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RESUMO

RESENDE, Renata Sousa. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Janeiro de
2011. Aspectos microscépicos, fisiolégicos, bioquimicos e moleculares do
s,ilicio na interacio sorgo - Colletotrichum sublienolum. Orientador: Fabricio
Avila Rodrigues. Co-orientadores: Francisco Xavier R. do Vale e Carlos Roberto
Casela.

Um dos papéis mais importantes do silicio (Si) é o aumento da resisténcia
das plantas, especialmente as monocotiledoneas, a patdgenos. No entanto, apesar
de muitos estudos demonstrarem um papel ativo desse elemento na resisténcia das
plantas as doencas, nada se conhece sobre os multiplos mecanismos de defesa
modulados por esse elemento no patossistema sorgo-Colletotrichum sublienolum.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Si em reduzir a
severidade da antracnose, bem como estudar os aspectos microscopicos,
fisiol6gicos, bioquimicos e moleculares da resisténcia mediada por esse elemento.
Além disso, investigar como o Si afeta a capacidade fotossintética e o
metabolismo antioxidativo do sorgo. Para avaliar o efeito da aplicagdo de Si no
solo, em combinacdo ou ndo com a aplicacio de fungicida, na resisténcia de duas
linhagens de sorgo (BROO8 (moderadamente resistente) e BRO09 (suscetivel) a
antracnose, os experimentos foram conduzidos em condi¢des de campo utilizado
como fonte de Si, o silicato de célcio. Os resultados deste estudo mostraram que a
aplicacdo de Si reduziu a severidade da antracnose do sorgo e, consequentemente,
aumentou sua produtividade, especialmente quando se utilizou uma linhagem
suscetivel tanto no primeiro ano de semeadura quanto no segundo ano (efeito
residual da aplicacdo de silicato no primeiro ano). A maior atividade das enzimas
de defesa peroxidase (POX) e polifenoloxidase (PPO) nas plantas supridas com Si
suporta a hipé6tese de que o mecanismo de defesa exercido por esse elemento nédo
foi apenas a barreira fisica conforme demonstrou as andlises microscopicas. Os
pardmetros das trocas gasosas A, g, ¢ E foram maiores e a concentracio de aldeido
maldnico (MDA) e extravasamento de eletrélitos (EE) foram menores nas plantas

supridas com Si e infectadas por C. sublineolum em comparacdo com as plantas
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nio supridas com esse elemento, sugerindo que o Si manteve a integridade da
membrana plasmdtica das células das folhas. O Si também alterou as vias de
sinalizacdo hormonal ativadas por C. sublineolum, pois os transcritos dos genes
marcadores como ACC oxidase, GH3.1 e também dos genes relacionados com as
vias do dcido jasmonico e do 4cido salicilico foram induzidos nas plantas
inoculadas e supridas com Si. Os resultados deste estudo sugerem que o Si pode
interagir com muitos componentes-chave do sistema imune e fisiolégico do sorgo,

potencializando sua resisténcia ao patégeno.
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ABSTRACT

RESENDE, Renata Sousa. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January, 2011.
Microscopic, physiological, biochemical and molecular aspects of silicon in
sorghum - Colletotrichum sublienolum interaction. Advisor: Fabricio Avila
Rodrigues. Co-advisors: Francisco Xavier R. do Vale and Carlos Roberto Casela.

One of the most important roles of silicon (Si) is the increased resistance
of plants, especially monocots, against pathogens. However, despite many studies
showing an active role of this element in plant resistance to diseases, nothing is
known about the multiple defense mechanisms modulated by this element in
sorghum-Colletotrichum sublienolum pathosystem. Thus, the objective of this
study was to evaluate the effect of Si on reducing the severity of anthracnose, as
well as to study the microscopic, physiological, biochemical and molecular
aspects of resistance mediated by this element. In addition, to investigate how Si
affects the photosynthetic capacity of the antioxidant metabolism in sorghum. To
evaluate the effect of Si in the soil, in combination or not with the application of
fungicide resistance in two sorghum lines (BROO8 (moderately resistant) and
BRO09 (susceptible) to anthracnose, the experiments were conducted under field
conditions used as a source of Si, the calcium silicate. The results of this study
showed that application of Si reduced the severity of sorghum anthracnose and,
consequently, increased productivity, especially using a susceptible line, both in
the first year of seeding and second year (residual effect of calcium silicate slag in
the first year). The increased activity of defense enzymes peroxidase (POX) and
polyphenoloxidase (PPO) in plants supplied with Si supports the hypothesis that
the defense mechanism activated by this element does not was just a physical
barrier as demonstrated by microscopic analysis. The gas exchange parameters A,
gs and E were higher and the concentration of malonic aldehyde (MDA) and

electrolyte leakage (EE) were lower in plants supplied with Si and infected with
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C. sublineolum when it were compared with plants not supplied with this element,
suggesting that the Si maintained the integrity of the plasmatic membrane of cells
of the leaves. The Si also changed the hormonal signaling pathways activated by
C. sublineolum because the transcripts of marker genes such as ACC oxidase, and
also GH3.1 of genes related to the ways of jasmonic acid and salicylic acid were
induced in plants inoculated and supplied with Si. The results of this study
suggest that the Si can interact with many key components of the immune and

physiological sorghum system, increasing their resistance to the pathogen.
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INTRODUCAO GERAL

A antracnose do sorgo, causada pelo fungo Colletotrichum sublineolum
(Ces.) Wilson, é considerada a principal doenca dessa cultura em todas as regides
produtoras do mundo, as quais incluem a Africa, a Asia e as Américas (Pande et
al., 1991). A doenga torna-se mais economicamente importante em condig¢des de
clima quente e Umido, incluindo o trépico semi-arido, o trépico Umido e as
regides de clima temperado com temperaturas elevadas no verdo (Pande et al.,
1994; Casela et al., 1997).

No Brasil, a antracnose do sorgo foi relatada pela primeira vez no Estado de
Séo Paulo, em 1934 (Panizzi & Fernandes, 1997) e hoje estd presente em todas as
dreas produtoras do Pafs, constituindo o principal fator limitante do
desenvolvimento da cultura, por ocasionar perdas na producdo de grios e de
forragem principalmente em cultivares suscetiveis e em condi¢des ambientais
favordveis (Guimardes et al., 1999). A doenca afeta todas as partes da planta,
entretanto infecgdes foliares durante a fase de formacgédo de grdos e infec¢do nas
flores contribuem para maior reducdo na producdo e no peso de grdos. Perdas
superiores a 50% da produgdo de graos t€m sido atribuidas a antracnose foliar, em
condi¢des de epidemias severas, principalmente quando hd alternancia de
condicdes secas e Umidas associadas a temperaturas elevadas (Casela et al., 1997).

A principal estratégia de manejo da antracnose € a utilizacdo de cultivares
resistentes (Panizzi et al., 2005). No entanto, o controle genético da antracnose é
dificultado pela alta variabilidade de populagdes desse patdégeno (Ali & Warren
1987; Cardwell, 1989; Pande, 1991). A resisténcia genética, embora seja a medida
de controle mais aplicdvel, ndo deve ser usada isoladamente e sim como um
componente do pacote tecnoldogico da cultura. Nesse contexto, € importante o
desenvolvimento de alternativas de controle que poderdo auxiliar em programas

de manejo integrado da antracnose do sorgo.



Os nutrientes minerais exercem funcdes especificas no metabolismo vegetal,
afetando o crescimento e a produ¢io, bem como alterando a morfologia e a anatomia
celular e a composi¢do quimica, podendo aumentar ou reduzir a resisténcia das
plantas aos patégenos (Marschner, 1995). A resisténcia das plantas as doencas, apesar
de ser geneticamente controlada, pode ser influenciada pelos fatores ambientais. A
nutricdo mineral é um fator ambiental de facil manipulagdo para o controle de
doencas de plantas, entretanto, é necessdrio conhecer como os nutrientes minerais
aumentam ou diminuem a resisténcia das plantas aos patdgenos ao afetarem o
processo de patogénese.

O silicio (Si) ocupa 27%, em massa, da composicio da crosta terrestre, sendo
superado apenas pelo oxigénio. Algumas plantas sdo beneficiadas pelo Si,
principalmente aquelas pertencentes as familias Poaceae, Equisetaceae e Cyperaceae.
As dicotiledoneas acumulam menos de 0,1% de Si; os cereais de inverno (como o
trigo, a aveia, o centeio e a cevada) e a cana-de-agticar chegam a acumular mais de
1%, e as gramineas de ambiente aquético, como o arroz, acumulam acima de 5% de
Si na matéria seca (Epstein, 1994). Definem-se como acumuladoras de Si aquelas
espécies vegetais capazes de concentrar acima de 1% de Si na matéria seca (Epstein,
1994), a exemplo do arroz, do sorgo e certas espécies de cavalinha (Equisetum sp.).
Epstein (1994) ressalta que plantas crescendo em ambiente rico em Si devem diferir
daquelas presentes em ambientes deficientes nesse elemento, principalmente quanto a
composicdo quimica, resisténcia mecédnica das células, caracteristicas de superficie
foliar, tolerdncia ao estresse abidtico, e ao ataque de fungos e pragas. Pelo fato de
estar amplamente distribuido na natureza, torna-se dificil comprovar, cientificamente,
a sua essencialidade as plantas. O fato mais importante atualmente € que a Legislacdo
Brasileira de Fertilizantes passou a considerar o Si como um micronutriente benéfico
as diversas culturas e sua incorporacao aos fertilizantes NPK tornou-se obrigatéria de
acordo com o Decreto Lei 4.954 de 14 de Janeiro de 2004.

O silicio (Si), embora seja um dos elementos minerais mais abundantes na
natureza, ndo € considerado essencial as plantas. Um beneficio atribuido ao Si as
plantas € o controle de doencas fiingicas em culturas economicamente importantes.
Em arroz, a brusone (Magnaporthe grisea (Hebert) Barr), a mancha parda

(Cochliobolus miyabeanus (Ito & Kuribayashi in Ito) Drechs ex Dastur), a podridao



do colmo (Magnaporthe salvinii Catt.), a escaldadura (Monographella albescens
Theum), a queima das bainhas (Thanatephorus cucumeris (A. B. Frank) Donk) e a
discoloracdo dos graos (causada por espécies de Bipolaris, Fusarium, entre outros
fungos) tiveram suas intensidades significativamente reduzidas apds a aplicagdo de Si
no solo (Datnoff et al., 1997; Savant et al., 1997; Rodrigues et al., 2001, 2003). O Si
também controlou o mildio pulverulento em alguns cereais de inverno como o trigo, a
cevada e o centeio (Rodgers-Gray & Shaw, 2000) e a antracnose do sorgo (Resende
et al., 2009). O Si também tem efeito positivo o controle de doengas em
dicotileddneas tais como, o mildio pulverulento (Podosphaera xanthii) em abobora, a
podriddo das raizes (Pythium ultimum) e a murcha-de-Fusario em pepino, o mildio
pulverulento (Uncinula necator) da videira e o oidio da roseira (Miyake & Takahashi,
1983; Bowen et al., 1992; Menzies et al., 1992; Chérif et al., 1992; Bélanger et al.,
1995).

O efeito do Si na restri¢do do parasitismo tem sido bem documentado, mas
os mecanismos pelos quais esse elemento exerce suas propriedades profildticas
ainda ndo estdo totalmente entendidos. Dois mecanismos que explicam o aumento
da resisténcia conferida pelo Si sdo propostos. Do ponto de vista morfoldgico, a
deposicdo e polimerizacdo do 4cido silicio abaixo da cuticula formam uma
camada dupla cuticula-silica (Yoshida, 1965). Essa camada pode impedir
mecanicamente a penetracio pelo fungo e interromper o processo de infec¢cdo. No
entanto, alguns pesquisadores hesitam em aceitar que apenas a hipétese da
barreira mecanica esteja ligada a resisténcia pelo fato que o fungo podera penetrar
a epiderme por meio de atividade enzimadtica (Ishiguro, 2001). Outro mecanismo
proposto € que o Si soldvel tenha um papel biologicamente ativo potencializando
a expressdo de mecanismos de defesa das plantas com o acimulo de fitoalexinas e
proteinas relacionadas a patogénese (Chérif et al., 1992; 1994; Fawe et al., 1998;
Rodrigues et al., 2003; 2004; 2005). No entanto, a exata natureza da interacdo do

Si soldvel com as vias bioquimicas de defesa da planta permanece desconhecida.
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CAPITULO 1

ASPECTOS MICROSCOPICOS E BIOQUIMICOS DA RESISTENCIA DO
SORGO A ANTRACNOSE POTENCIALIZADA PELO SILICIO



Aspectos Microscépicos e Bioquimicos da Resisténcia do Sorgo a Antracnose

Potencializada pelo Silicio

Resumo

O uso do Si nas plantas tem despertado cada vez mais o interesse dos
pesquisadores devido aos seus indmeros beneficios principalmente sob condi¢des
de estresse. O aumento da resisténcia das plantas as doencgas promovidas pelo Si é
associado principalmente a sua alta deposi¢do nos tecidos e ativacdo de
mecanismos de defesa. No entanto, o exato mecanismo que o Si atua aumentando
a resisténcia das plantas ainda é desconhecido. Dessa forma, este trabalho teve
como principal objetivo elucidar a resisténcia do sorgo a antracnose do ponto de
vista microscopico e bioquimico. Nas andlises microscOpicas pdde-se observar
que, nas folhas das plantas supridas com Si além da alta deposicdo de Si
encontrada no sitio de infeccdo do patégeno, os acérvulos foram menores e em
numero reduzido quando comparados com as folhas das plantas ndo supridas com
Si. Além disso, a atividade das enzimas de defesa peroxidase (POX) e
polifenoloxidase (PPO) foram maiores nas folhas das plantas supridas com Si.
Portanto o Si, além de atuar como uma barreira fisica, também esta envolvido, de
certa forma, em atividades metabdlicas, especialmente em plantas submetidas a
condic¢des de estresse.

Palavras-chaves: microscopia, enzimas, Colletotrichum sublineolum, silicio

Introducao

As plantas estdo constantemente expostas ao ataque de patégenos. No
entanto, por possuirem inimeros mecanismos de defesa, ativos e/ou passivos,
somente alguns microrganismos sdo capazes de infectd-las e causar doenca. A
tentativa de infecc@o das plantas pelos patdgenos comumente ativa mecanismos
de defesas multicomponentes que incluem a produgdo de derivados da rota dos
fenilpropanéides (Dixon & Paiva, 1995), modificacdo da parede celular (Brisson
et al., 1994), producgdo de lignina (Bruce & West, 1988) e producdo de proteinas
relacionadas com a patogénese (PR) (Van Loon et al., 1994). No sorgo, a

principal resposta de defesa ao estresse bidtico € a produgio de fitoalexinas que



estdo localizadas nos sitios de infecgdes do patégeno, as quais pertencem ao grupo
das antocianinas (Nicholson et al., 1987, 1988). No entanto, deve-se levar em
considerag@o que os mecanismos de defesa do sorgo sd@o complexos e que mais de
um fator estd envolvido nas respostas de defesa aos patégenos.

O sorgo é ranqueado como o quinto cereal de maior importincia
econdmica no mundo e tem sido utilizado na alimentacdo humana e animal, além
de ser uma fonte para a producio de biocombustiveis (Sasaki & Antonio, 2009).
No entanto, apesar de sua importancia, a produtividade ainda estd aquém do
potencial da cultura nas principais 4reas produtoras. Um dos fatores que tem
contribuido para essa baixa produtividade € a ocorréncia de doencas. Dentre elas,
a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum sublineolum, é a mais importante
devido a ocorréncia em todas as regides produtoras desta graminea e pelas altas
perdas que provoca (Frederiksen, 1984). A principal estratégia de controle dessa
doenca € a resisténcia genética, porém sua utilizacdo € dificil devido a alta
variabilidade na populacdo do patégeno (Ali & Warren 1987; Cardwell, 1989;
Pande, 1991). E sabido que o fornecimento de silicio (Si) as plantas,
principalmente as monocotileddneas, tem contribuido de forma eficiente para o
controle de vérias doencas (Datnoff et al., 2007). Portanto, essa medida alternativa
de controle tem ganhado cada vez mais aceitacdo e € promissora aos produtores
de sorgo, considerando-se os enormes prejuizos que a antracnose tem causado a
producdo dessa cultura.

O Si, apesar de ndo ser considerado essencial para o crescimento das
plantas, pode ser absorvido pelo arroz em niveis que excedem os dos
macronutrientes (Epstein, 1999). Essencial ou ndo, o papel do Si nas plantas tem
sido cada vez mais de interesse aos pesquisadores devido aos seus intmeros
beneficios principalmente sob condicdes de estresse. Varios estudos tém mostrado
o efeito do Si no controle de doencas em muitos patossistemas (Datnoff et al.,
2007; Resende et al., 2009; Domiciano et al., 2009; Dallagnol et al., 2010). Dois
mecanismos que explicam o aumento da resisténcia conferida pelo Si sdo
propostos na literatura. Do ponto de vista morfolégico, a deposicdo e
polimerizacdo do acido monosilicico abaixo da cuticula formam uma camada

dupla cuticula-silica (Yoshida, 1965). Essa camada pode impedir mecanicamente



a penetracdo pelo fungo e interromper o processo de infec¢do. No entanto, alguns
pesquisadores hesitam em aceitar que apenas a hipétese da barreira mecénica
esteja ligada a resisténcia pelo fato que o fungo poderd penetrar a epiderme por
meio de atividade enzimatica (Ishiguro, 2001). Outro mecanismo proposto é que o
Si solivel tenha um papel ativo, potencializando mecanismos de defesa das
plantas com o aumento na produgdo de compostos fenélicos, aumento nos niveis
de algumas classes de fitoalexinas e também potencializando a ativac¢io de alguns
genes que codificam proteinas PR (Chérif et al.,1994; Rodrigues et al., 2003,
2004, 2005). No entanto, a exata natureza da interacdo entre o Si soldvel com as
vias bioquimicas de defesa da planta permanece desconhecida.

Assim, levando em consideragdo a importancia do Si na resisténcia das
plantas as doencas e que os mecanismos pelos quais esse elemento atua
aumentando essa resisténcia sdo complexos e ndo totalmente entendidos, esse
trabalho teve como principal objetivo elucidar a resisténcia do sorgo a antracnose

do ponto de vista microscépico e bioquimico.

Material e Métodos

Preparacao da solucdo nutritiva: a solucdo nutritiva foi preparada segundo
Hoagland & Arnon (1950) com algumas modificagdes: 3,0 mM KNO3; 0,5 mM
NH4H2PO4; 1,0 mM MgS0O4-7H20; 2,0 mM Ca(NO3)-4H20; 0,30 pM
CuS04-5H20;0,33 uM ZnS04-7H20; 11,5 pM H3BO3; 3,5 uM MnCl2-4H20;
0,1 uM NH4).6M0702-4H20; 50 uM FeS0O4-7H20 e 50 uM EDTA biss6dico. O
dcido monosilicico, obtido pela passagem do silicato de potdssio através de uma
coluna contendo resina trocadora de cétions (Amberlite IRA 410) (Ma et al.,
2002) foi adicionado a solug@o nutritiva nas concentra¢des de 0 (-Si) ou 2 mmol
Si/L (+Si).

Crescimento das plantas de sorgo: sementes da linhagem de sorgo CMSXS142
[BR 009 (Tx623) - Texas], suscetivel a antracnose (Carlos R. Casela,
Comunicagdo Pessoal), foram lavadas em solucdo de hipoclorito de sédio (10%)
por dois minutos, seguidas de lavagem em dgua destilada por trés minutos e
germinadas em rolos de papel filtro embebidos com dgua e mantidos a 25°C por 6

dias. Cinco plantulas foram transferidas para vasos plasticos de 5 litros contendo



solug@o nutritiva 1/2 de forga idnica da solucdo anteriormente citada, mas sem
adicdo de Si. Apé6s 7 dias, a concentrag@o da solugéo utilizada foi modificada para
forca total, adicionando-se ou ndo o dcido monosilicico. A solug@o nutritiva foi
aerada, trocada a cada quatro dias e o pH foi verificado diariamente e mantido
entre 5,5 € 6,0.

Obtenciao do inéculo de C. sublineolum e inoculagao das plantas: as plantas de
sorgo foram inoculadas com um isolado monospérico de C. sublineolum
(CNPMS-12) fornecido pelo Laboratério de Resisténcia a Doengas da
EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, Sete Lagoas/MG. O
isolado de C. sublineolum, armazenado em tubos de ensaio com BDA contendo
6leo mineral, foi repicado para placas de Petri contendo meio de cultura aveia-
dgar (aveia 60 g/L e 4gar 17g/L). Apds a repicagem do fungo, as placas foram
transferidas para camara de crescimento tipo B.O.D. com fotoperiodo de 12 h e
temperatura de 25°C, onde permaneceram por até 10 dias até ocorrer abundante
crescimento micelial. Em seguida, foi feita uma raspagem superficial do micélio e
as placas foram transferidas para cdmara de crescimento com luz constante e
temperatura de 25°C para ocorrer a esporulacio do fungo. O inéculo foi preparado
adicionando-se 10 ml de 4dgua destilada em cada placa fazendo-se uma raspagem
superficial, com espdtula, para liberagdo dos conidios. A suspensdo obtida foi
filtrada em gaze e ajustada para a concentracio de 1 x 10° conidios/mL, pela
contagem em hemacitdmetro, contendo Tween 20 (0,1 ml/100 ml de suspensdo).
As plantas crescidas em casa de vegetacdo foram inoculadas aos 30 dias de idade.
Ap6s a inoculagdo, as plantas foram transferidas para camara de nevoeiro a 25°C e
umidade relativa de = 90%. Ap6s 18 h no escuro, as plantas foram transferidas
para camara de crescimento a 26°C e umidade relativa de = 50% onde
permaneceram até o final das avaliacoes.

Avaliacao da severidade da antracnose: a severidade foi avaliada aos 2, 4, 6, 8
e 10 dias apds a inoculacdo (dai) das plantas, na quinta e sexta folha a partir da
base, utilizando-se a escala diagramadtica de Sharma (1983).

Determinacao da atividade de enzimas relacionadas com a defesa do sorgo a
antracnose: amostras da quinta e da sexta folhas a partir da base, de cada planta

das repeticdes de cada tratamento foram coletadas as 24, 48, 72 e 96 horas apds a
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inoculacdo (hai). Amostras de folhas coletadas de plantas ndo inoculadas (0 h)
com C. sublineolum serviram como controle. As amostras foram mantidas em
nitrogénio liquido durante a coleta e armazenadas a -80°C até serem analisadas.

Atividade de peroxidases (POX, EC 1.11.1.7): o extrato enzimatico foi obtido
pela maceragdo de 0,2 g de folhas em nitrogénio liquido seguida de
homogeneizagdo em 2 ml do meio de extragdo composto de: 0,1 M tampao fosfato
de potassio (pH 6,8); 1 mM fenilmetilsulfonilflior (PMSF); 0,1 mM 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 200 mg de polivinilpolipirrolidona
(PVPP). O homogeinizado foi centrifugado a 12.000 x g por 15 min a 4°C e o
sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimdtico. A atividade da POX foi
determinada conforme metodologias propostas por Chance & Maehley (1955) e
Kar & Mishra (1976). No ensaio colorimétrico, utilizou-se pirogalol como
substrato e per6xido de hidrogénio. A cada 3 ml do extrato de reacdo, foi
adicionado 950 pl de 4gua destilada, 750 pl do tampao fosfato de potdssio 100
mM (pH 6,8), 600 pul de pirogalol 100 mM, 600 pl de peréxido de hidrogénio 100
mM e 100 pL do extrato. As leituras de absorbancia foram realizadas a 420 nm a

cada 10 segundos durante um minuto. A atividade da POX foi medida utilizando-

se para os cdlculos o coeficiente de extingdo molar 2,47 mM-l.cm-1 (Chance &
Maehley, 1955). A atividade da POX foi expressa em mol de purpurogalina
produzida min™ mg™ proteina.

Atividade de polifenoloxidases (PFO, EC 1.10.3.1): a obtencdo do extrato
enzimdtico e a determinagdo da atividade da PFO foi determinada da mesma
forma que para POX, exceto que apenas o pirogalol a 100 mM foi utilizado como
substrato. As leituras de absorbancia foram realizadas a 420 nm a cada dez

segundos durante um minuto. A atividade da enzima foi medida utilizando-se para

os célculos o coeficiente de extincdo molar de 2,47 mM_l.cm>1 (Chance &
Maehley 1955).

Atividade de quitinases (QUI, EC 3.2.1.14): o extrato enzimadtico foi obtido pela
maceragdo de 0,2 g de folhas em nitrogénio liquido seguida de homogeneizagao
em 1 ml do meio de extracdo composto de tampao fosfato de s6dio 50 mM (pH
6,5), 1 mM PMSF e 200 mg de PVPP. O homogeinizado foi centrifugado a

20.000 x g por 25 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado no ensaio enzimaético.
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A determinagéo da atividade da QUI foi feita conforme metodologia proposta por
Roberts & Selitrennikoff (1988), modificada por Harman et al. (1993), utilizando-
se como substrato o p-nitrofenil-B-D-N-N’-diacetilquitobiose (PNP) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO). O meio de reagdo contendo 470 pL. de 50 mM tampao
acetato de s6dio (pH 5,0), 10 pL. de PNP a 2 mg/mL e 20 pL do exrato vegetal foi
incubado a 37°C, por 2 h. A reacdo foi parada acrescentando-se 0,5 mL de 0,2 M
de carbonato de sédio. As leituras de absorbancia foram realizadas a 410 nm

imediatamente apds a parada das reagles. Foi utilizado para o cdlculo o

S|
coeficiente de extin¢cdo molar de 7M .cm e a atividade da QUI expressa em mM

de p-nitrofenil produzido por min” mg'1 proteina (Yedidia et al., 1999).

Atividade de p-1,3-glucanases (GLU, EC 3.2.1.6): O extrato enzimatico foi
obtido da mesma forma que para a QUI. A atividade da GLU foi determinada
conforme metodologia descrita por Lever (1972) com algumas modificacdes. O
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi usado em substitui¢@o a hidrazida do 4cido p-
hidroxibenzdico (Miller, 1956). O meio de reacdo constituido de 230 uL. de 100
mM tampdo acetato de soédio (pH 5,0), 250 pL da solucdo de substrato da
laminarina a 4 mg/mL e 20 pL. do extrato vegetal foi incubado a 45°C por 30 min.
Ap6s esse periodo, acrescentou-se ao meio de reagdo 1 ml de DNS e, em seguida,
esta mistura foi aquecida a 100°C por 5 min. Apds o resfriamento em gelo até a

temperatura de 30°C, as amostras tiveram absorbancia determinada a 540 nm e os

a4 -1
resultados foram expressos em unidades de absorbancia min mg de proteina.

A concentragdo de protefnas utilizada para o cédlculo da atividade das
enzimas foi obtida pelo método de Bradford (1976) usando albumina sérica
bovina como padrao.

Determinacdo da concentracio de compostos fendlicos soldveis totais
(CFST): amostras de folhas das plantas das repeti¢des de cada tratamento foram
coletadas em nitrogé€nio liquido e imediatamente armazenadas a -80°C até andlise.
Amostras de 0,1 g representativas do material foliar foram maceradas em
nitrogénio liquido. O macerado foi transferido para tubos pldsticos para
microcentrifuga, homogeneizado com 1,5 ml de metanol 80% e extraido durante
12 h em mesa agitadora orbital (150 rpm) a temperatura ambiente (= 25°C). Os

tubos foram cobertos com papel aluminio para proteger o extrato metandlico da
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oxidacdo pela luz. O extrato metandlico verde escuro foi centrifugado a 12.000 x
g por 5 min e, apds centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido pra um novo
tubo e o residuo mantido a -80°C para determinacdo da concentragdo dos
derivados da lignina-dcido tioglicélico. A metodologia proposta por Zieslin &
Ben-Zaken (1993), com algumas modifica¢des, foi usada para determinagdo da
concentracdo de CFST. Adicionou-se 150 pl do reagente “Folin & Ciocalteau’s
Phenol” 0,25 N (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a 150 pl do extrato metanélico. A
mistura foi homogeneizada e mantida a temperatura ambiente (= 25°C) por 5 min.
Posteriormente, 150 pl de carbonato de sédio 1 M foram adicionados a mistura, a
qual foi homogeneizada novamente e mantida a temperatura ambiente. Apds 10
min, adicionou-se 1 ml de dgua destilada & mistura que permaneceu em
temperatura ambiente (= 25°C) por 30 min. A absorbancia das amostras foi
medida a 725 nm em espectrofotdmetro (Hitachi U3000). A concentracdo de
CFST foi expresso em mg de compostos fendlicos (expresso em catecol) por kg
de folha fresca.

Determinaciao da concentracdo dos derivados da lignina-acido tioglicélico
(DLATG): adicionou-se 1,5 ml de dgua estéril ao residuo obtido apds a extracdo
dos CFST. Apds a homogeneizacdo, a mistura foi centrifugada a 12.000 x g por 5
min. O sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco a 65°C por = 12 h. O
residuo alcodlico-insolivel seco, contendo lignina e 4cidos fendlicos associados a
parede celular, foi usado para determinag¢do de lignina de acordo com a
metodologia de Barber & Ride (1988). Um volume de 1,5 ml da solucdo de 4cido
tioglicdlico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e HC1 2 N (1:10) foi adicionado ao
residuo seco. Os tubos foram levemente agitados para hidratar o residuo e, em
seguida, foram colocados em banho-maria (100°C). Apés 4 h, os tubos foram
colocados no gelo por 10 min. A mistura foi centrifugada a 12.000 x g por 10
min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1,5 ml de dgua
destilada estéril seguido de centrifuga¢do a 10.000 x g por 10 min. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado resuspendido em 1,5
ml de NaOH 0,5 N. A mistura foi agitada em mesa agitadora orbital (150 rpm) a
temperatura ambiente (= 25°C) por 12 h. A mistura foi centrifugada a 10.000 x g

por 10 min e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Apés a adicdo de
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200 ul de HCL concentrado ao sobrenadante, os tubos foram transferidos para
uma bandeja com gelo e mantidos na geladeira (4°C) por 4 h para precipitagcdo dos
DLATG. Ap6s a centrifugacdo a 10.000 x g por 10 min, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado, de cor laranja-amarronzado, foi dissolvido em 2 ml de
NaOH 0,5 N. A leitura da absorbincia foi realizada a 290 nm em
espectrofotdometro (Hitachi U3000). A concentragdo dos DLATG foi expressa em
mg kg1 de folha fresca utilizando-se uma curva padrdo obtida com diferentes
concentracdes de lignina alcalina, éter 2-hidroxipropil (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO).

Microscopia eletronica de varredura: um total de cinco fragmentos de folhas (=
5 mm?) das plantas de cada tratamento foram coletados as 120 hai. Os fragmentos
obtidos foram fixados em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M (pH 7,2) contendo
glutaraldeido 2,5% e armazenados em geladeira. Apds quinze dias, os fragmentos
foram lavados com tampao cacodilato de sédio por quatro vezes durante 10 min
cada e desidratados em uma série alcodlica de 30, 50 e 70%, com intervalos de 10
min entre as trocas, sendo realizadas trés passagens na ultima concentracdo no
mesmo intervalo de tempo. As amostras foram pds-fixadas com tetréxido de
6smio a 1% preparado em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) durante
duas horas a temperatura ambiente. Apds uma nova desidratacdo em uma série
alcodlica de 80, 95 e 100%, os fragmentos foram submetidos a secagem no ponto
critico (Balzers, modelo CPD020) e as amostras foram montadas sobre suportes
metdlicos de aluminio previamente cobertos com fita adesiva de dupla face. Em
seguida, os fragmentos foram cobertos com ouro por meio de metalizacio no
aparelho “Sputter Coater” acoplado a um “Freezing Drying Unit” (Balzers,
FDUO10) e, posteriormente, analisados no Microscépio Eletronico de Varredura
(MEV) (LEO, modelo 1430VP) operado a 10 kv para obtencdo das
eletromicrografias.

Microanalise de raios-X da deposicao foliar de Si: um total de trés fragmentos
de folhas (= 50 mmz) contendo sitios de infec¢des de C. sublinelum foram obtidos
das plantas de cada tratamento as 120 hai. Os fragmentos obtidos foram fixados
em tampao cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) contendo glutaraldeido 2,5% e

armazenados a 4°C por 5 dias. ApGs esse periodo, as amostras foram lavadas em
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tampdo cacodilato de sédio seguida por dgua destilada. Em seguida, as folhas
foram montadas em stubs de aluminio e cobertas com ouro e palddio para dar
condutividade as amostras. As amostras foram observadas no MEV, acoplado a
um CAMECA SX-100 Universal EPMA (Cameca Instruments Inc., Trumbull,
CT, USA), operando a uma voltagem de 15 kV e na corrente de 20 nA

Delineamento experimental e analises estatistica: Os experimentos foram
instalados em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des. Os
experimentos foram repetidos uma vez. Cada unidade experimental foi composta
por uma planta. As médias dos tratamentos foram comparadas utilizando o test-t

SAS versdo 9.1 (SAS Institute, Inc., Cary, NC).

Resultados

Progresso da antracnose: a severidade da antracnose nas folhas das plantas nao
supridas com Si foi crescente dos 3 até aos 10 dai quando atingiu 100% (Fig. 1).
Nas folhas das plantas supridas com Si, o progresso da antracnose foi mais lento
com severidade méaxima de 20% aos 10 dai (Fig. 1).

Atividades enzimaticas: nas folhas das plantas de sorgo supridas com Si houve
aumento significativo (P < 0,05) na atividade da POX as 48 e 96 hai. Esse
aumento foi de 140 e 75% maior em relag@o as plantas ndo supridas com Si (Fig.
2). A atividade da PPO seguiu a mesma tendéncia da POX, com significativo
aumento (P < 0,05) nas folhas das plantas supridas com Si as 48 e 96 hai, cerca de
127 e 58% maior do que nas plantas ndo supridas com Si (Fig. 2). A atividade da
GLU apresentou aumento as 24 hai e manteve atividade alta até as 96 hai nas
folhas das plantas supridas ou ndo com Si sem diferenca significativa (P = 0,05)
entre esses tratamentos (Fig. 3). A atividade da QUI foi crescente apds a
inoculacdo das plantas supridas ou ndo com Si. As plantas ndo supridas com Si
apresentaram aumento significativo (P < 0,05), respectivamente, de 57, 40 e 67%
na atividade da QUI as 24, 48 e 72 hai em relagdo as plantas supridas com Si (Fig.
3).

Concentracao de CFST e DLATG: a concentracdo de CFST aumentou as 24 hai
seguido de decréscimo até as 72 hai e um ligeiro aumento até as 96 hai, porém

sem diferencgas significativas entre as plantas supridas ou ndo com Si (Fig. 4). A
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concentracdo de DLATG aumentou a partir das 48 hai nas plantas supridas ou nido
com Si (Fig. 4). Porém, este aumento foi significativamente maior (P < 0,05) as
72 hai nas plantas nao supridas com Si (Fig. 4).

Anadlise microscopica e de microanalise de raios-X: nas folhas das plantas nao
supridas com Si, observou-se extensas lesdes necréticas de coloragdo palha com
margens avermelhadas contendo indmeros acérvulos (Fig. 5SA). Nas folhas das
plantas supridas com Si, as lesdes foram menores e ndo coalesceram, além do que
a pigmentacgdo foi intensa ao redor dos sitios de infeccdo (Fig. 5B). Nas andlises
de raios-X, observou-se que a deposicdo de Si nas folhas das plantas ndo supridas
com Si foi de menor intensidade (Fig. 5C), enquanto que nas folhas das plantas
supridas com Si houve um padrido uniforme na deposi¢cdo do elemento nos sitios
de infeccdo, ao redor dos tricomas e nas células silicatadas (idioblastos
especializados) (Fig. 5D). Nas folhas das plantas ndo supridas com Si, observou-
se ruptura da cuticula com o surgimento dos acérvulos contendo conidios e setas
(Fig. SE-F). Nas folhas das plantas supridas com Si, as lesdes ndo expandiram, os

acérvulos foram reduzidos em ntiimero e produziram poucos conidios (Fig. SG-H).

Discussao

Este trabalho mostra as primeiras informacdes das respostas microscopicas
e bioquimicas de defesa do sorgo a infec¢do por C. sublineolum potencializadas
pelo Si. Com a microandlise de raios-X foi possivel observar uma maior
deposicao de Si nos sitios de infeccdo, enquanto que ao redor dos tricomas e nas
células silicatadas (idioblastos especializados) essa deposicdo foi menos
acentuada. O Si € absorvido pelas plantas na forma de dcido monosilicico, o qual
¢ translocado das raizes para as folhas via transpiragdo polimerizando-se nos
espacos extracelulares, nas paredes das células da epiderme (local de alta
evapotranspiracdo) e nas células basais dos tricomas (Bélanger et al., 2003;
Samuels et al., 1991). Deve-se ressaltar, no entanto, que no sorgo uma grande
quantidade de Si também ¢é encontrada nas cé€lulas silicatada (idioblastos
especializados em formato de halteres (“dumb-bell”’) que se distribuem

regularmente em fileiras na epiderme da folha e nas nervuras (Sangster, 1970;

Esau, 1977). Neste contexto, a primeira teoria que tentou explicar o modo de acdo
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do Si envolvia uma barreira mecanica contra a penetracdo de patdgenos e de fato
varios trabalhos utilizando a técnica de microanélise de raios-X demonstraram que
a deposigdo da silica insolivel na parede celular e nas papilas contribuiu para
fortalecer os locais de penetragdo dos patdgenos (Carver et al 1998; Perumalla &
Heath, 1991; Samuels et al., 1994; Stein et al., 1993). No entanto, Blaich &
Grundhofer (1998) propuseram que a deposicdo do Si nos sitios de infec¢do de
Erysiphe cichoracearum em Arabidopsis foi devido as altas taxas de transpiragdo
que ocorriam nesses locais devido ao dano da cuticula ao contririo de um
transporte ativo.

Além da alta deposi¢@o de Si no sitio de infec¢do do patégeno, observou-
se também por meio de MEV que nas folhas das plantas supridas com Si os
acérvulos foram menores e em nimero reduzido do que nas folhas das plantas ndo
supridas com Si. Estes resultados corroboram com os resultados encontrados
anteriormente por Resende et al. (2009) de que a aplicag@o de silicato de calcio no
solo aumentou o periodo de incubacdo e o periodo latente da antracnose nas
folhas de sorgo da linhagem BRO09 em, respectivamente, 13 e 24% em relagéo as
plantas ndo supridas com Si. Por outro lado, a eficiéncia relativa de infecgdo,
determinada como sendo o nimero de acérvulos por cm? de 4rea foliar, € a area
abaixo da curva de progresso da antracnose foram, respectivamente, 75 e 31%
menores do que nas plantas ndo supridas com Si, mostrando a importancia do Si
em aumentar a resisténcia do sorgo a antracnose.

Acredita-se que essas dreas de deposi¢c@o de Si na folha causam um atraso
no ingresso e na coloniza¢do do fungo permitindo, assim, que a planta tenha mais
tempo para ativar as repostas de defesa. Portanto, o mecanismo de defesa exercido
pelo Si € mais complexo do que uma simples barreira fisica visando prevenir ou
atrasar o desenvolvimento do patdgeno e os resultados encontrados neste trabalho
suportam essa hipétese ja que a atividade das enzimas POX e PPO foram maiores
nas folhas das plantas supridas com Si. Resultados semelhantes foram
encontrados na interagdo arroz-M. grisea em que observou um aumento na
expressdao dos genes POX nas plantas supridas com Si (Rodrigues et al., 2005).
Além disso, aumento nas atividades das enzimas POX e PPO nas plantas supridas

com Si também foi observado para outros patossistemas (Chérif et al., 1994;
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Dallagnol et al., 2010). As POX tém varias funcdes fisiolégicas que podem
contribuir para a resisténcia da planta como a biossintese de compostos fendlicos
(Schmid & Feucht, 1980), ligagdes com polissacarideos (Fry, 1986), lignificacdo
(Walter, 1992) e inibicdo do crescimento fingico (Macko et al., 1968). A PPO
exerce um papel importante na defesa das plantas, pois oxida compostos fendlicos
em quinonas, as quais sio toxicas aos patogenos. As quinonas também podem se
ligar a proteinas e carboidratos produzindo compostos que atuam com barreira
fisica aos patégenos (Luthra et al., 1988; Abdel-Aal et al., 2001). No entanto, no
presente estudo a atividade da POX nido esteve associada com a concentragdo de
lignina nas folhas em concordéancia com o que foi encontrado para o patossistema
arroz-Bipolaris oryzae (Dallagnol et al., 2010). Esses resultados indicam que,
provavelmente, o papel exercido pela POX na resisténcia do sorgo a C.
sublineolum esteja relacionado a sua atividade antioxidante em vez do
fortalecimento da parede celular. Outra hipétese que também deve ser considerada
€ de que essa enzima esteja relacionada com a produgéo de antocianinas devido a
sua participacdo em algumas etapas da biossintese dos fenilpropandéides.

Os compostos fendlicos estido associados com as defesas passivas e ativas
das plantas aos patdgenos e sdo encontrados tanto em interagdes compativeis
quanto incompativeis (Nicholson & Hammerschmidt, 1992). A concentragdo de
CFST encontrada no presente estudo ndo explica a resisténcia do sorgo a
antracnose potencializada pelo Si. Resultados semelhantes foram encontrados por
Rodrigues et al. (2005) para o patossistema arroz-M. grisea. Por outro lado,
acredita-se que a contribuicdo de um grupo especifico de fendis seja importante na
resisténcia potencializada pelo Si como relatado por Bélanger et al. (2003), os
quais encontraram deposi¢do de compostos fendlicos na epiderme das folhas de
trigo e também na membrana do haustério de Blumeria graminis f.sp. tritici nas
folhas das plantas supridas com Si. Além disso, os compostos fendlicos
pertencentes a via dos fenilpropandides sdo precursores de muitas fitoalexinas, as
quais aumentam em concentragdo nas folhas das plantas supridas com Si
(Rodrigues et al., 2004; Fawe et al., 1998).

QUI e GLU sio enzimas liticas que participam da defesa das plantas aos

patégenos por meio da agdo hidrolitica da quitina e f-1,3-glucana presentes nas
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suas paredes celulares resultando na liberacdo de fragmentos de quitina e glucana
que podem atuar como eliciadores de mecanismos de defesa das plantas (Stintzi et
al., 1993).No entanto, apesar da atividade dessas enzimas estar associada com a
defesa das plantas, a resisténcia exercida pelo Si no sorgo parece ndo estar
envolvida com a atividade dessas enzimas, pois foi observada uma maior
atividade dessas enzimas nas plantas ndo supridas com Si. Estes resultados
corroboram com os encontrados por Rodrigues et al. (2005), os quais
demonstraram que na intera¢io compativel arroz-M. grisea houve maior expressao
dos genes da quitinase e glucanase nas plantas ndo supridas com Si. Rodrigues et
al. (2003) relataram que os padrdes de localizacdo da quitina nas paredes celulares
de M. grisea presentes nos tecidos de folhas de plantas supridas ou nido com Si
foram similares quanto & uniformidade e densidade. De acordo com os resultados
encontrados no presente estudo, acredita-se que a maior atividade dessas enzimas
nas plantas ndo supridas com Si deve-se ao maior nimero de sitios de penetragdo
do patdgeno e a colonizagdo impedida nas células do tecido foliar.

Os resultados deste trabalho permitem concluir que além do Si atuar como
uma barreira fisica, esse elemento também estd envolvido, de certa forma, em
atividades metabdlicas, especialmente em plantas submetidas a condi¢des de

estresse.
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Dias apos inoculagao

antracnose nas folhas de plantas de sorgo cultivadas em

Figura 1. Progresso da
solucdo nutritiva sem (-Si) ou com (+Si) a presenca de silicio. As barras

representam o desvio padrdo da média (n = 6).
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Figura 2. Atividade da peroxidase (POX) e da polifenoloxidase (PPO) nas folhas
de plantas de sorgo crescidas em solugdo nutritiva sem (-Si) ou com (+Si) a
presenca de silicio e inoculadas com Colletotrichum sublineolum. Cada ponto
representa a média de quatro repeticdes. As barras representam o desvio-padrio
da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sado

significativamente diferentes (P < 0.05) pelo teste de 7.
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Figura 3. Atividade da quitinase (QUI) e da $-1,3-glucanase (GLU) nas folhas de

plantas de sorgo crescidas em solug@o nutritiva sem (-Si) ou com (+Si) a presenca

de silicio e inoculadas com Colletotrichum sublineolum. Cada ponto representa a

média de quatro repeti¢des. As barras representam o desvio-padrdo da média.

Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) s@o significativamente

diferentes (P < 0.05) pelo teste de ¢.
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Figura 4. Concentracdo de compostos fendlicos soldveis totais (CFST) e
derivados da lignina-acido tioglicdlioco (DLATG) nas folhas de plantas de sorgo
crescidas em solug@o nutritiva sem (-Si) ou com (+Si) a presenca de silicio e
inoculadas ou ndo com Colletotrichum sublineolum. Cada ponto representa a
média de quatro repeti¢cdes. As barras representam o desvio-padrdo da média.
Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) s@o significativamente

diferentes (P < (0.05) pelo teste de t. M.F. = matéria fresca.
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Figura 5. Sintomas da antracnose (a,b), microandlises de raios-X mostrando a
deposi¢do de silicio (Si) (c,d) e eletromicrografias de varredura de acérvulos
(e,f,g,h) em folhas de plantas de sorgo crescidas em solugcdo nutritiva sem (-Si)
(a,c.e,f) ou com (+Si) (b,d,g,h) a presenca de silicio. Escala em cor vermelha
representa alta deposi¢do de silicio e cor preta auséncia de silicio (c,d). Barras em

c,de g=200 um; e = 100 um; f = 30 um; h = 20 pm.

28



CAPITULO 2

SILICIO INFLUENCIA A FOTOSSINTESE E O METABOLISMO
ANTIOXIDATIVO DE PLANTAS DE SORGO INFECTADAS POR

Colletotrichum sublineolum
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Silicio influencia a fotossintese e 0 metabolismo antioxidativo de plantas de

sorgo infectadas por Colletotrichum sublineolum

Resumo

O silicio é considerado um elemento benéfico para as plantas,
especialmente quando elas sdo submetidas a condi¢des de estresse. No entanto, os
mecanismos modulados pelo Si para amenizar o estresse ainda sdo desconhecidos.
Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do Si na
capacidade fotossintética e no sistema antioxidante de plantas de sorgo infectadas
por Colletotrichum sublineolum. Os resultados mostraram que parametros
relacionados com as trocas gasosas como a condutdncia estomdtica e a
fotossintese foram maiores nas plantas supridas com Si e infectadas por C.
sublineolum, enquanto a severidade, a concentracdo de aldeido maldnico e o
extravasamento de eletrdlitos foi menor em comparacdo com as plantas ndo
supridas com esse elemento. Além disso, o aumento na atividade da SOD nas
folhas das plantas supridas com Si pode ter contribuido para redug@o nos niveis de
O, e, por consequéncia, na reducdo da peroxidacdo de lipidios. Portanto, o Si
afetou a fisiologia das plantas de sorgo infectadas por C. sublineolum auxiliando-
as na manutencdo da integridade da membrana plasmdtica e sem grandes
alteracdes na capacidade fotossintética.

Palavras-chave: silicio, antracnose, trocas gasosas, sistema antioxidativo

Introducao

A antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum sublineolum (Ces.)
Wilson, é considerada a principal doenca da cultura do sorgo em todas as regides
produtoras do mundo, as quais incluem a Africa, a Asia e as Américas (Pande et
al., 1991). A antracnose torna-se economicamente importante em condicdes de
clima quente e umido, incluindo o trépico semi-arido, o trépico Umido e as
regides de clima temperado com temperaturas elevadas no verdo (Pande et al.,
1994; Casela et al., 1997). Nas folhas, s@o formadas lesdes elipticas a circulares
com margens avermelhadas com numerosos acérvulos. Sob condicdes de alta

umidade, as lesdes aumentam em ndmero e ao coalescerem, cobrem a maior parte
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da drea foliar causando a seca precoce dessas (Casela et al., 1997). Em cultivares
suscetiveis e sob condi¢des ambientais favordveis ao progresso da antracnose,
ocorre completa destruicdo de toda a parte aérea das plantas, reduzindo a
producido de grios e de forragem (Frederiksen et al., 2000).

Quando infectadas por patdgenos, as plantas respondem ativando vdrios
mecanismos de defesa, os quais requerem intensos fluxos de carbono que sdo
desviados do metabolismo primdrio para o metabolismo secunddrio (Bolton,
2009). Vdrios estudos tém demonstrado que infec¢des por patégenos ocasionam
modificacdes no aparato fotossintético e, consequentemente, decréscimo na
fotossintese (Bastiaans, 1991; Berger et al., 2007; Chou et al., 2000). Esse
decréscimo pode ser devido a retroinibi¢do metabdlica da fotossintese ou um dano
direto no aparato fotossintético. Estresses bidticos e ou abidticos resultam em
aumento na energia de excitacdo, o que excede a quantidade requerida no
metabolismo fotossintético (Asada, 1999). O excesso da energia de excitagdo é
altamente prejudicial as plantas, levando a destruicdo dos centros de reacdo dos
fotossistemas e a danos oxidativos (Mateo et al., 2004). Além disso, o aumento na
energia de excitacdo tem sido associado com redugdo na assimilacdo do CO,
causado pelo decréscimo na condutincia estomadtica e também criando condicoes
que ocasionam aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(Mateo et al., 2004).

As EROs sdo predominantemente representadas pelo superdxido (Oy),
radical hidroxila (OH), peréxido de hidrogénio (H,O,) e pelo oxigénio singleto
(102) (Apel & Hirt, 2004). A producdo de derivados do oxigénio aumenta em
decorréncia dos estresses bidticos e ou abidticos (Apel & Hirt, 2004). Portanto,
uma das respostas de defesa das plantas a infeccdo por um patégeno € a rapida
producdo e actimulo de EROs (Mehdy, 1994). Caso ndo sejam rapidamente
eliminados do metabolismo, as EROs podem reagir com os 4cidos graxos
insaturados presentes na membrana plasmdtica, nas membranas das organelas e
endomembranas ocasionando a peroxidacdo dos lipideos (Scandalios, 1993).
Além disso, as EROs podem danificar os pigmentos fotossintéticos, as proteinas e
os dcidos nucléicos (Moller, 2001). Para controlar as concentracdes das EROs e

diminuir a citotoxicidade, as plantas desenvolveram um sistema antioxidante de
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protecdo que inclui pequenas moléculas como o ascorbato, a glutationa, os
flavondides e os carotendides, além das enzimas antioxidantes (Ron Mittler,
2002). As enzimas antioxidantes mais importantes sdo as dismutases do
superéxido (SOD) que catalizam a dismutacdo do O, a H,0»; as catalases (CAT)
que convertem o H,O, em H,O e O; e as enzimas do ciclo ascorbato-glutationa
como as peroxidases do ascorbato (APXs) que reduzem o H,O, nos plastideos
utilizando o ascorbato como doador de elétrons. O ascorbato oxidado € entdo
reduzido pela glutationa reduzida (GSH), a qual € originada da glutationa oxidada
(GSSQG), catalizada pela redutase da glutationa (GR) a expensas da NADPH (Apel
& Hirt, 2004).

Embora o silicio (Si) ndo seja reconhecido como um elemento essencial
para as plantas, seu efeito benéfico no crescimento, produgdo e resisténcia de
varias espécies de plantas as doencgas e pragas ¢ bem documentado (Datnoff et al.,
2007). No entanto, seu papel na biologia das plantas ainda ndo é bem
compreendido e a tentativa de associar esse elemento com as atividades
metabdlicas ou fisioldgicas tem sido, até o momento, inconclusiva. A literatura
registra o efeito do Si em plantas submetidas a estresses abidticos envolvendo as
EROs. Em condicdes de excesso de agua, a SOD e APX ndo apresentaram
aumento em atividades nas folhas de plantas de trigo supridas com Si enquanto
que as atividades da POX e da CAT sofreram decréscimo (Gong et al., 2003).
Plantas de pepino sob estresse salino e crescendo na presenca de Si, apresentaram
aumento nas atividades da SOD, GR e APX, exceto para a CAT (Zhu et al.,
2004). As atividades da SOD, POX, CAT e GR em folhas de plantas de cevada
supridas com Si e submetidas a estresse salino foram maiores (Liang et al., 2003).
No entanto, estudos mais detalhados mostrando o efeito do Si na fisiologia das
plantas sob estresse bidtico ainda necessitam ser melhor investigados. Assim, o
objetivo desse estudo foi investigar o efeito do Si nas trocas gasosas e no sistema

anti-oxidativo de plantas de sorgo infectadas por C. sublineolum.
Material e Métodos

Preparo da solucdo nutritiva: a solucdo nutritiva foi preparada segundo

Hoagland & Arnon (1950) com algumas modifica¢des: 3 mM KNOs; 0,5 mM
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NH4H,PO4; 1 mM MgSO,-7H,0; 2 mM Cay(NO3)-4H,0; 0,30 uM CuSOy4-5H,0;
0,33 uM ZnSO47H,O; 11,5 pyM H3BO;; 3,5 uM MnCl,-4H,O; 0,1 uM
(NH4).6M070,-4H,0; 50 puM FeSO47H, 0 e 50 pM EDTA. O 4cido
monosilicico, obtido pela passagem do silicato de potéssio através de uma coluna
contendo resina trocadora de cations (Amberlite IRA 410, Sigma-Aldrich, Sao
Paulo, Brasil) (Ma et al., 2002), foi adicionado a solugdo nutritiva nas
concentracdes de 0 (-Si) ou 2 mMol Si/L (+Si).

Crescimento das plantas de sorgo: sementes da linhagem de sorgo CMSXS142
[BR 009 (Tx623) - Texas], suscetivel a antracnose (Resende et al., 2009), foram
lavadas em solugdo de hipoclorito de sédio (10%) por dois minutos, seguidas de
lavagem em dgua destilada por tré€s minutos e germinadas em rolos de papel filtro
embebidos com 4dgua e mantidos a 25 °C por seis dias. As sementes germinadas
foram transferidas para vasos plasticos contendo cinco litros de solugdo nutritiva
1/2 forca idnica da solugdo anteriormente citada, sem adi¢do de Si. Apds sete dias,
a concentragdo da solugdo nutritiva foi modificada para forga total, adicionando-
se ou ndo acido monosilicico. Cinco plantas foram mantidas em cada vaso. A
solug@o nutritiva foi aerada e trocada a cada quatro dias e o pH foi verificado
diariamente e mantido entre 5,5 e 6,0.

Obtencao do inoculo de C. sublineolum e inoculaciao das plantas: as plantas de
sorgo foram inoculadas com um isolado monospérico de C. sublineolum
(CNPMS-12) fornecido pelo Laboratério de Resisténcia as Doencas da
EMBRAPA-Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo. O isolado de C.
sublineolum, armazenado em tubos de ensaio contendo batata-dextrose-agar
coberto com 6leo mineral, foi repicado para placas de Petri contendo meio de
cultura aveia-agar (aveia 60 g/L e dgar 17 g/L). Apos a repicagem do fungo, as
placas foram transferidas para cimara de crescimento tipo B.O.D. com
fotoperiodo de 12 h e temperatura de 25 °C onde permaneceram por até 10 dias
até ocorrer abundante crescimento micelial. Em seguida, foi feita raspagem
superficial do micélio e as placas foram transferidas para cimara de crescimento
com luz constante e temperatura de 25 °C para a esporulacio do fungo. O inéculo
foi preparado adicionando-se 10 mL de 4dgua destilada em cada placa fazendo-se

raspagem superficial, com espatula, para liberacdo dos conidios. A suspensdo
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obtida foi filtrada em gaze e ajustada para a concentragio de 1 x 10° conidios/mL
pela contagem em hemacitometro. Tween 20 (0,1 mL/mL de suspensdo) foi
adicionado a suspensdo. Plantas com 30 dias de idade (estagio de crescimento 30)
(Frederriksen, 2000) foram inoculadas com C. sublineolum e transferidas para
camara de nevoeiro a 25 °C e umidade relativa de 90 + 5%. Apds 18 h no escuro,
as plantas foram transferidas para cdmara de crescimento a 26 °C e umidade
relativa de 50 = 5% onde permaneceram até o final das avaliagdes.

Avaliacdo da severidade da antracnose: a severidade foi avaliada aos 2, 4, 6, 8
e 10 dias apds a inoculagdo (dai) das plantas utilizando-se a escala diagramatica
de Sharma (1983). Com os valores obtidos, calculou-se a area abaixo da curva do
progresso da antracnose (AACPA) por meio da integragdo trapezoidal (Shaner
and Finney, 1977).

Avaliacao das trocas gasosas: a taxa de assimilacdo liquida de carbono (A), a
condutancia estomatica (g;), a razdo entre a concentracao interna e ambiente de
CO; (Ci/C,), a razdo entre a taxa de assimilac@o liquida de carbono e a taxa de
transpiracdo (E) foram determinadas em duas folhas de cada planta da repeti¢do
de cada tratamento das 8:00 até as 12:00 h, em sistema aberto, sob luz e
concentracdo de CO, ambientes, utilizando-se um analisador de gis infravermelho
(LC pro*, Analytical Development Company, Hoddesdon, Reino Unido). A
temperatura média durante as avalia¢des foi de 35 °C.

Determinacdo do extravasamento de eletrdlitos (EE): a concentracio de
eletrélitos extravasados foi determinada conforme metodologia descrita por Lima
et al. (2002) com algumas modificacdes. Amostras de folhas de 10 cm?® (21
discos) foram lavadas por duas vezes em dgua deionizada imediatamente apds a
remocdo das folhas. Em seguida, os discos foram colocados em 60 mL de dgua
deionizada a 25 °C por quatro horas. O EE foi estimado usando um
condutivimetro (Tecnopon mCA-150, MS Tecnopon 21 Instrumentacio
Cientifica). Os resultados foram expressos como porcentagem total de
condutividade, a qual foi obtida apds incubagdo das amostras a 90°C, por duas
horas.

Determinaciao das concentracoes de peroxido de hidrogénio (H,O,) e de

aldeido malonico (MDA): a concentragio de H,O, foi determinado segundo
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metodologia proposta por Lee & Lee (2000). Os danos celulares que indicam a
ocorréncia de estresse oxidativo foram avaliados quantificando a peroxidacdo de
lipidios através da producdo de MDA segundo Cakmak & Horst (1991).

Determinacio das atividades das enzimas relacionadas com o metabolismo
anti-oxidativo: para a determinagdo das atividades das enzimas dismutase do
superéxido (SOD, EC 1.15.1.1), catalases (CAT, EC 1.11.1.6), peroxidases do
ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) e da redutase da glutationa (GR, EC 1.8.1.7), 200
mg de amostras de folhas das plantas das repeticdes de cada tratamento foram
trituradas em almofariz gelado contendo 60 mg de polivinilpolipirrolidona
(PVPP) e 1 ml de meio de extragdo especifico para cada enzima. Para a SOD, foi
usado 100 mM de tampdo de fosfato de potdssio (pH 7.8), 0,1 mM 4cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 0,1% Triton X-100; para a CAT 100 mM
de tampao de fosfato de potéssio (pH 7,0) e 0,1 mM EDTA e para a APX 50 mM
de tampdo de fosfato de potassio (pH 7,0) e 1 mM ascorbato. A mistura resultante
foi centrifugada por 15 min a 15000 x g a temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi
coletado e utilizado para determinar a concentragdo de proteinas (Bradford, 1976)
e para as determinagdes enzimaticas. Para extracdo da GR, utilizou-se o tampao
de extragdo composto de 100 mM de tampao Tris-HCI (pH 7,5), 50 mM EDTA,
10 mM isoascorbato, 9 mM 2-mercaptoetanol e 0,1% v/v Triton X-100. A
atividade da SOD foi determinada medindo a capacidade dessa enzima em reduzir
fotoquimicamente o azul de p-nitrotetrazolio (NBT) (Giannopolitis & Ries, 1977).
Cada 3 ml do extrato de reacdo foi constituido de 50 mM de tampao de fosfato de
potéssio (pH 7,8), 14 mM metionina, 75 uM NBT, 0,1 uM EDTA, 5 ul do extrato
enzimdtico e 2 uM riboflavina. A producdo do azul de formazana, resultante da
foto-redugcdo do NBT, foi monitorada pelo incremento na absorbancia a 560 nm
(Martinez et al., 2001). Uma unidade da SOD foi definida como a quantidade de
enzima necessdria para inibir em 50% a foto-redu¢do do NBT. A atividade da
CAT foi estimada pela taxa de decomposicio do H,O, a 240 nm (Havir &
McHale, 1987). Cada 3 ml do extrato de reagdo foi composto por 50 mM de
tampao de fosfato de potassio (pH 7,0), 12,5 mM de H,O, e 20 pl do extrato
enzimdtico. Uma unidade da CAT foi definida como a quantidade de enzima

requerida para decompor 1 uM de H,O, min'. A atividade da APX foi
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determinada monitorando o decréscimo na absorbancia a 290 nm (Nakano &
Asada, 1981). Cada 3 ml do extrato de reagdo foi composto por 50 mM de tampao
de fosfato de potassio (pH 7,0), 0,1 mM de H,O; e 20 ul do extrato enzimaético.
Uma unidade da APX foi definida como a quantidade de enzima requerida para
oxidar 1 uM de ascorbato min™. A atividade da GR foi avaliada por meio da taxa
de oxidacdo da NADPH e NADH a 340 nm. O extrato de reagdo foi composto por
50 mM de tampao Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM GSH, 3 mM MgCl, e 0,15 mM
NADPH.

Delineamento experimental e analise estatistica dos dados: os experimentos
foram instalados em delineamento inteiramente casualizado com dez e seis
repeti¢des, respectivamente, para o experimento referente a determinacdo das
trocas gasosas e obten¢@o das amostras para as anélises enzimaticas. Cada unidade
experimental foi composta por um vaso pléastico contendo cinco plantas. As
médias dos tratamentos -Si e +Si para cada varidvel foram comparadas pelo teste-¢

(SAS Institute, Inc., Cary, NC).

Resultados

Severidade da antracnose e AACPD: a severidade da antracnose nas folhas das
plantas ndo supridas com Si aumentou do 2° até ao 10° dai quando atingiu 90%
(Fig. 1 A). Nas folhas das plantas supridas com Si, o progresso da antracnose foi
mais lento durante o periodo de avaliagdo, com severidade de 15% aos 10 dai
(Fig. 1 A). A AACPD nas plantas supridas com Si foi reduzida em 86% em
relacdo as plantas ndo supridas com esse elemento (Fig. 1 B).

Trocas gasosas: nas avaliacOes realizadas tanto as 8 h quanto as 12 h, os valores
médios de A, g; e E foram maiores para as plantas inoculadas com C. sublineolum
e supridas com Si do que os obtidos para as plantas inoculadas e ndo supridas com
Si aos 4 e aos 8 dai (Figs. 2). Esses aumentos aos 4 e 8 dai foram,
respectivamente, de 44 e 147% para A; 51 e 153% para gs e 36 e 133% para E.
Para as plantas ndo inoculadas, ndo houve diferenca significativa entre
tratamentos -Si e +Si para nenhuma dessas varidveis. Nao houve diferenca
significativa para a razdo C/C, entre os tratamentos -Si e +Si independente se as

plantas foram inoculadas ou ndo com C. sublineolum. Houve correlacao negativa
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e significativa entre a severidade e gs para as plantas supridas com Si (Tabela 1).
Além disso, os maiores valores de gs para as plantas supridas com Si resultaram
em maiores valores de E (Fig. 2), verificado também pela correlagcdo positiva
entre gs e E (Tabela 1). Houve correlacdo negativa e significativa entre a
severidade e A e correlagdo positiva e significativa entre gs e A (Tabela 1).
Determinaciao do EE, de H,O, e MDA: o EE aumentou significativamente nas
plantas ndo supridas com Si aos 4 e 8 dai, ou seja, um acréscimo, respectivamente,
de 47 e 26% em relacdo as plantas supridas com esse elemento (Fig. 3). Aos 8 dai,
a concentracdo de H,0O, foi significativamente maior nas plantas ndo supridas com
Si em relacdo as plantas supridas com esse elemento (Fig. 3). Houve aumento
significativo de 31 e 38% na concentragio de MDA aos 4 e 8 dai,
respectivamente, para o tratamento -Si em relag@o ao tratamento +Si (Fig. 3).
Atividades das enzimas relacionadas com o metabolismo anti-oxidativo:
houve aumento significativo na atividade da CAT nas folhas das plantas supridas
com Si aos 4 e 8 dai (Fig. 4), de 138 e 101%, respectivamente, em relacio as
plantas supridas com Si. Aos 8 dai, atividade da GR aumentou significativamente
nas plantas supridas com Si em relac@o as plantas ndo supridas com esse elemento
(Fig. 4). As atividades da SOD e da APX apresentaram aumentos significativos de
99 e 33%, respectivamente, aos 4 dai para as plantas supridas com Si em relacdo

as plantas ndo supridas com esse elemento (Fig. 4).

Discussao

Apesar do potencial do Si em reduzir os sintomas da antracnose do sorgo ja
ter sido relatado anteriormente (Resende et al., 2009), os mecanismos pelo qual
esse elemento interfere na fisiologia do sorgo permanece ainda desconhecido.
Decréscimos na fotossintese causados por patégenos tém sido bem documentados
para varias espécies de plantas (Scholes & Rolfe, 1996; Chou et al., 2000; Berger
et al., 2007). No presente trabalho, os parametros das trocas gasosas A, g; ¢ E
mostraram-se menores durante o processo infeccioso de C. sublineolum nas
plantas ndo supridas com Si, valendo ressaltar também que essas plantas
apresentaram maior severidade da antracnose e, consequentemente, maior

AACPD em comparagéo as plantas supridas com Si. Este resultado é corroborado
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pela correlag@o negativa entre a severidade e os parametros A, g; € E. Além disso,
a correlacdo positiva entre C/C, e gs ¢ um indicativo de que os menores valores
de A obtidos para essas plantas foi devido a uma limitagdo estomdtica e ndo
bioquimica. A redu¢do em A nas plantas ndo supridas com Si pode ser explicada
pelos menores valores de g, 0 que por sua vez ocasionou menor influxo de CO; e,
ao mesmo tempo, levou a menores perdas de vapor d’dgua via transpiragdo em
relacdo as plantas supridas com Si. Um dos sintomas tipicos da antracnose do
sorgo € a seca das folhas, assim, para evitar a perda de dgua, as plantas doentes
fecham seus estdmatos mantendo um status hidrico favordvel, porém limitando
também o suprimento de CO; a nivel dos cloroplastos. Alguns autores sugerem
que os mecanismos relacionados ao processo infeccioso de patdgenos foliares
podem ter um significante efeito no fechamento estomético como, por exemplo, a
senescéncia acelerada causada pelas mudangas hormonais principalmente
relacionado com o aumento na producdo de etileno (Tzeng e DeVay, 1985;
Aguirreolea et al., 1995) e um possivel envolvimento de toxinas nio especificas
produzidas pelos patdogenos (Hampton et al., 1990) sdo alguns dos mecanismos
propostos.

Decréscimos na transpiragdo sio geralmente observados em tecidos foliares
infectados por patdogenos que causam fechamento estomatal ou que obstruem os
espacos intercelulares e esporulam pelos estdmatos (Duniway e Durbin 1971;
Spotts e Ferree 1979). A taxa de transpiracdo nas plantas ndo supridas com Si
apresentou decréscimos proporcionais com o progresso da severidade. Além da
reducdo em g, observada nessas plantas, a reducdo da transpiragdo pode ter sido
resultante da colonizacdo dos espacos do mesofilo pelas hifas de C. sublineolum, a
murcha precoce ou a seca definitiva das folhas doentes. Resultados similares
foram obtidos por Bassanezi (2000, 2002), o qual observou decréscimo na
transpiracdo das folhas de feijdo com sintomas da antracnose devido ao
fechamento estomatico. Esse autor ainda observou que as reduc¢des em g, foram
responsdaveis por menores valores de C; e tornou-se o fator limitante na
capacidade de assimilagdo do CO; nas folhas doentes.

Embora ndo tenham sido observados sintomas severos da antracnose dos 4

aos 6 dai, ocorreu expressiva redu¢do em A. Isso indica um efeito negativo do
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progresso infeccioso de C. sublineolum na fisiologia do sorgo, mesmo sob
condicdo de menor severidade da antracnose. Sabe-se que C. sublineolum é capaz
de secretar enzimas liticas e toxinas ndo especificas que difundem para os tecidos
da folha ainda nido colonizados, além de absorver carboidratos e nutrientes dos
tecidos sadios podem afetar fotossintese. Dessa forma, a drea foliar afetada pelo
patégeno é bem maior que a drea realmente colonizada. Similarmente, Meyer et
al. (2001) relataram que Colletotrichum lindemuthianum induziu o fechamento
estomdtico em dreas verdes de folhas de feijao, aparentemente sadias, reduzindo a
fotossintese de toda a folha mesmo quando a doenga encontrava-se sob baixa
severidade.

Nas plantas nao inoculadas com C. sublineolum, independente da presenca
do Si, ndo houve alteragcdes nos pardmetros fotossintéticos avaliados. Fauteux et
al. (2006) também demonstraram, por meio de andlise de microarranjos, que a
expressdo de genes relacionados com o metabolismo primario de plantas de
Arabidopsis ndo inoculadas com Erysiphe cichoracearum e supridas com Si ndo
foi alterada. Contrariamente, na presenca do Si, houve aumento na expressdo de
genes relacionados com a fotossintese e algumas rotas energéticas em plantas de
Arabidopsis infectadas por E. cichoracearum (Fauteux et al., 2006).

As maiores concentracdes de MDA encontradas durante a peroxidacdo de
lipideos indicam danos celulares que resultam no aumento da fluidez da
membrana, aumentando, assim, o EE. Von Gonner & Schlosser (1993) mostraram
que no inicio da colonizacdo do tecido foliar de aveia pelos patégenos
necrotroficos Drechslera avenae e Drechslera siccans, houve aumento na
peroxidacdo de lipideos jd que patégenos com esse tipo de nutricdo utilizam
espécies reativas de oxigénio para destruir as células causando intensa necrose.
No presente trabalho, a menor severidade da antracnose em plantas de sorgo
supridas com Si foi o resultado de uma menor colonizacgio dos tecidos foliares por
C. sublineolum em associacdo com menores concentracoes de MDA e EE. Assim,
na presenca de Si, ocorreu uma diminui¢do na permeabilidade da membrana
plasmadtica e na peroxidagdo de lipideos. O Si tem um importante papel na
integridade da membrana plasmatica de plantas expostas a diferentes tipos de

estresses abidticos, principalmente o salino. De acordo com Liang et al. (2003,
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2006), as menores concentracdes de MDA e de EE ocorreram nas plantas supridas
com Si e submetidas a altos niveis de s6dio, bem como maior atividade da H*-
ATPase na membrana plasmatica e uma maior estabilidade dos lipidios.

Além da limitag@o estomatica, danos nos fotossistemas devido a infeccdo
por C. sublineolum, pode ter também contribuido para os menores valores de A na
auséncia do Si. Nas folhas das plantas infectadas por diferentes patégenos,
observa-se, geralmente, reducéo no transporte de elétrons da cadeia fotossintética,
indicando decréscimo na eficiéncia do uso da luz e, consequentemente, aumento
no excesso de energia de excitacdo (Bechtold et al., 2005). Essa energia de
excitacdo, em excesso, pode estar associada com o decréscimo em g
proporcionando, assim, condi¢des para aumentar a producdo de EROs que
prejudicam a homeostase celular (Mateo et al., 2004). Desta forma, o sistema
enzimadtico anti-oxidativo exerce um papel detrimental na protecdo celular quando
a capacidade de dissipacdo do excesso de energia de excitacdo torna-se saturada.
No presente estudo, a maior concentragdo de H,O, nas folhas das plantas ndo
supridas com Si foi, provavelmente, originada pelo sucesso do processo
infeccioso de C. sublineolum nos tecidos foliares e pelo deficiente sistema anti-
oxidante observado nessas plantas. Estudos anteriores mostraram que altas
concentracdes de H»O, ocorreram em plantas suscetiveis a patégenos
hemibiotrdficos, principalmente durante a fase necrotréfica (Basavaraju et. al.,
2009; Shetty et. al, 2007). Além disso, alguns patégenos necrotréficos podem
estimular a producdo de EROs nos tecidos infectados para promover a morte
celular e garantir a disponibilidade de nutrientes que garantirdo a mdixima
colonizagdo e uma grande produgio de indculo (Govrin & Levine, 2000).

A concentragdo de H,O, pode ser reduzida através de sua remogdo
enzimatica pela CAT e APX ou por complexar o Fe(Ill) ou o Fe(II) com taninos
ou proantocianidinas prevenindo a geracdo de OH (Toda, 2005; Andrade et al.,
2006). E interessante notar que 3-deoxiantocianidinas, uma fitoalexina da classe
dos flavonoéides, € sintetizada em grandes quantidades nas folhas de plantas de
sorgo durante as respostas de defesa contra a infec¢do por patdgenos (Lo et al.,
1999). Dessa forma, além da menor concentracdo de H,O, nas folhas das plantas

supridas com Si em fung¢do da maior atividade da CAT e APX, acredita-se,
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também, que com aumento da resisténcia das plantas de sorgo supridas com Si a
antracnose, a producdo de H,O, pode ter sido convertida para a produgdo de
antocianidina.

O aumento na atividade da SOD nas folhas das plantas supridas com Si
contribuiu para reduzir os niveis de O, e, por consequéncia, diminuir a
peroxidacdo dos lipidios na membrana plasmatica, protegendo o tecido foliar
contra o estresse oxidativo. Scandalios (1993) mostrou que o O, e seus derivados
sdo altamente citotoxicos e podem reagir com os dcidos graxos insaturados
presentes na membrana plasmatica causando a peroxidacdo desses. A redugdo na
concentracdo de H,O,, um sub-produto da SOD, pode ter tido a participagdo da
APX e da CAT, as quais também apresentaram maiores atividades nas folhas das
plantas supridas com Si.

Os resultados do presente estudo permitem concluir que o Si interferiu na
fisiologia das plantas de sorgo especialmente quando infectadas por C.
sublineolum, diminuindo os dadnos causados a nivel da membrana plasmadtica e
também da fotossintese. Além disso, € plausivel que a resisténcia do sorgo a
antracnose esteja sendo potencializada pelo Si devido a um sistema enzimatico
antioxidante mais eficiente. Contudo, ndo se deve descartar a possibilidade de que
outros mecanismos também posssam estar atuando na protecdo do aparato
fotossintético nas folhas de plantas supridas com Si quando infectadas por C.

sublineolum.
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Figura 1. Progresso da severidade da antracnose (A) e drea abaixo da curva do
progresso da antracnose (AACPA) (B) nas folhas de plantas de sorgo crescidas
em solugdo nutritiva na auséncia (-Si) ou presenca (+Si) de silicio (Si). Para o
progresso da antracnose, médias dos tratamentos —Si e +Si seguidas de asterisco
(*) para cada avaliagdo sdo significativamente diferentes(P < 0.05) pelo teste-.

Barras representam o desvio padrdo da média.

44



40 B+Si O-8i A 4
B304 * k
L L 30 . .
2 20 A 2
£ g
2 2 s
< 101 ‘ <
0 ‘ . ‘ ‘ .
02 B 0.24 F
% 015 1 * % 0.18
E oo b B oond "
S = *
E 005 E 0.06
&% &
0 . . . . N . : . :
055 -
05 4 C 045 G
04
s 045 o 035
S 04 - S 03
O 0351 S 025 4
03 - 02 1
o h -1 o
02 - ; : 0.1 -
6 75
~ 37 6
:'." 1 :“ 45 4
£ 34 g
— — 3 4
S i s
: :
E 1 E 151
=
By 04
NI NI
0 hai 4 dai 8dai 0 hai 4 dai 8dai

Figura 2. Taxa de assimilacdo liquida de carbono (A), condutincia estomatica
(gs), razdo entre a concentragdo interna e ambiente de CO, (C/C,) e transpiracio
(E) determinadas as 8 h (A, B, Ce D) e as 12 h (E, F, G e H) nas folhas de plantas
de sorgo crescidas em solucdo nutritiva na auséncia (-Si) ou presenca (+Si) de
silicio (Si) e inoculadas ou ndo com Colletotrichum sublineolum. Cada ponto
representa a média de dez repeticdes. Barras representam o desvio padrao da
média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo

significativamente diferentes (P < 0.05) pelo teste-t.
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Tabela 1. Coeficientes de correlacio de Pearson entre a taxa de assimilagdo

liquida de carbono (A), condutidncia estomadtica (gs), razdo entre a concentragao

interna e externa de CO, (Ci/C,), transpiragcao (E) e severidade (Sev) em plantas

de sorgo supridas ou ndo com silicio.

Variaveis gs A Ci/C, E Sev

8 - 0.88 0.74 0.88 -0.60

A 0* - 0.41 0.87 -0.41

Ci/C, 0* 0* - 0.57 -0.77

E 0* 0* 0* - -0.55
Sev 0* 0* 0* 0* -

* significativ a 1% de probabilidade pelo teste-z.
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Figura 3. Extravasamento de eletrdlitos (EE), concentracdo de aldeido maldnico
(MDA) e concentragdo de peréxido de hidrogénio (H,0,) em folhas de plantas de
sorgo crescidas em solucdo nutritiva na auséncia (-Si) ou presenca (+5i) de silicio
(Si) e inoculadas ou ndo com Colletotrichum sublineolum. Cada ponto representa
a média de seis repeticdes. Barras representam o desvio padrdo da média. Médias
dos tratamentos -Si e +Si seguidas de asterisco (*) sdo significativamente

diferentes (P < 0.05) pelo teste-£. MS = matéria seca.
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Figura 4. Atividades da dismutase do super6xido (SOD) (A), catalases (CAT)
(B), peroxidase do ascorbato (APX) (C) e da redutase da glutationa (GR) (D) em
folhas de plantas de sorgo crescidas em solugdo nutritiva na auséncia (-Si) ou
presenca (+Si) de silicio (Si) e inoculadas ou ndo com Colletotrichum
sublineolum. Cada ponto representa a média de seis repeticoes. Barras
representam o desvio padrao da média. Médias dos tratamentos -Si e +Si seguidas

de asterisco (*) sdo significativamente diferentes (P < 0.05) pelo teste-z.
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CAPITULO 3

MANEJO DA ANTRACNOSE COM SILICIO E FUNGICIDAS EM
DUAS LINHAGENS DE SORGO
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Manejo da antracnose com silicio e fungicida em duas linhagens de sorgo

Resumo

Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito da aplicacdo de Si no solo, em
combinac¢do ou ndo com a aplicacdo de fungicida, na resisténcia de duas linhagens
de sorgo a antracnose. Para isso, conduziu-se um experimento na safra de verdo
2008/2009 utilizando como fonte de Si o silicato de cdlcio na dose de 6 t/ha. O
calcdrio foi aplicado na dose de 5 t/h nas parcelas que ndo receberam silicato de
célcio objetivando equilibrar o nivel de cdlcio em todos os tratamentos. Na safra
2009/2010, foi estudado o efeito residual do silicato de célcio e do calcério
aplicados na safra 2008/2009. A aplicacdo de silicato de cdlcio no solo na safra
2008/2009 reduziu a drea abaixo da curva do progresso da antracnose (AACPA)
em 42 e 39%, respectivamente, nas linhagens BR0O09 e BR0OO8 enquanto que a
pulverizagdo com fungicida reduziu a AACPA em 39 e 50%, respectivamente, nas
linhagens BR0O09 e BRO08. Com a aplicacgio de silicato de célcio no solo, obteve-
se 10 sacas/ha a mais em relac@o a ndo aplicagdo desse produto. Com a aplicacio
de fungicida, obteve-se 8 sacas/ha a mais do que na auséncia desse tratamento. O
efeito residual do silicato de cdlcio no solo contribuiu para diminuir a severidade
da antracnose e aumentar a produtividade do sorgo na safra 2009/2010. Desta
forma, o Si pode ser utilizado no manejo da antracnose do sorgo em cultivares
suscetiveis e moderadamente resistentes e, consequentemente, reduzir o niimero
de aplicacdes de fungicidas.

Palavras-chave: silicato de calcio, controle quimico, linhagens de sorgo,

Colletotrichum sublineolum

Introducao

A antracnose do sorgo, causada pelo fungo Colletotrichum sublineolum
(Ces.) Wilson, é considerada a principal doenga dessa cultura nas regides
produtoras da Africa, Asia e Américas (Pande et al., 1991). Essa doenca torna-se
economicamente importante em dreas com clima quente e imido localizadas nos
tropicos semi-drido e umido e nas regides de clima temperado, onde as

temperaturas sdo elevadas no verdo (Pande et al., 1994; Casela et al., 1997). No
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Brasil, a antracnose estd presente em todas as dreas produtoras constituindo-se no
principal fator limitante para a implantagdo da cultura por ocasionar perdas na
producdo de graos e de forragem, principalmente em cultivares suscetiveis e em
condi¢cdes ambientais favordveis para a ocorréncia de epidemias severas
(Guimaraes et al., 1999). Perdas superiores a 50% na produgdo de graos tém sido
atribuidas a antracnose foliar em condicdes de epidemias severas, principalmente
quando existe alternincia de condicdes de clima seco e imido em associacdo com
temperaturas elevadas (Casela et al., 1997).

A principal estratégia para o manejo da antracnose € a utilizacdo de
cultivares resistentes (Panizzi et al., 2005). No entanto, o controle genético torna-
se dificil devido a alta variabilidade das populacdes de C. sublineolum (Ali &
Warren 1987; Cardwell, 1989; Pande, 1991). A resisténcia genética, embora seja a
medida de controle mais recomendada aos produtores, ndo deve ser usada
isoladamente, mas como um componente do pacote tecnoldgico da cultura. Nas
principais regides produtoras de sorgo, principalmente em dreas onde a doenca
ocorre com alta intensidade, tem sido cada vez mais frequente a utilizagdo do
controle quimico no manejo dessa enfermidade. No entanto, a aplica¢do continua
de fungicidas pode, além de selecionar isolados resistentes, causar impactos ao
meio ambiente. Nesse contexto, é importante a busca por alternativas de controle
que possam ser utilizadas em um programa de manejo integrado da antracnose do
Sorgo.

A nutricdo mineral € uma alternativa cada vez mais empregada para
aumentar a resisténcia das plantas aos patégenos (Walters & Bingham 2007).
Entretanto, é necessario conhecer como os nutrientes aumentam e ou diminuem a
resisténcia de uma determinada espécie de planta a um determinado patégeno. Um
dos papéis mais importantes do silicio (Si) € o aumento da resisténcia das plantas,
especialmente as monocotiledoneas, ao ataque por patdgenos (Datnoff et al.,
2007). Existem na literatura inimeros relatos mostrando o potencial do Si em
reduzir a intensidade de importantes doencgas (Bélanger et al., 1995; Datnoff et al.,
1997, 2007; Rodrigues & Datnoff, 2005). Por exemplo, a brusone, a mancha
parda, a podriddo do colmo, a escaldadura, a queima das bainhas e o

escurecimento dos grdos (causada por espécies de Bipolaris, Fusarium, entre
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outros fungos) tiveram suas intensidades significativamente reduzidas apds a
aplicac@o de Si no solo (Datnoff et al., 1997; Savant et al., 1997; Rodrigues et al.,
2001, 2003; Datnoff & Rodrigues, 2005). Datnoff et al. (1991), aplicaram silicato
de calcio em um solo organico deficiente em Si nas doses de 0, 5, 10 e 15 ton/ha e
observaram uma reducdo na severidade da brusone no pescoco e da mancha parda
de 31 e 15%, respectivamente, em relag@o a testemunha. Além disso, o residuo de
silicato no solo contribuiu para diminuir a severidade dessas doengas nos cultivos
posteriores. A aplicacdo de 400 kg ha™ de Si no solo para o controle da brusone
ndo diferiu significativamente da aplicagdo do fungicida benomyl (Datnoff &
Snyder, 1994). Em outro estudo, a aplicagdo de 500 kg ha™ de Si no solo reduziu
a severidade da brusone nas folhas e no pescoco em 40 e 72%, respectivamente,
em relacdo a testemunha, a qual ndo recebeu Si (Seebold, 1998). Sabe-se que o Si
aumenta o nivel de resisténcia parcial de cultivares de arroz a brusone para um
nivel de resisténcia equipardvel ao de cultivares altamente resistentes (Seebold et
al., 2000). Seebold et al. (2001) demonstraram para o patossistema arroz-brusone
que o numero de lesdes contendo conidios, o tamanho das lesdes, a taxa de
expansdo das lesdes, a severidade e o nimero de conidios por lesdo foram
significativamente reduzidos com a adi¢do de doses crescentes de Si no solo.
Resende et al. (2009) demonstraram que a aplicagdo de doses crescentes de
silicato de célcio no solo aumentou o periodo de incubagdo e o periodo latente da
antracnose nas folhas de sorgo da linhagem BRO09 em, respectivamente, 13 e
24% em relagdo as plantas ndo supridas com Si. Por outro lado, a eficiéncia
relativa de infeccdo, determinada como sendo o nimero de acérvulos por cm? de
drea foliar, e a drea abaixo da curva de progresso da antracnose foram,
respectivamente, 75 € 31% menores do que nas plantas ndo supridas com Si,
mostrando a importancia do Si em aumentar a resisténcia do sorgo a antracnose.
Apesar do uso do Si ser uma importante alternativa para o controle da
antracnose do sorgo em solos deficientes nesse elemento, ndo existem relatos na
literatura de trabalhos realizados no campo. Além disso, pouca informacgdo é
disponivel sobre o uso integrado de diferentes técnicas para o manejo dessa

doencga no Brasil. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da
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aplicac@o de Si no solo, em combinag@o ou ndo com a aplica¢do de fungicida, na

resisténcia de duas linhagens de sorgo & antracnose.

Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos na drea experimental da EMBRAPA -
Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, Sete Lagoas/MG, nas safras de
verdo 2008/2009 e 2009/2010, em uma drea com Latossolo Amarelo. O solo
apresentou as seguintes caracteristicas quimicas: pH em H,0 = 5,2; P (Mehlich'l)
= 3,9 mg/dm’; K (Mehlich™) = 22 mg/dm?; AI**, Ca®*, Mg*, H+AI’* = 1,0, 1,5,
0,1 e 8,3 cmol/dm’, respectivamente; saturacdo de bases = 1,66% e matéria
organica = 3,6 dag/kg. A concentragdo de Si disponivel no solo (extracdo em
CaCl,) foi de 4,2 mg/dm3. A acidez do solo foi corrigida utilizando-se silicato de
calcio (AgroSilici0®, Excell Minerais Ltda, Tim6teo/MG) ou calcario dolomitico
para elevar a saturagdo de bases para 50%. O silicato de céilcio (25% de SiO; e
31% de CaO), utilizado como fonte de Si, foi incorporado ao solo na dose de 6
t/ha aos 30 dias antes da semeadura. O calcario (38% de CaO e 13% de MgO) foi
aplicado na dose de 5 t/ha nas parcelas que ndo receberam silicato de calcio
objetivando equilibrar o nivel de cdlcio em todos os tratamentos. Na safra
2009/2010, foi estudado o efeito residual do silicato de célcio e do calcério
aplicados na safra 2008/2010.

Sementes de sorgo das linhagens BRO0O8 e BRO09, respectivamente,
moderamente resistente e suscetivel a antracnose, foram semeadas nas sub-
subparcelas contendo 8 linhas de 10 m espacadas de 0,8 m e com,
aproximadamente, dez plantas por metro linear apds o desbaste. A adubagdo de
semeadura para os dois experimentos foi de 500 kg/ha da férmula 8-28-16 (N-P-
K) + Zn. As adubag¢des de cobertura com nitrogénio foram realizadas aos 20 e 30
dias apds a emergéncia das plantulas, utilizando-se 45 kg/ha de uréia. A aplicacdo
do fungicida epoxiconazole + piraclostrobin na dose de 0,6 I/ha foi realizada aos
45 e 60 dias apds a semeadura.

A severidade da antracnose foi avaliada em 2 folhas por planta totalizando
24 plantas de cada sub-subparcela apés o aparecimento dos primeiros sintomas

nas folhas das plantas da linhagem BRO09, totalizando seis avaliages. A
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severidade foi avaliada utilizando-se a escala diagramatica de Sharma (1983) e os
valores obtidos foram usados para calcular a drea abaixo da curva de progresso da
antracnose (AACPA) de acordo com Shaner & Finney (1977).

As paniculas das plantas utilizadas para avaliar a severidade foram colhidas,
embaladas em sacos de papel e colocadas em estufa a 42°C por 24 h. Apds a
debulha, os grios foram pesados e a produtividade de grios por hectare estimada
considerando-se o teor de umidade de 13%. Das mesmas plantas utilizadas para
avaliar a severidade, coletaram-se folhas para determinar a concentragdo de Si,
utilizando-se a metodologia proposta por Korndorfer et. al. (2004).

O delineamento experimental foi o de parcelas sub-subdivididas com quatro
repeticdes. As parcelas corresponderam a aplicagdo de silicato de cdlcio ou
calcdrio, as sub-parcelas a aplicacdo ou ndo de fungicida e as sub-sub-parcelas as
duas linhagens de sorgo. Os valores das varidveis avaliadas foram submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk e de homogeneidade de Bartlett (Gomez &
Gomez, 1994). Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e a comparacdo das médias pelo teste de Fisher (LSD, P < 0.05)
utilizando-se o software Statistical Analysis System (SAS Institute, Inc., Cary,
NC). Os dados da concentragdo foliar de Si foram correlacionados com os dados

de producdo e da AACPA.

Resultados

Area abaixo da curva de progresso da doenca: para o primeiro experimento,
houve diferenca significativa para os fatores aplicagdo ou nao de silicato de célcio
(SC), pulverizag¢do ou ndo com fungicida (F) e linhagens (L) de sorgo e para as
interacdes L x SC, L x Fe SC x F (P <0,01) (Tabela 1). A aplicacdo de silicato
de célcio no solo reduziu a AACPA em 42 e 39%, respectivamente, nas linhagens
BR0O09 e BR0O08 (Tabela 2). Independentemente da adi¢do ou ndo do silicato de
calcio ao solo, a linhagem BRO08 apresentou AACPA 89% menor do que a da
linhagem BROO09 (Tabela 2). A pulverizagdo com fungicida reduziu a AACPA em
39 e 50%, respectivamente, nas linhagens BR0O09 e BRO08 (Tabela 2). Na
auséncia do fungicida, houve reducio de 88% na AACPA para a linhagem BR0OS

em relacdo a linhagem BRO09. Na presenca do fungicida, esta reducdo foi 90%
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(Tabela 2). Para o segundo experimento, houve diferenca significativa apenas para
os fatores SC, L e F (P <0,01) (Tabela 1). Para a linhagem BROOS, observou-se
uma redugdo de 81% na AACPA em relacdo a da linhagem BRO09 (Tabela 6). A
aplicacdo de silicato de célcio ao solo reduziu a AACPA em 15% em relagéo a
nao aplicacdo desse produto. A aplicacdo de fungicida reduziu a AACPA em 30%
(Tabela 6).

Produtividade: para o primeiro e o segundo experimentos, houve diferenca
significativa apenas para os fatores SC, L e F (P < 0,01). Para o primeiro
experimento, a linhagem BROOS produziu 22 sacas/ha a mais do que a linhagem
BROO09 (Tabela 4). Com a aplicagdo de silicato de cdlcio no solo, obtiveram-se 10
sacas/ha a mais em relagdo a ndo aplicacdo desse produto (Tabela 4). Com a
aplicag¢do de fungicida, obtiveram-se 8 sacas/ha a mais do que na auséncia desse
tratamento (Tabela 4). No segundo experimento, a linhagem BRO08 produziu 14
sacas/ha a mais do que a linhagem BRO09 (Tabela 6). Com a aplicagdo de silicato
de calcio no solo, obtiveram-se 12 sacas/ha a mais do que a ndo aplicagdo desse
produto. Com a aplicacdo de fungicida, obtiveram-se 3 sacas/ha a mais em relagcdo
a nao aplicacdo (Tabela 6).

Concentraciao foliar de Si: para o primeiro experimento, houve diferenca
significativa para os fatores SC e L e para a interacio SC x L (P < 0,01). A
concentracdo foliar de Si aumentou significativamente com a aplicagdo de silicato
de célcio ao solo, independentemente da cultivar de sorgo. N@o houve diferenca
significativa entre as duas linhagens para a concentragdo foliar de Si com a
aplicagdo de calcdrio. Porém, com a aplicacio de silicato de célcio, a
concentracdo foliar de Si foi significativamente maior para a linhagem BROOS.
Para o segundo experimento, houve diferenca significativa (P < 0,01) apenas para
o fator SC. A concentragdo foliar de Si foi 20 vezes maior nas plantas cultivadas
na presenga do silicato de cédlcio do que na presenca de calcario (Tabela 6).
Correlacio de Pearson: para o primeiro experimento, a produtividade
correlacionou-se significativa e positivamente com a concentracio foliar de Si,
exceto quando ndo foi aplicado silicato de cdlcio no solo. A correlagdo entre a
concentracdo foliar de Si e a AACPA foi significativa e negativa apenas para as

duas linhagens e com a aplicacdo do silicato de célcio ao solo. Para o segundo
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experimento, a concentracdo foliar de Si correlacionou-se positiva e
significativamente com a produtividade, exceto na auséncia ou presenga do
silicato de cdlcio no solo. Nao houve correlagdo entre a concentragéo foliar de Sie
a AACPA, independentemente da aplicacdo ou ndo de fungicida, linhagens de

sorgo e adi¢cdo ou ndo de silicato de célcio no solo (Tabela 7).

Discussao

Os resultados deste estudo demonstraram que a aplicagdo de Si em um solo
deficiente nesse elemento foi eficiente para reduzir a severidade da antracnose do
sorgo e, consequentemente, aumentar a produtividade, especialmente quando se
utilizou uma linhagem suscetivel. Estes resultados corroboram com relatos
anteriores de que o Si € eficiente em reduzir a intensidade de algumas doencas no
campo. Datnoff et al. (1991) aplicaram silicato de cdlcio em um solo deficiente
em Si nas doses de 0, 5, 10 e 15 ton ha™ e observaram uma reducdo na severidade
da brusone no pescoco e da mancha parda de 31 e 15%, respectivamente, em
relagio 2 testemunha. Seebold (1998) demonstrou que a aplicagdo de 500 kg ha™
de Si em um solo deficiente nesse elemento reduziu a severidade da brusone nas
folhas e no pescoco em 40 e 72%, respectivamente, em relacdo a testemunha, a
qual ndo recebeu Si.

A linhagem BROOS apresentou maior concentragdo de Si quando comparada
a BR009. Segundo Ma et al. (2003), a variagdo na concentracdo de Si em graos de
cevada é geneticamente controlada e pode ser associada a cultivares com
capacidade diferenciada na absor¢do de Si pelas raizes, além de diferencas na
translocacdo e deposicao desse elemento. Em arroz e milho, ja foram identificados
genes que codificam proteinas transportadoras do dcido monosilicico (Ma et al.,
2006, 2007; Mitani et al., 2009). No entanto, apesar de o sorgo ser uma espécie
acumuladora de Si, a base genética do processo de absorcdo do Si pelas raizes e a
translocagdo desse elemento € desconhecida. Assim, essas informagdes seriam de
grande importancia para o melhoramento de cultivares de sorgo visando a uma
maior absorcdo do Si pelo sistema radicular.

O efeito residual do silicato de cdlcio no solo contribuiu para diminuir a

severidade da antracnose e aumentar a produtividade do sorgo em cultivos
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posteriores, confirmando os resultados obtidos por Datnoff et al.(1991) e Seebold
et al. (2004). A maior diferenca de produtividade nas parcelas com aplicacdo de
silicato de cdlcio em relacdo a daquelas onde ndo foi aplicado esse produto no
segundo ano de cultivo em relagdo ao primeiro ano deve-se, provavelmente, a
menor pressao de indculo presente nessa safra.

Apesar da aplicacdo de silicato de calcio no solo ter resultado em uma
menor redu¢do na AACPD quando comparada com a pulverizacdo de fungicida,
esse decréscimo € bastante considerdvel, pois garantiria uma redu¢do no nimero
de aplicacdes de fungicida durante o ciclo da cultura. Isso se refletird ndo apenas
em ganhos econdmicos para o produtor, mas também € uma estratégia que evitard
a selecdo de populagdes do patdgeno resistentes aos fungicidas. Outros autores
também relataram a interacdo Si X fungicidas. Datnoff & Snyder (1994)
mostraram que a aplicacdo de 2000 kg ha™' de Si no solo para o controle da
brusone ndo diferiu significativamente da aplicacdo do fungicida benomil. Em
outro estudo, Seebold et al. (2004) também demonstraram que o Si, na dose de
1000 kg ha”, utilizado juntamente com a dose cheia do fungicida resultou em
maior reducdo na intensidade da brusone. No entanto, o uso do Si em combinagédo
com doses reduzidas do fungicida (10 e 25%) foram eficientes em reduzir a
severidade da brusone tanto quanto a dose cheia do fungicida.

Diante do exposto, pode-se concluir que o Si pode ser utilizado no manejo
da antracnose do sorgo em cultivares suscetiveis e moderadamente resistentes e,

consequentemente, reduzir o nimero de aplica¢des de fungicidas.
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Tabela 1. Andlise de variancia dos efeitos da aplicagdo ou ndo de silicato de
célcio, linhagens de sorgo e pulverizacdo ou ndo de fungicida na 4rea abaixo
da curva de progresso da antracnose (AACPD), produtividade e concentracdo
foliar de silicio (Si).

E s P>F
ontes de Variagdo = -

gl AACPA Produtividade Si (g/kg)

(sacas/ha)

Experimento 1
Silicato de célcio (Si) 1 < 0.0001 < 0.0001 < 0.0001
Linhagens (L) 1 < 0.0001 < 0.0001 0.0093
SixL 1 < 0.0001 0.8887 0.0171
Fungicida (F) 1 < 0.0001 < 0.0001 0.7333
SixF 1 < 0.0001 0.2981 0.5265
LxF 1 < 0.0001 0.0744 0.5010
SixLxF 1 0.0699 0.3053 0.3646
Experimento 2
Silicato de célcio (Si) 1 0.0429 < 0.0001 < 0.0001
Linhagens (L) 1 < 0.0001 < 0.0001 0.8195
Six L 1 0.9071 0.1759 0.7805
Fungicida (F) 1 0.0004 0.0444 0.8195
SixF 1 0.8720 0.5578 0.6314
LxF 1 0.3145 0.9908 0.4669
SixLxF 1 0.2763 0.2089 0.7805

P > F = nivel de significancia do teste de F. g.1. = graus de liberdade.



Tabela 2. Efeito das interagdes linhagens de sorgo x
aplicag@o ou ndo de silicato de célcio e de linhagens
de sorgo x pulverizacdo ou nio de fungicida na 4rea
abaixo da curva de progresso da antracnose
(AACPA) para o primeiro experimento.

Efeito Linhagem

BRO09 BR008

Sem Silicato de calcio 1562 Aa 161,7 Ab
Com Silicato de calcio 903,18 Ba 98,35 Bb

Sem Fungicida 15294 A a 173,5 Ab
Com Fungicida 935,78 Ba 86,55 Bb

Meédias seguidas pela mesma letra, mintsculas nas linhas e
maidsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de
Fisher (P < 0,05).
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Tabela 3. Efeito da interagdo aplicagdo ou ndo de silicato
de célcio x pulverizacdo ou ndo com na drea abaixo da
curva de progresso da antracnose para O primeiro
experimento.

Tratamentos Sem Com
Fungicida Fungicida
Sem Silicato de calcio 1091,7 Aa 632 Ab
Com Silicato de calcio 611,2 Ba 390,4 Bb

M¢édias seguidas pela mesma letra, mindsculas nas linhas e
maiudsculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Fisher (P <
0,05).
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Tabela 4. Produtividade de graos de sorgo em fungdo da
aplica¢@o ou nido de silicato de célcio, linhagens de sorgo
e pulverizacdo ou ndo com fungicida para o primeiro
experimento.

Tratamentos Produtividade (sacas/ha)
Com Silicato de calcio 20,20 a
Sem Silicato de calcio 30,27 b
Linhagem BR009 13,99 a
Linhagem BRO00S 36,47 b
Sem Fungicida 21,58 a
Com Fungicida 28,88 b

Meédias seguidas pela mesma letra para cada par de tratamentos nao
diferem significativamente entre si pelo teste de Fisher (P < 0.05).
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Tabela 5. Efeito da interagdo linhagens de sorgo X aplicagcdo
ou ndo de silicato de célcio na concentragdo de silicio foliar
(g/kg) para o primeiro experimento.

Tratamentos Sem Silicato de Com Silicato de
Calcio Calcio
Linhagem BR009 0,31 Aa 8,53 Ab
Linhagem BR0OO0S 0,51 Aa 12,07 Bb

Meédias seguidas pela mesma letra, mintsculas nas linhas e maidsculas
nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Fisher (P < 0.05).
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Tabela 6. Area abaixo da curva de progresso da antracnose (AACPA),
produtividade de graos de sorgo e concentracio foliar de silicio (Si) em fun¢do da
aplicag¢@o ou nio de silicato de célcio, linhagens de sorgo e pulverizacdo ou nao

com fungicida para o segundo experimento.

Tratamentos AACPD Produtividade (sacas/ha)  Si (g/Kg)
Sem Silicato de Calcio 618,79 a 21,76 a 0,29 a
Com Silicato de célcio 727,89 b 3381b 59b
Linhagem BR009 1127,11 a 3471 b 3,06 a
Linhagem BR0O0S 219,57 b 20,86 a 3,12 a
Sem Fungicida 790,78 a 26,10 a 3,12 a
Com Fungicida 5559b 29,48 b 3,06 a

Meédias dentro de cada coluna, para cada par de tratamentos, ndo diferem significativamente entre

si pelo teste de Fisher (P < 0.05).
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Tabela 7. Coeficientes de correlacio de Pearson da produtividade e drea abaixo da
curva de progresso da antracnose (AACPA) com a concentracdo foliar de silicio
(Si) na auséncia (-) ou presenca (+) de fungicida, para cada linhagem de sorgo e
aplicagd@o (+) ou nao (-) de silicato de célcio para os dois experimentos.

Fungicida Linhagens Silicato de
cdlcio
- + BR0O0O8 BRO09 - +
Experimento 1
Si x produtividade ~ 0,52°  0,48" 0,757 0.3 0,13™ 0,52

Si x AACPA

0,40™ -0,36" -0,49°  -0.647 0,23 -0,52°

Experimento 2

ek ok ok EX]

Si x produtividade 0,54 0,61 0,78 0.76

0,13"  0,09"

Si x AACPA -0,77" -0,13™ -0,43™  -0.23™ 0,03™ -0,02"

™ # e ** = ndo significativo, significativo a 5% e a 1% de probabilidade, respectivamente.
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CAPITULO 4

SILICIO NA POTENCIALIZACAO DA RESPOSTA HORMONAL
ENVOLVIDA NA RESISTENCIA DO SORGO A ANTRACNOSE
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Silicio na potencializaciao da resposta hormonal envolvida na resisténcia do

sorgo a antracnose

Resumo

O Silicio (Si) tem efeitos benéficos no crescimento e producdo das plantas
amenizando os estresses bidticos e abidticos incluindo doengas, pragas, seca e
desbalanco nutricional. Esse efeito benéfico do Si é mais evidente sob condicdes
de estresse. No entanto, o exato mecanismo que o Si atua aumentando a
resisténcia das plantas ainda € desconhecido. Desta forma, o objetivo desse
trabalho foi elucidar os mecanismos pelos quais o Si aumenta a resisténcia do
sorgo a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum sublineolum, investigando
as rotas de sinalizacdo hormonal. Para isto, a linhagem de sorgo (BRO009) foi
crescida em solucdo nutritiva suprida (2 mM) ou ndo (0 mM) com Si. Além de o
Si reduzir a severidade da antracnose, esse elemento também alterou as vias de
sinalizacdo hormonal ativadas por C. sublineolum, pois os transcritos dos genes
marcadores como ACC oxidase, GH3.1 e também dos genes relacionados com as
vias do dcido jasmodnico e do 4cido salicilico foram induzidos nas plantas
inoculadas e supridas com Si. Os resultados deste estudo sugerem que o Si pode
interagir com muitos componentes chaves do sistema imune do sorgo,
potencializando sua resisténcia ao patégeno.

Palavras-chave: silicio, hormoOnios, defesa, antracnose

Introducao

E sabido que os horménios regulam vérios aspectos do crescimento e
desenvolvimento das plantas (Leyser, 2006; Teale et al., 2006). Muitos estudos
suportam a idéia de que as vias de sinalizacdo em plantas sdo compostas de redes
intricadas que interagem mutuamente permitindo que a planta responda aos
diferentes tipos de estimulos ambientais (Achard et al., 2006; Fu & Harberd,
2003; Halliday, 2004). Deste modo, existem evidéncias de que os hormdnios
regulam respostas das plantas ao ambiente, especialmente aquelas relacionadas ao
ciclo de vida e as condi¢gdes adversas ao crescimento, incluindo muitos tipos

estresses. Sob o ataque de patégenos, a quantidade, a composicdo e 0 momento da
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combinagdo de hormdnios produzidos pelas plantas variam entre as espécies e
dependem do estilo de vida e da estratégia de infec¢do do patégeno. Este sinal
resulta na ativagdo de um grupo especifico de genes relacionados com a defesa, os
quais determinam a natureza e a efetividade da resposta que € ativada pelo
patégeno. Os hormoénios dcido salicilico (AS), dcido jasmonico (AJ) e etileno
(ET) exercem papéis importantes na regulacio das respostas de defesa das plantas
contra varios patégenos (Dong, 1998). Embora em muitos patossistemas seja claro
o envolvimento do AS na resisténcia a patdgenos biotréficos e do JA na
resisténcia aos necrotréficos, existem muitas exce¢des para esta regra.
Recentemente, novos estudos indicam que outros compostos hormonais,
especialmente as auxinas, estdo envolvidos na resposta das plantas ao stress.

Por outro lado, alguns patégenos podem manipular essas vias de sinalizagao
reguladas por hormoénios na tentativa de suprimir as respostas de defesa do
hospedeiro. O fato de que os patdgenos podem produzir hormdnios como parte de
sua estratégia de colonizagdo tem sido bem documentado como, por exemplo,
para Botrytis cinerea, um patdégeno necrotréfico que produz ET. Além disso,
vdarias bactérias também sdo capazes de produzir auxina para desencadear o
processo infeccioso nos seus hospedeiros (Glickmann et al., 1998).

Um dos papéis mais importantes do silicio (Si) € o aumento da resisténcia
das plantas, especialmente as monocotiledoneas, ao ataque por patdgenos
(Datnoff et al., 2007). No entanto, apesar de muitos estudos demonstrarem um
papel ativo desse elemento na resisténcia das plantas as doengas, nada se conhece
sobre as vias de sinalizagdo que envolve os miltiplos mecanismos de defesa
modulados por esse elemento.

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi elucidar os mecanismos pelos
quais o Si aumenta a resisténcia do sorgo a antracnose, causada pelo fungo

Colletotrichum sublineolum, investigando as rotas de sinaliza¢do hormonal.

Material e Métodos

Preparacio da solucdo nutritiva: a solucdo nutritiva foi preparada segundo
Hoagland & Arnon (1950) com algumas modificagdes: 3,0 mM KNO3; 0,5 mM
NH4H2PO4; 1,0 mM MgS04-7H20; 2,0 mM Ca(NO3)-4H20; 0,30 uM
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CuS04-5H20; 0,33 uM ZnS0O4-7H20; 11,5 uM H3BO3; 3,5 uM MnCl12-4H20;
0,1 uM NH4).6M0702-4H20; 50 uM FeS0O4-7H20 e 50 uM EDTA bissédico. O
acido monosilicico, obtido pela passagem do silicato de potdssio através de uma
coluna contendo resina trocadora de cations (Amberlite IRA 410) (Ma et al.,
2002) foi adicionado a solucdo nutritiva nas concentragdes de 0 (-Si) ou 2 mmol
Si/L (+Si).

Crescimento das plantas de sorgo: sementes de sorgo da linhagem CMSXS142
[BR 009 (Tx623) - Texas], suscetivel a antracnose (Carlos R. Casela,
Comunicagdo Pessoal), foram lavadas em solucdo de hipoclorito de sddio (10%)
por dois minutos, seguidas de lavagem em dgua destilada por trés minutos e
germinadas em rolos de papel filtro embebidos com dgua e mantidos a 25°C por 6
dias. Cinco plantulas foram transferidas para vasos plasticos de 5 litros contendo
solug@o nutritiva 1/2 de forga idnica da solucdo anteriormente citada, mas sem
adicdo de Si. Ap6s 7 dias, a concentrag@o da solugéo utilizada foi modificada para
forca total, adicionando-se ou ndo o dcido monosilicico. A solug@o nutritiva foi
aerada, trocada a cada quatro dias e o pH foi verificado diariamente e mantido
entre 5,5 € 6,0.

Obtenciao do inéculo de C. sublineolum e inoculagao das plantas: as plantas de
sorgo foram inoculadas com um isolado monospérico de C. sublineolum
(CNPMS-12) fornecido pelo Laboratério de Resisténcia as Doengas da
EMBRAPA - Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, Sete Lagoas/MG. O
isolado de C. sublineolum, armazenado em tubos de ensaio com BDA contendo
6leo mineral, foi repicado para placas de Petri contendo meio de cultura aveia-
dgar (aveia 60 g/L e 4gar 17g/L). Apds a repicagem do fungo, as placas foram
transferidas para camara de crescimento tipo B.O.D. com fotoperiodo de 12 h e
temperatura de 25°C, onde permaneceram por até 10 dias até ocorrer abundante
crescimento micelial. Em seguida, foi feita uma raspagem superficial do micélio e
as placas foram transferidas para cdmara de crescimento com luz constante e
temperatura de 25°C para ocorrer a esporulacdo do fungo. O inéculo foi preparado
adicionando-se 10 ml de 4dgua destilada em cada placa fazendo-se uma raspagem
superficial, com espatula, para liberagdo dos conidios. A suspensdo obtida foi

filtrada em gaze e ajustada para a concentracio de 1 x 10° conidios/mL, pela
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contagem em hemacitdmetro, contendo Tween 20 (0,1 ml/100 ml de suspensdo).
As plantas crescidas em casa de vegetagdo foram inoculadas aos 30 dias de idade.
Ap6s a inoculagdo, as plantas foram transferidas para camara de nevoeiro a 25°C e
umidade relativa de = 90%. Ap6s 18 h no escuro, as plantas foram transferidas
para camara de crescimento a 26°C e umidade relativa de = 50% onde
permaneceram até o final das avaliacdes.

Avaliacao da severidade da antracnose: a severidade foi avaliada aos 2, 4, 6, 8
e 10 dias apds a inoculagdo (dai) das plantas utilizando-se a escala diagramética
de Sharma (1983).

Extracao do RNA, sintese de cDNA e analise da expressao génica por PCR
em tempo real (RT-qPCR): o RNA total foi obtido de tecidos de folha
armazenados em freezer -80 utilizando-se o “Invisorb Spin Plant RNA Mini kit”
(Invitek, Berlin, Germany) e, subsequentemente, tratado com “turbo DNase” de
acordo com o protocolo do fabricante (Ambion, Applied Biosystems, Lennik,
Bélgica). Antes da sintese da primeira fita de cDNA, a auséncia de DNA
gendmico foi confirmada por PCR. A concentragdo de RNA foi checada antes e
depois da digestdo com “turbo DNase”. A primeira fita de cDNA foi sintetizada a
partir de 2 pg de RNA total usando o “affinityscript reverse transcriptase” e oligo
dT primers (Stratagene, Bio-Connect, Huissen, The Netherlands). As seqiiéncias
de nucleotideos dos primers encontram-se na Tabela 1. Para cada par de primers,
as temperaturas Otimas de anelamento foram pré- determinadas pelo gradiente
PCR em termociclador. Somente pares de primers com eficiéncia entre 90 e 110%
foram usados para os estudos de expressdo. Quantitativas amplificagdes de PCR
foram conduzidas utilizando-se “Mx3005P real-time PCR detection system”
(Stratagene, Amsterdam, Holland), usando “Sybr master mix” (Stratagene, Bio-
Connect, Huissen, The Netherlands) para monitorar a sintese de dsDNA. A
expressao dos genes Sb06g003010, CF772606, B1245631, BF705195 e BF586333
foi avaliada em triplicata em um volume total de 20 pL incluindo o corante de
referéncia passiva ROX de acordo com as instru¢des do fabricante (Stratagene). A
quantidade de RNA em cada amostra foi normalizada utilizando-se a actina como

controle interno e amostras do primeiro tempo de coleta das plantas ndo
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inoculadas foram selecionadas como calibrador. Os dados gerados foram

analizados no software Mx3005P (Stratagene).
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Tabela 1. Primers especificos utilizados para o RT-qPCR.

. , Acesso no
Possivel proteina Forward (5°-3’ Reverse (3’-5°
P Genbank ( ) ( )

Actina ShO 6g003 010 ZCACAGCTCATGGCCGAGC SSGTTGGCTCGGTGAAGG
Proteina induzida CF772606 ACCAGCAGCAACGACCAA CCAGCAGCATCAAGCAAA
Benzotiadiazole CGAG CAAG

Proteina regulada por BI245631 AGCGCAGAGGAGGATCCA  TTGCCATCAACAGGGCCA
Acido Jasmonico TGAG TCGG

GH 3.1 Sb03g03 6680 gGACCGCAAGCTGATTCCC é"cl;GCGCGTGAGGATGGTG
1-aminocicloproprano BF705195 ACAAACTCAGCCTGCCTGC  AAGTTGGCGTAGTGCGCC
1-carboxilato oxidase CTC TTGG

Lipoxigenase BF586333 igGCGGCCTCTTCGAGACA igCCAGATTGCCAGCCCG
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Resultado e Discussao

A severidade da antracnose nas plantas supridas com Si foi crescente dos 3
até aos 9 dias, onde atingiu 100% (Fig. 1). Nas plantas nio supridas com Si, o
progresso da antracnose foi mais lento, com severidade maxima de 12% aos 11
dias (Fig. 1).

Os jasmonatos sdo derivados do &cido linoléico, resultado da acdo de
lipoxigenases (Hamberg & Gardner, 1992). Os niveis de AJ aumentam localmente
em resposta a infeccdo pelo patdgeno e tem importante papel na resisténcia basal
e induzida (Turner et al., 2002). Apesar da maioria dos casos o AJ estd envolvido
na resisténcia contra patégenos necrotréficos, a resisténcia contra os biotréficos e
hemibiotréficos também pode ocorrer. No presente trabalho, o gene responsavel
por codificar uma proteina regulatéria na via do AJ foi induzido as 48 hai em
plantas inoculadas com C. sublienolum e supridas com Si, com expressdo,
aproximadamente, 200 vezes maior do que o observado nas plantas do tratamento
controle (plantas ndo inoculadas e ndo supridas com Si) (Fig. 2). As 72 hai,
observou-se uma redugcdo no nivel de expressdo desse gene. Para o gene da
lipoxigenase, também foi observado um pico as 48 hai, seguido de decréscimo na
expressdo (Fig. 2). Esses resultados indicam que o Si interferiu na via de
sinalizacdo do AJ potencializando a expressdo da resposta de defesa do sorgo e
resultando em um aumento do nivel de resisténcia contra C. sublienolum.

O AS € um hormoénio que estd presente em muitas plantas em vérios niveis e
estd envolvido na resisténcia sistémica adquirida (RSA) sendo associado com a
reprogramacdo transcricional de varios genes relacionados & defesa, incluindo as
proteinas relacionadas com a patogénse (PR-proteinas) que podel apresentar
natureza antimicrobiana (Vlot et al., 2009). O benzothiadiazole, um produto
sintético, andlogo ao AS também induz RSA em vdrias espécies de plantas. No
presente estudo, observou-se que as 48 hai houve um aumento na expressdo do
gene que codifica uma proteina induzida pelo benzothiadiazole (Fig. 2). Esse pico
ocorreu nas plantas inoculadas e supridas com Si, indicando que esse elemento
pode atuar como modulador de eventos da sinalizagdo do AS exercendo, desta

forma, um importante papel na resisténcia local e também sistémica.
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A auxina é um outro horménio envolvido na modulagdo das respostas de
defesas das plantas, e alguns estudos mostram que a inibi¢cao na biossintese ou na
sinalizacdo desse hormdnio é parte do mecanismo de defesa mediado pelo AS
(Wang et al. 2007). Muitos patégenos produzem auxina durante a colonizagdo das
plantas visando manipular a resisténcia dos seus hospedeiros (Spaepen et al.,
2007). Alguns estudos mostram que certas espécies de Colletotrichum produzem
auxina em meio de cultura (Maor et al., 2004). A GH3.1 consiste de uma familia
de genes que codificam IAA-amino sintetases que sdo responsdveis pela
homeostase hormonal através da conjuga¢do do excesso de formas livres do IAA
a aminodcidos (Staswick et al., 2005). Desta forma, um aumento na expressio do
GH3.1 resulta em uma deplecdo na sinalizacdo da auxina levando a ativacdo de
genes de defesa. Verificou-se neste trabalho que o gene GH3.1 foi induzido as 24
hai nas plantas inoculadas e supridas com Si, atingindo maxima expressio as 48
hai (Fig. 2). Esses resultados indicam que o Si pode interferir no mecanismo
regulatério da auxina por meio da ativacido do gene GH3.1.

O ET é um hormdnio volatil que tém importante fun¢do na regulacdo do
crescimento das plantas e participa nas respostas de defesa ao estresses bidticos e
abidticos (Wang et al, 2002). A enzima dcido I-carboxilico-1-
aminociclopropano oxidase (ACC oxidase) participa da ultima etapa da
biossintese do etileno e tem atividade frequentemente aumentada em resposta ao
stress (Wang et al., 2002). Plantas deficientes na sinalizacdo do etileno podem
apresentar aumento ou reducfo na suscetibilidade a patégenos (Bent et al., 1992;
Hoffman et al., 1999). Analisando a expressdo do gene que codifica para uma
ACC oxidase, observou-se um pico na indugédo as 48 hai nas plantas inoculadas e
supridas com Si (Fig. 2), indicando que o ET pode contribuir para a resisténcia do
sorgo a antracnose na presenca de Si.

O Si parece interferir nas vias de sinalizagdo hormonal ativadas por C.
sublineolum, pois muitos transcritos de genes marcadores como ACCoxidase,
GH3.1e genes relacionados as vias do dcido jasmonico e do acido salicilico foram
induzidos nas plantas inoculadas e supridas com Si. Os resultados deste estudo
sugerem que o Si pode interagir com muitos componentes chaves do sistema

imune do sorgo, potencializando sua resisténcia ao patégeno.
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Figura 1. Progresso da antracnose avaliado na quinta e na sexta folhas de plantas

de sorgo supridas (+Si) ou ndo (-Si) com silicio na soluc¢do nutritiva.
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Figura 2. Andlise da expressdo de genes em folhas de plantas de sorgo supridas
(+Si) ou nao (-Si) com silicio e inoculadas com Colletotrichum sublineolum.
Plantas ndo inoculadas com C. sublineolum (0 hai) serviram com controle. O nivel
de expressdo relativa dos genes correspondeu ao aumento da expressio em
relac@o ao calibrador da amostra em plantas ndo supridas com Si e ndo inoculadas
com o fungo (0 hai) normalizados utilizando-se actina como referéncia interna. As
barras sao médias (+ desvio padrdo) de trés repeticoes de amostras obtidas de um

experimento representativo.
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CONCLUSOES GERAIS

Diante dos resultados obtidos, concluiu-se que:

O Si além de atuar como bareira fisica, estd envolvido em atividades metabdlicas
especialmente em plantas submetidas a condi¢des de estresse

O Si afetou a fisiologia das plantas de sorgo infectadas por C. sublineolum
auxiliando-as na manuten¢do da integridade da membrana plasmédtica e sem
grandes alteracdes na fotossintese

O Si pode ser utilizado no manejo da antracnose do sorgo no campo em cultivares
suscetiveis e moderadamente resistentes, visando reducdo da doenca e ganhos na
producio

O Si parece interferir nas vias de sinalizacdo hormonal ativadas por C.
sublineolum, pois muitos transcritos de genes marcadores como ACCoxidase,
GH3.1e genes relacionados as vias do dcido jasmdnico e do acido salicilico foram

induzidos nas plantas inoculadas e supridas com Si.
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