréo da média.
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Figura 8. Atividades da celulase (CEL) (A, B), xilanase (XIL) (C, D), pectina metil
esterase (PME) (E, F) e poligalacturonase (PG) (G, H) em folhas de plantas de soja da
cv. Conquista crescidas em solugéo nutritiva contendo 0 ou 2 mM de silicio (-Si ou +Si,
respectivamente) e ndo inoculadas (NI) (A, C, E e G) ou inoculadas (I) (B, D)F e H
com Cercospora sojina. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas por asterisco (*),
dentro de cada época de coleta, sdo significativamente diferentes pelo tes€e05{P

Médias dos tratamentos NI e | seguidas por um triangglodentro de cada época de
coleta e tratamentoS$i-e +Si, sdo significativamente diferentes pelo teste t (P < 0,05).

Barras representam o erro padréo da média.
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CONCLUSOES GERAIS

Uma vez que o aumento na capacidade antioxidativa regula vaegatte a
infecgéo foliar porC. sojing mediante decréscimo na concentracdo de EROs, é plausivel
inferir que o mecanismo antioxidante basal menos robusto mediado pelo Si foi determinante
para 0 aumento na suscetibilidade das plantas de &bjadjina Ainda, cnsiderando que
0 aumento na suscetibilidade das plantas da cv. resistente mediado pelo Si ndo tenha
sido suficiente para acarretar limitacfes fisiologigasdemos inferir que a menor
eficiéncia fotossintética tenha ocorrido em funcdo da reducdo da fatea
fotossinteticamente ativa pela formacdo de inimeras areasiazleré@ necroticas. Isso,
possivelmente, ocorreu via aumento na concentracdo intracelular de dell@¥os de
toxinas produzidas pelo patégeno. Adicionalmergeresultados da presente investigacéo
nos permite inferir que o suprimento de plantas de soja com Si, na auséncia de estresse,
ndo modifica 0os mecanismos bioquimicos classicos de defesa contra patdgenos.
Todavia, o contrario ocorreu quando as plantas sdo submetidas a infecCasgima
Nesse caso, ndés mostramos que 0 suprimento das plantas com Si resultou em um
sistema bioquimico de defesa menos robusto comparado com o das plantas nédo supridas
com esse elemento. Isso, possivelmente, foi determinante para acarretar a maior
suscetibilidade de plantas de soj&.asojing independente da resisténcia da cultivar.
Outro fator importante para o0 aumento da suscetibilidade de plantas deCs@ajiaa
mediado pelo Si foi, possivelmente, a menor capacidade dessas plantas enalimitar
degradacéo da parede celular. Porém, seria interessante a realizacdo estudos adicionais
para a completa elucidacdo do efeito negativo do suprimento de Si as plantas de soja

contra a infecgéo pa. sojina



