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RESUMO

SILVA, lvanete Tonole da. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Agosto de 2008.
Possiveis efeitos do silicio no desenvolvimento da estria bacteriana do trigo.
Orientador: José Rogério de Oliveira. Co-Orientadores: Fabricio de Auvila
Rodrigues e Reginaldo da Silva Romeiro.

O presente trabalho avaliou o efeito do silicio (Si) no desenvolvimento da estria
bacteriana do trigo, causada pela bactéria Xanthomonas translucens pv. undulosa (Xtu),
e investigou por meio de microscopia e de marcadores bioquimicos mecanismos de
defesa possivelmente potencializados pelo elemento Si. Os experimentos foram
conduzidos em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeticdes. Plantas de trigo da cultivar BR18 foram cultivadas em vasos plasticos
contendo 1 kg de solo, ao qual adicionou-se 0,387 g de carbonato de célcio p.a.
(tratamento sem Si) ou 0,30 g Si kg™ de solo (tratamento com Si) sob a forma de silicato
de célcio ou volastonita. Os ensaios foram conduzidos em duas etapas. Na primeira,
plantas de trigo entre 0 37°e 0 41° dia apds a semeadura (d.a.s) foram inoculadas com
suspensdo bacteriana (ODs49 = 0,05 ou ODsgo = 0,1) para avaliar os componentes de
resisténcia periodo de incubacdo (PIl), periodo latente (PL), dindmica populacional da
bactéria in planta (DP), extravasamento de eletrolitos (EE) e severidade real da doenca.
Estes ensaios foram conduzidos duas vezes. Na segunda etapa, plantas de trigo entre o
37° e 0 41° d.as foram inoculadas com suspensdo bacteriana (ODss = 0,1) para
quantificar a atividade enzimatica das quitinases (QUI), peroxidases (POX) e
polifenoloxidases (PFO). Determinou-se também a concentracdo dos compostos
fendlicos sollveis totais (CFST) e dos derivados da lignina acido tioglicolico (DLATG).
Amostras para a analise microscépica e dos teores foliares de Si e de calcio foram
coletadas em ambas etapas do trabalho. Para os teores foliares de Si e calcio verificou-
se diferenca significativa apenas para o fator Si. Plantas supridas ou ndo com o
elemento Si ndo diferiram estatisticamente quanto aos componentes de resisténcia Pl,
PL, DP, EE e severidade. Diferencas significativas e pontuais entre plantas supridas e
ndo supridas com Si foram obtidas na determinagdo da atividade enzimatica das POX,
PFO e DLATG. No que diz respeito a determinacdo das QUI, diferencas estatisticas
foram obtidas ao longo de todo o periodo de avaliacdo. Neste caso, plantas de trigo ndo
supridas com Si e infectadas pela Xtu foram as que apresentaram maior atividade.

Observagdes ao microscopio eletronico de varredura revelaram degradagéo de cuticula e
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colapso do tecido parénquimatico em folhas de trigo infectadas. Estas observagdes nos
permitem concluir que tais danos estruturais ocorreram em funcdo da presenca do

patdbgeno Xtu. Mecanismos de resisténcia potencializados pelo Si ndo foram
observados.



ABSTRACT

SILVA, Ivanete Tonole da. D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August 2008.
Possible effects of silicon on wheat black chaff development. Advisor: José
Rogério de Oliveira. Co-Advisors: Fabricio de Avila Rodrigues and Reginaldo da
Silva Romeiro.

The present study evaluated the effects of silicon (Si) on wheat black chaff
development, caused by Xanthomonas translucens pv. undulosa (Xtu), and the defense
mechanisms enhanced by this element by microscopy and biologic markers. The
experiments were conducted in greenhouse in a completely randomized design with
four replications. Wheat plants (cultivar BR18) were grown on plastic pots containing 1
kg of soil with the addition of 0.387 g of calcium carbonate (treatment without Si) or 0.3
g Si (treatment with Si) using wollastonite as the source of this element. The essays
were conducted in two steps. In the first, wheat plants between 37 and 41 days after
seedling (d.a.s) were inoculated with a bacterial suspension (ODs4o = 0.05 or ODsyo =
0.1) to evaluate the following variables: incubation period (IP), latent period (LP),
bacterial population dynamics in plant (BDP), electrolyte leakage (EE) and disease
severity. The experiment was conducted once. In the second step, wheat plants between
37 and 41 d.a.s were inoculated with bacterial suspension (ODs4o = 0.1) to quantify the
activity of the enzymes chitinases (QUI), peroxydases (POX) and polyphenoloxydases
(PFO). The concentration of total soluble phenolics (TSP) and lignin thioglycolic acid
derivatives (LTAD) were also determined. Samples for microscopic analyses and also
for Si and calcium concentration on leaves were collected for both assay steps. Foliar
contents only differed significantly for Si variant. The variables IP, LP, BDP, EE, and
disease severity did not differ significantly between plants supplied or not with Si.
There were significant and punctual differences between plants supplied or not with Si
regarding the enzymatic activity of POX, PFO and LTAD. Regarding the QUI activity,
there were statistical differences between plants supplied or not with Si throughout the
entire evaluation period. In this case, wheat plants not supplied with Si and infected
with Xtu showed the highest enzyme activity. Scanning eletron microscopy
observations showed cuticle degradation and parenchyma tissue collapse in infected
wheat leaf tissues. The observations from this study allowed to conclude that such
structural injuries occurred as a result of Xtu infection. Silicon had not a great impact on

enhance the mechanisms of resistance examined on this study.
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1. INTRODUCAO

1.1. O patossistema Triticum aestivum vs. Xanthomonas translucens pv. undulosa

O trigo (Triticum aestivum L.) é uma espécie monocotiledénea pertencente a
familia poaceae e que desde a sua domesticacdo, apresentou grande expansdo mundial.
E uma planta de ciclo anual, cultivada durante o inverno e a primavera. No Brasil a
producdo do cereal estd concentrada nas regifes Sul (PR, RS e SC) e Sudeste (SP e
MG) sendo introduzido, paulatinamente, nas regides do cerrado brasileiro, sob
irrigacdo ou sequeiro (Bacaltchuk et al., 2006). De todas as espécies cultivadas
(cereais, leguminosas e oleaginosas) em terras brasileiras na safra 2008, o trigo
representou 4,1 % da producdo nacional (lbge, 2009). Dados do Ibge (2009) também
tém demonstrado que apesar dos aumentos de produtividade deste cereal os volumes

importados, anualmente, superam significativamente a produtividade nacional.

Dentre as doencas de etiologia bacteriana relatadas para a cultura no Brasil - a
queima da bainha, o crestamento da folha ou branqueamento e a estria bacteriana,
causadas pelas espécies, Pseudomonas fuscovaginae, P. syringae pv. syringae e
Xanthomonas translucens, respectivamente (Malavolta Jr. et al.,, 2008) - a estria
bacteriana do trigo destaca-se por ocasionar os maiores danos e perdas (Reis et al.,
2008). Varios patovares da bactéria X. translucens (X. t. pv. cerealis, X. t. pv. secalis,
X. t. pv. translucens e X. t. pv. undulosa) sdo conhecidos como 0s agentes causais da
estria bacteriana nos cereais de inverno (Bragard et al., 1995; Malavolta Jr. et al.,
2008). Destes, somente X. t. pv. cerealis, X. t. pv. translucens e X. t. pv. undulosa
infectam naturalmente as plantas de trigo e, apesar de ambos serem encontrados no
Brasil, apenas o pv. undulosa encontra-se amplamente disseminado entre os estados
produtores do grdo (Malavolta Jr. et al., 1998). Assim, consideraremos que a estria
bacteriana do trigo, também denominada “bacterial leaf streak” ou “black chaff”, tem
como agente causal a bactéria Xanthomonas translucens pv. undulosa (Smith, Jones &
Reddy 1919) Vauterin, Hoste, Kersters & Swings 1995 (ISPP, 2008).

Apesar de sua ocorréncia esporadica ao longo dos anos de cultivo, esta
bacteriose do trigo encontra-se disseminada em todos os paises produtores (EPPO,
2008). No Brasil é considerada uma doenca importante no norte do Parand, sul de S&o

Paulo e Mato Grosso do Sul. A reducdo no rendimento de grdos pode chegar a 40%.



Esta espécie € capaz de infectar o trigo, o triticale e o centeio, sobreviver interna e
externamente nas sementes e em restos culturais (Reis e Casa, 2005; Reis et al., 2008).

Os sintomas da doenca sdo mais facilmente observados nos estadios de
emborrachamento e espigamento, principalmente apds a ocorréncia de condigdes
climéaticas favoraveis (Mehta, 1993). Nas folhas, sdo observadas lesbes aquosas
(anasarca), estreitas e alongadas, tornando-se escuras. Sob alta umidade as lesdes
coalescem, destruindo grande extensdo do limbo foliar. E possivel constatar também a
producdo de pus bacteriano nos tecidos doentes. A bacteriose ¢ denominada “black
chaff” quando observada nas espigas € no pescogo. Em ataque severo pode provocar a
esterilidade das espigas. A doenca ocorre em temperatura variando de 15 a 30 °C, sendo
a faixa otima entre 18 e 22 °C. O periodo de incubagdo do patdgeno, em condigGes
artificiais de inoculacédo varia entre 4 e 14 dias ap0s a inoculacdo. A bactéria é capaz de
penetrar o tecido hospedeiro via estdmatos e colonizar preferencialmente o tecido
parénquimatico das folhas (Duveiller et al, 1997; EPPO, 2008).

A semente de trigo € a principal fonte de in6culo primario e 0 mais importante
agente de dispersdo e sobrevivéncia do patdogeno. Em sementes armazenadas sob
condic@es ideais a sobrevivéncia da bactéria é superior a trés anos (Mehta, 1993). Lotes
de sementes com valores menores que 1000 UFC/g de semente, ndo causam epidemia
no campo (Schaad e Forster, 1985). Embora a taxa de transmissdo da bactéria das
sementes para a parte aérea seja baixa (Schaad, 1987), Mehta (1990) e Mehta e Bassoi
(1993) constataram que quanto maior a contaminacdo das sementes, maior a
porcentagem de area foliar infectada e maior a perda no rendimento de gréos. “Nas
condicdes brasileiras ficou comprovado que a bactéria é transmitida exclusivamente por
sementes e que ndo sobrevive no solo e em restos culturais por mais de cinco meses,
provavelmente devido as altas temperaturas no verdo” (Mehta, 1993). Dentro da lavoura
sua disseminacdo ocorre por respingos de chuva, insetos, pelo trafego de maquinas e
implementos agricolas e pelo homem (EPPO, 2008).

O controle do patdgeno nas sementes de trigo pode ser realizado por
tratamento com calor seco (72 °C/7 dias) (Fourest et al., 1990) ou com produtos
quimicos como acetato clprico acidificado a 0,5% (45 °C/20 minutos), guazatine plus
(300 mL ou 400 g p.c./100 Kg de sementes) (Mehta e Bassoi, 1993) ou probenazole
granulado (2 Kg i.a./ha) (Luz, 1993). O tratamento com calor seco ndo é viavel para
grandes quantidades de sementes e ainda, assim como o acetato cuprico acidificado,

ocasiona reducgédo no poder germinativo delas. A producdo de sementes de trigo livres da
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bactéria e a rotacdo com culturas ndo hospedeiras sdo as medidas de controle mais
indicadas para essa bacteriose, j& que pouco progresso tem sido obtido no
desenvolvimento de cultivares resistentes (Reis e Casa, 2005). Neste contexto, a
nutricdo mineral de plantas destaca-se como aliada a0 manejo integrado para o controle

da estria bacteriana do trigo.

1.2. Silicio no sistema solo-planta e no controle de doencas

Os nutrientes minerais exercem funcdes especificas no metabolismo vegetal,
afetando o crescimento e a produtividade das culturas. Alteram a morfologia, a
anatomia celular e a composicéo quimica das células, podendo aumentar ou reduzir a
expressao da resisténcia das plantas aos patdgenos. A resisténcia das plantas as doencas,
apesar de geneticamente controlada, pode ser influenciada pelos fatores de ambiente. A
nutricdo mineral ¢, pois, um fator ambiental de facil manipulagdo visando ao controle de
doencas de plantas. Entretanto, € necessario conhecer como 0s nutrientes minerais
afetam a resisténcia das plantas aos patdgenos durante o processo de patogénese
(Marschner, 1995).

O silicio (Si), embora seja um dos elementos mais abundantes da crosta
terrestre, ndo € considerado agronomicamente essencial, mas benéfico. Como tal,
apresenta efeitos positivos somente para algumas espécies vegetais e sob condicdes
especiais de cultivo (Marschener, 1995). Dentre os beneficios potencializados pelo Si as
plantas podemos citar: aumento no contetdo de fosforo nos tecidos vegetais devido a
melhor disponibilidade desse elemento no solo e ou pela sua maior mobilidade das
raizes para o colmo; melhora no aproveitamento da dgua com consequente diminuicédo
na taxa de transpiracdo; aumento da rigidez das folhas, das bainhas foliares e do colmo,
tornando-o0s mais eretos e com maior area fotossintética; reducdo no nimero de graos
quebrados e, por fim, maior tolerancia a pragas e doengas (Epstein, 2001; Datnoff et al.,
2007).

O Si é um elemento mineral ndo encontrado livre na natureza e sim combinado
com oxidos de Al, Fe e Mn, e silicatos [Si(OH)4] que totalizam 60% da fragéo sélida do
solo. Solos tropicais e subtropicais sujeitos ao intemperismo intenso e lixiviacao,
cultivados em sucessdo, tendem a apresentar baixos niveis de Si, num processo
conhecido como dessilisificacdo. Embora o principal reservatério desse mineral seja a
fase solida do solo, a fonte para a absorcdo imediata de Si pelas raizes das plantas é a

solucéo do solo onde o Si pode ser encontrado na forma de &cido monosilicico - H4SiOy,
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com concentraces variando entre 3,5 e 40 mg Si L™ (Marschener, 1995; Epstein,
1999).

A absorc¢éo de Si pela planta ¢é favorecida pela disponibilidade de agua no solo,
por aumentar a liberacdo dele na solucdo e favorecer o fluxo de massa até as raizes
(Casey et al., 2003). Uma vez absorvido, o Si (H,4SiO,) é translocado para as folhas na
forma de &cido silicico monomérico, sendo entdo, depositado abaixo da cuticula como
um polimero hidratado — SiO,.nH,O (silica amorfa ou opala). Do total de Si absorvido,
99% acumula-se no interior das plantas na forma de &cido silicico polimerizado (opala)
e o restante, na forma coloidal ou ionica (Yoshida, 1965). Embora todas as plantas
cresgcam com o sistema radicular em contato com Si na solucdo do solo e este elemento
possa estar em elevadas concentracBes, o acumulo na parte aérea das plantas varia
significativamente, de 0,1 a 10% do peso da matéria seca. Isto se deve efetivamente a
habilidade diferencial do sistema radicular das espécies em absorver o Si a partir da
solucgéo do solo (Ma e Yamaji, 2006; Mitani e Ma, 2005).

Inimeros sdo os relatos na literatura mostrando reducdo na intensidade de
importantes doencas em arroz e hortalicas com o uso do Si. Particularmente em arroz,
importantes doencas fungicas como a brusone (Magnaporthe grisea) — patossistema
modelo nos estudos envolvendo Si - a mancha parda (Cochliobolus miyabeanus), a
podriddo do colmo (M. salvinii), a escaldadura (Monographella albescens), a queima
das bainhas (Thanatephorus cucumeris) e a descoloracdo dos grdos (espécies de
Bipolaris, Fusarium e outros), tiveram suas intensidades significativamente reduzidas
com a aplicacdo de Si no solo (Datnoff et al., 1997; Savant et al., 1997; Rodrigues et
al., 2001, 2003). A literatura também registra o efeito positivo do Si no controle de
doencas fldngicas em dicotileddneas cultivadas comercialmente, principalmente em
hidroponia, tais como o mildio pulverulento (Podosphaera xanthii) em abobora, a
podriddo das raizes (Pythium ultimum) e a murcha-de-fusario (Fusarium solani) em
pepino, o mildio pulverulento (Uncinula necator) da videira e o oidio (Sphaeroteca
pannos) da roseira (Miyake e Takahashi, 1983; Bowen et al., 1992; Menzies et al.,
1991; Chérif et al., 1992; Bélanger et al., 1995).

Os mecanismos de resisténcia morfoldgicos, citoldgicos, ultraestruturais,
citoquimicos e ou bioquimicos conferidos pelo Si permanecem sendo investigados.
Matichenkov. et al. (2008) quantificaram o acido monosilicico e o acido polisilicico -
formas solUveis de Si - em diferentes drgdos de espécies vegetais do tipo C3 e C4 e

constataram grande variacdo nos seus teores. Em funcdo dos resultados obtidos os
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autores concluiram: i) a absorcao do Si se da de maneira ativa, ou seja, a absor¢do do Si
é maior que a absor¢do da agua (Jones e Handreck, 1967); ii) o transporte do elemento
no interior dos tecidos vegetais se da sob a forma de acido polisilicico e, iii) ambos
participam de importantes processos quimicos e bioquimicos (oxidagdo, reducéo,
formacéo de grupos funcionais e etc) no interior dos tecidos vegetais.

Dentre as hipoteses comumente aceitas para explicar o aumento da resisténcia
de determinado hospedeiro, mono ou dicotileddneas, a um patdgeno especifico, tanto os
impedimentos fisico e quimico devem ser considerados. Assim citamos: densidade de
células silicificadas na epiderme (Ishiguro, 2001); deposicdo e polimerizagdo do &cido
silicico, abaixo da cuticula, formando uma dupla camada cuticula-silica (Yoshida,
1965); fortificacdo da parede celular de células da epiderme (Kim et al., 2001); acumulo
de compostos fendlicos - material osmiofilico e ou fitoalexinas (Rodrigues et al., 2004);
aumento na atividade de enzimas relacionadas a patogénese - quitinases, peroxidases,
polifenoloxidases, fenilalanina aménia-liase (Chérif et al., 1994; Fawe et al., 1998,
2001; Jones, 1984).

Particularmente para trigo, uma espécie tipicamente acumuladora de silicio
(Rafi e Epstein, 1999; Casey et al., 2003; Rains et al., 2006), existem poucos relatos
quanto a resisténcia conferida pelo Si as principais doencas. Bélanger et al. (2003)
reportaram uma extensiva deposicdo de fendis glicolizados, apds marcacao citoquimica
com sonda especifica, na parede das células da epiderme de trigo recebendo Si e
colonizadas por Blumeria graminis f.sp. tritici, agente causal do oidio. A presenca
desses compostos também foi observada envolvendo a membrana extra-haustorial do
fungo, comprometendo a absorcdo de nutrientes. Rémus-Borel et al. (2005) também
verificaram a presenca e acumulo de compostos fungitdxicos (fendlicos e ou
fitoalexinas) circundando as zonas de infec¢do (células vegetais parasitadas, em
colapso) adjacentes aos haustérios e cadeias de conidios - ap6s analise ultraestrutural
(TLC e HPLC) e microscopica (luz e fluorescéncia) - somente em plantas de trigo
infectadas com B. graminis f.sp. tritici e tratadas com Si.

Da mesma forma, estudos envolvendo o uso do Si como agente
potencializador de resisténcia as fitobacterioses séo raros. Chang et al. (2002) estudando
o efeito do Si no patossistema arroz vs. Xanthomonas oryzae pv. oryzae em ensaio no
campo, constataram que as folhas das plantas submetidas a fertilizacdo silicatada
apresentaram maiores teores do elemento e menores teores de aglcares soluveis totais.

Consequentemente, observaram menor taxa de multiplicacdo da bactéria nos tecidos
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foliares e maior grau de resisténcia (inibicdo da epidemia) a mancha bacteriana. Estes
autores concluiram também que o Si, isoladamente, ndo controlou a epidemia por
completo, mas melhorou a resisténcia de campo.

Dannon e Wydra (2004) estudando o efeito do Si no controle da murcha
bacteriana (Ralstonia solanacearum) em tomateiro, sob cultivo hidroponico, verificaram
reducdo na incidéncia e na severidade da doenca nos genétipos moderadamente
resistente (MR) e resistente (R) fertilizados com o Si. Estes resultados foram
confirmados posteriormente por Wydra et al. (2005) e por Diogo e Wydra (2007), nas
mesmas condicles, exceto o meio de cultivo que, nestes casos, além da hidroponia
utilizaram substrato comercial sélido para o crescimento das plantas. Na tentativa de
elucidar os mecanismos envolvidos nas respostas de defesa destes gendtipos a
fitobacteriose, Diogo e Wydra (2007) constataram, por meio de técnicas histoquimicas,
que a reducdo na incidéncia e severidade da murcha bacteriana em cultivar de tomateiro
moderadamente resistente e fertilizado com Si, ocorre devido as alteragGes na estrutura
da parede celular dos vasos do xilema.

Dada a inexisténcia de alternativas viaveis e eficientes para o controle da estria
bacteriana do trigo, a caréncia de estudos envolvendo a fertilizag&o silicatada no manejo
de fitobacterioses, o potencial de uso deste elemento e a importancia econémica e social
da triticultura brasileira, propusemo-nos estudar possiveis mecanismos de defesa

potencializados pelo Si em plantas de trigo a infeccao por X. translucens pv. undulosa.



2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em de casa de vegetacdo do Departamento de
Fitopatologia (DFP) e as analises das folhas de trigo foram realizadas nos Laboratorios
de Interacdo Patogeno-Hospedeiro, Bacteriologia de Plantas Il e no Nucleo de
Microscopia e Microandlises da Universidade Federal de Vigosa (UFV), no municipio
de Vigosa, localizado na regido da zona da mata de Minas Gerais, com latitude 20° 45'
14" S e longitude 42° 52' 53" W.

2.1. Material de solo

Foram utilizados os primeiros 20 cm do perfil de um solo pertencente a classe
Latossolo Amarelo acrico tipico (Embrapa, 1999), de textura argilosa, coletado no
municipio de Uberlandia, Minas Gerais. Esta classe de solo foi escolhida, entre outras,
por apresentar baixos teores estimados de silicio disponiveis (11,8 mg kg™), natureza
acrica e elevado indice de intemperismo, caracteristicas especificas de um solo
deficiente em Si e adequado para um estudo utilizando a fertilizacdo silicatada (Tabelas
1 e 2). As analises fisicas e quimicas do solo foram realizadas segundo metodologia
descrita por Silva (1999).

Tabela 1. Caracteristicas fisicas do material de solo na camada de 0 a 20 cm do
Latossolo Amarelo &crico tipico.

Analise Granulométrica

Areia Grossa Areia Fina Silte Argila Classe Textural
dag kg™
34 6 7 53 Argiloso

Tabela 2. Caracteristicas quimicas do material de solo na camada de 0 a 20 cm do
Latossolo Amarelo acrico tipico.

Analise Quimica

pH Si P K Al Ca Mg H+AI® sB T T V m

KCl mgkg? mgdm? cmol, dm’ % dag kg™
4,8 11,8 05 130 01 0,0 0,0 3,8 01 02 39 20 405 2,3




2.2. Fonte e doses de silicio

Como fonte de Si foi utilizado o produto comercial Vansil W-10 (volastonita;
CaSi0s3), livre de contaminantes como o ferro e o fosforo. Este produto foi adquirido da
Empresa Ipiranga Comercial Quimica, localizada no Estado de Sdo Paulo. As
caracteristicas quimicas desse produto sdo: Poder Relativo de Neutralizacdo Total
(PRNT) de 77%, teor total em SiO, de 51,9% (= 24,2% de Si), e teor total em CaO de
43,4% (= 31,0% de Ca). As doses de volastonita (tratamentos) utilizadas foram de 0 e
1,25 g kg™ de solo, correspondendo, respectivamente, a 0 e 0,3 g de Si kg™ de solo. Ao
solo correspondente & dose de 0 g kg™ de volastonita adicionou-se 0,967 g carbonato de
célcio kg™ de solo (CaCOs, PRNT 100% e 40% Ca). Com este procedimento, o teor de
Ca ficou padronizado em 0,387 g kg™ e somente o teor de Si sofreu variagdo em ambos
tratamentos.

O solo, previamente acondicionado em sacos plasticos e apds ter recebido a dose
de volastonita ou de carbonato de célcio, foi incubado por até 60 dias. Durante este
periodo, a umidade foi mantida constante. Posteriormente, realizou-se a
homogeneizacdo e a coleta de amostras deste solo, para analise quimica. Assim,
promoveu-se a correcdo de sua acidez elevando a saturacdo de bases (V) para 30%
(Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas quimicas determinadas antes da semeadura e apds o periodo
de incubacdo do material de solo do Latossolo Amarelo acrico com as doses de
volastonita e carbonato de calcio.

Analise Quimica

Volastonita CaCO; pH P K Ca®* Mg® AP H+Al SB CTC CTC V m
® @

— g/vaso-------- H,O -mg/dm®- Lt T3 — %--

0,00 097 62 11 9 119 00 00 37 121 121 491 246 00

1,25 0000 58 1,1 9 100 00 00 40 102 1,02 502 203 0,0

2.3. Cultivar de trigo e adubacéo das plantas

Neste trabalho utilizou-se a cultivar BR18 (padrdo de suscetibilidade), de
acordo com Sousa (2002), obtida na Embrapa Trigo — Passo Fundo, RS. Seis sementes
de trigo, desinfestadas previamente com hipoclorito de sédio a 2% por cinco minutos e

lavadas em agua corrente, foram semeadas em vasos plasticos contendo 1 kg de solo




dos respectivos tratamentos, 0 ou 0,30 g de Si kg™ de solo. A adubacdo de plantio foi
realizada aplicando-se 1,63 g de fosfato de calcio (CaPO,) kg™ de solo, no dia da
semeadura. Logo apds a emergéncia, as plantulas foram desbastadas para trés plantas
por vaso. Adubacgdes semanais foram realizadas até o momento das inoculagdes. Nas
duas primeiras adubacées utilizou-se 0 adubo Ouro Verde® a4 g L™ (30 mL kg™ solo) e
nas demais, a seguinte solucdo nutritiva (30 mL kg™ solo): 192 mg de KCI (cloreto de
potassio) kg™ de solo ; 104,42 mg de K,SO, (sulfato de potassio) kg™ de solo; 150,35
mg de MgSO, (sulfato de magnésio) kg™ de solo; 61 mg de (NH,),CO (uréia) kg™ de
solo; 100 mg NH4NO; (nitrato de aménio) kg™ de solo; 0,27 mg de NH;MO;0,,
(molibdato de aménio) kg™ de solo; 1,61 mg de H3BO; (4cido bérico) kg™ de solo; 6,67
mg de ZnSO, (sulfato de zinco) kg™ de solo; 1,74 mg de CuSO, (sulfato de cobre) kg™
de solo; 4,1 mg de MnCl, (cloreto de manganés) kg™ de solo; 4,08 mg de FeSO,
(sulfato ferroso) kg™ de solo e 5,58 mg de C1oH16N,Os (4cido etilenodiamino tetracético
— EDTA) kg™ de solo. O FeSO,, juntamente com o EDTA, foram fornecidos somente
nas terceira e quarta adubac@es. As plantas foram mantidas em casa de vegetacao a 20-
28°C e 50-80% de umidade relativa.

2.4. Caracterizagdo do isolado de Xanthomonas translucens pv. undulosa e
inoculacgdo das plantas de trigo

O isolado de Xtu utilizado neste trabalho, de cddigo IBSBF 579 - “strain
type”, foi obtido da Cole¢do de Culturas de Fitobactérias do Instituto Biolégico —
Campinas, SP. Para a repicagem e preparo do inéculo utilizou-se 0 meio 523 de Kado &
Heskett (1970). As culturas bacterianas foram incubadas a 28 * 1°C, por 36-48 horas,
para o crescimento das células bacterianas. O isolado 579 foi preservado em tubos
contendo meio YDC - Yeast Dextrose Carbonate (Wilson et al., 1967).

O indculo foi preparado como segue: em placas de Petri contendo o meio 523,
solidificado, foi semeado 100 pL de uma suspensdo de células de Xtu, previamente
incubadas em meio 523 liquido. A suspensédo foi espalhada sobre a superficie do meio
com o auxilio de uma espatula de Drigalsky. As placas semeadas foram mantidas a 28 *
1°C por 48 horas. Apos este periodo ressuspendeu-se as colGnias bacterianas com
solugdo salina esteril a 0,85%, obtendo-se uma suspensdo fortemente turva. A
concentracdo desta suspensdo bacteriana foi ajustada em espectrofotdbmetro modelo

“Spectronic 20” para ODs4= 0,05 (experimento 1) e ODs4o= 0,1(experimento II).



Plantas de trigo com 37-41 dias apds a semeadura, que de acordo com escala
de Feekes-Large (Mehta, 1993) encontravam-se no estadio 8 de desenvolvimento
vegetativo foram inoculadas com as suspensdes preparadas anteriormente, por
atomizacdo sob pressdo com auxilio de um atomizador manual do tipo aerografo,
modelo “VLS-Set Airbrush, Paache Airbrush Company, USA”. As folhas efetivamente
inoculadas, em cada repeticdo, encontravam-se completamente expandidas e, apos
selecionadas, tiveram suas extremidades identificadas com fita adesiva, dois dias antes
da inoculacdo. Assim, inocularam-se de 12 a 15 folhas por repeticdo. Plantas
atomizadas com solugdo salina esterilizada a 0,85% constituiram as testemunhas. As

plantas foram mantidas em camara de nevoeiro por 24 h antes e ap6s a inoculagéo.
2.5. Quantificacdo dos componentes de resisténcia

2.5.1. Periodo de incubacéo (PI) e periodo latente (PL)

Os experimentos para a avaliacdo dos componentes de resisténcia foram
instalados segundo um esquema fatorial 2 x 2 e analisados em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des. Os fatores estudados foram: doses de
Si (0 e 1,25 g de volastonita kg™ de solo) e concentracdo do indculo (experimento | e
experimento 11). Cada unidade experimental foi composta de um vaso plastico contendo
1 kg de solo e trés plantas de trigo. Os experimentos foram repetidos uma vez.

O Pl e 0 PL — intervalo em dias entre a inoculacdo e o aparecimento dos
primeiros sintomas (anasarca) da estria bacteriana do trigo e dos sinais (exsudagao das
células bacterianas), respectivamente, foram avaliados a cada um dia ap6s a inoculagédo
(DAI) nas folhas inoculadas (experimento | e experimento IlI) das plantas de trigo

supridas ou ndo com Si.

2.5.2. Dindmica populacional in planta de Xanthomonas translucens pv. undulosa
Para monitorar a populacéo bacteriana de Xtu in planta, foi realizado o método
da diluicdo em série e contagem das coldnias em placas de Petri, conforme descrito por
Silva-Lobo et al. (2005), com modificacdes.
Segmentos foliares inoculados (extremidade da folha) foram coletados ao
longo do Pl e do PL da Xtu para o monitoramento da DP. O Pl e o PL da bactéria foram
representados pelas épocas de coleta: 0, 1, 2, 3, 4, 6 e 8 DAI para o experimento | e 0, 2,

4,7 e 10 DAI para o experimento Il. Cada segmento foliar foi pesado (g) e mantido sob
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refrigeracdo (5°C) até sua analise. Cada segmento foliar foi submetido a desinfestacéo
superficial, maceracdo e diluicdo seriada. Para isto, foram imersos em uma solugéo
alcoolica a 50% por um minuto e, em seguida, em uma solucgéo de hipoclorito de sodio
2% por 30-40 segundos. Imediatamente apds esta etapa passaram por uma triplice
lavagem em &gua destilada e esterilizada, e foram macerados em almofariz esterilizado
contendo solucdo salina esterilizada 0,85% (mL) na propor¢éo de 1:10 (p:v). De cada
macerado, com auxilio de uma alca calibrada, pipetou-se 10 pL, que foram
homogeneizados em 990 uL de solucdo salina estéril a 0,85% + Tween 80 a 0,02%,
contidos em tubos de ensaio. Posteriormente, diluicdes sucessivas foram realizadas,
sendo finalizadas em 10°.

Em placas de Petri contendo o meio semi-seletivo XTS &gar (nutriente agar a 23
o/L; glucose a 5 g/L; cicloheximida a 100 mg/mL; gentamicina a 10 mg/mL e
cefalexina a 10 mg/mL) (Schaad et al., 2001) foram espalhados 10 pL de cada diluigéo
sobre a superficie do meio. As placas foram mantidas a 28°C, por quatro dias e ap0s este
periodo, procedeu-se a contagem do numero de coldnias. Os dados obtidos em cada
época de coleta foram submetidos & transformacéo logaritmica (Logs UFC g* folha) e

utilizados para expressar a DP de Xtu nas folhas de trigo infectadas.

2.5.3. Extravasamento de eletrélitos (EE) do tecido hospedeiro

Para quantificar o EE, em porcentagem, no tecido foliar das plantas de trigo,
supridas ou ndo com Si e inoculadas ou ndo com Xtu, utilizou-se a metodologia
proposta por Lima et al. (2002), com modificagdes. Um total de 23 discos de folhas, de
8 mm de diametro, foram coletados ao longo do Pl e do PL de Xtu. Cada grupo de 23
discos de folhas representou uma amostra, ou seja, uma repeticao de cada tratamento. O
Pl e o PL da bactéria foram representados pelas épocas de coleta 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 e 10
DAI para o experimento | e 0, 2, 4, 7 e 10 DAI para o experimento Il. Apés o corte, 0s
discos obtidos foram imediatamente lavados, por duas vezes, em agua destilada.
Posteriormente, foram transferidos para pesa-filtros contendo 60 mL de agua destilada
onde permaneceram por quatro horas a temperatura ambiente. Ap0s este periodo,
procedeu-se a primeira leitura da condutividade elétrica das amostras - CE1
(microohms/h), em condutivimetro marca “Tecnopon mCA-150 - MS Tecnopon
Instrumentagdo Cientifica”. Em seguida, as amostras foram submetidas a temperatura de
90°C por duas horas, sendo entdo, ap6s o resfriamento das mesmas, determinado o

segundo valor de condutividade elétrica - CE2. O valor do extravasamento de eletrolitos
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foi obtido pela porcentagem de eletrolitos extravasados em relacdo aos eletrolitos totais,
conforme a férmula: EE (%) = (CE1/CE2)*100.

2..5.4. Severidade real da estria bacteriana do trigo

Aos 15 DAI, folhas de trigo apresentando os sintomas tipicos da estria
bacteriana foram coletadas e digitalizadas, na resolugdo de 300 dpi. Foram analisadas
oito folhas de cada tratamento e repeticdo As imagens obtidas foram processadas no
programa QUANT 1.0 (Vale et al., 2003) para obtencdo do percentual da area foliar

lesionada.

2.6. Determinacdo da atividade de enzimas relacionadas com a defesa da planta a
patdgenos

Para determinar a atividade das enzimas quitinases, peroxidases e
polifenoloxidases, folhas de trigo foram inoculadas com a bactéria Xtu (ODs4 = 0,1) €
coletadas aos 0, 3, 6, 9 e 12 DAI. Cada amostra foi composta por quatro folhas inteiras,
uma de cada repeticdo e tratamento. As amostras foram colocadas em pacotes de papel
aluminio e imediatamente congeladas em N, liquido, sendo armazenadas a -80 °C até
analise. De cada amostra foi obtido um extrato foliar e os ensaios foram realizados em

triplicatas. Este experimento foi conduzido uma Unica vez.

2.6.1. Quitinases (QUI, EC 3.2.1.14)

A obtencéo do extrato foliar foi feita segundo metodologia descrita por Lanna
et al. (1996). As amostras de folhas foram pesadas e imediatamente congeladas em N,
liquido. Em seguida, foram trituradas em almofariz até a obtencdo de um po fino. Feito
isso, adicionou-se polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p:v), ou seja, 1 g de PVPP para
cada 100 mL de meio de extracdo adicionado. Posteriormente, macerou-se em tampéo
para extracao fosfato de sddio 50 mM pH 6,5, contendo fluoreto de fenilmetilsulfonila
(PMSF) 1mM, na propor¢do de 1:3 (p:v), isto é, a cada 1 g de material vegetal foram
adicionados 3 mL de tampdo. Preparou-se uma seringa com um pequeno pedago de gaze
e realizou-se a filtracdo do macerado obtido para tubos de centrifuga. Estabilizou-se a
centrifuga nas condicOes necessarias, a saber: velocidade: 20.000 x g; temperatura: 4°C;
tempo: 25 minutos. O sobrenadante (extrato bruto) foi armazenado a 4°C para posterior
deteccdo da atividade enzimatica. Uma aliquota do extrato foi utilizada para a

determinacéo da concentracdo de proteinas (Warburg e Christian, 1941).
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A atividade das quitinases nas amostras foi determinada conforme método
descrito por Yedidia et al. (1999). A mistura de reacdo, que foi incubada a 37°C por 2
horas, continha 470 uL do tamp&o para reacdo acetato de sédio 50 mM pH 5,0, 10 uL
da solucéo de substrato p-nitrofenil-B-D-N,N’-diacetilquitobiose (PNP) 2 mg mL™ e 20
nL do extrato vegetal. Apds esse periodo, foram acrescentados 0,5 mL de carbonato de
sodio (Na,COg3) 0,2 M. Posteriormente, as amostras tiveram a absorbancia determinada
no comprimento de onda 410 nm em um ensaio colorimétrico no espectrofotémetro.
Todas as incubacdes foram realizadas em triplicatas. Subtraiu-se o valor de absorbancia
de cada amostra do valor de absorbancia do controle (uma mistura idéntica a da
amostra, com a reacao paralisada no inicio) (Pereira, 2007). A atividade da enzima foi
medida utilizando-se para os calculos o coeficiente de extingdo molar 7 x 10° mM™ cm®
! Posteriormente, os resultados foram divididos pela concentracdo de proteinas no
extrato e foram expressos em atividade especifica (M.min™.mg™ de proteina).

2.6.2. Peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)

A obtencdo do extrato foliar foi feita segundo metodologia descrita por
Peixoto (1998). As amostras de folhas foram pesadas e imediatamente congeladas em
N, liquido. Em seguida, foram trituradas no almofariz até a obtencdo de um poé fino.
Feito isso, adicionou-se polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p:v), ou seja, 1 g de PVPP
para cada 100 mL de meio de extracdo adicionado. Posteriormente, macerou-se em
tampdo para extracdo fosfato de potassio 100 mM pH 6,8, contendo fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) 1mM e &cido etilenodiaminutoso tetra-acético (EDTA) 0,1
mM, na propor¢cdo de 1:20 (p:v), isto é, a cada 1,0 g de material vegetal foram
adicionados 20 mL de tamp&o. Preparou-se uma seringa com um pedaco de gaze e
realizou-se a filtracdo do macerado obtido para tubos de centrifuga. Estabilizou-se a
centrifuga nas condicGes necessarias, a saber: velocidade: 12.000 x g; temperatura: 4°C;
tempo: 15 minutos. O sobrenadante (extrato bruto) foi armazenado a 4°C para posterior
deteccdo da atividade enzimética. Uma aliquota do extrato foi utilizada para
determinacéo da concentracao de proteinas (Warburg e Christian, 1941).

A atividade das peroxidases nas amostras foi determinada conforme método
descrito por Kar e Mishra (1976). A mistura de reacdo, que continha 950 puL de a4gua
destilada, 750 nL do tampdo para reacdo fosfato de potassio 100 mM pH 6,8, 600 uL da

solucdo de substrato pirogalol 100 mM e 600 pL da solucéo de substrato peréxido de
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hidrogénio 100 mM, foi levada ao banho-maria a temperatura de 25°C para
estabilizagéo, por aproximadamente 4 minutos. Ao meio de reagdo foram adicionados
100 pL do extrato vegetal e, entdo, o aumento na absorbancia foi registrado no
comprimento de onda 420 nm em um ensaio colorimétrico no espectrofotbmetro
durante um periodo de 5 minutos em intervalos de 60 segundos (Pereira, 2007). Todas
as incubagdes foram realizadas em triplicatas. A atividade da enzima foi medida
utilizando-se para os calculos o coeficiente de extincdo molar 2,47 mM™ cm™ (Chance e
Maehley, 1955). Posteriormente, os resultados foram divididos pela concentracdo de
proteinas no extrato e foram expressos em atividade especifica (M .mint.mg™* de

proteina).

2.6.3. Polifenoloxidases (PFO, EC 1.10.3.1)

A obtencdo do extrato foliar foi feita segundo metodologia descrita por
Peixoto (1998). As amostras de folhas foram pesadas e imediatamente congeladas em
N, liquido. Em seguida, foram trituradas em almofariz até a obtencdo de um pé fino.
Feito isso, adicionou-se polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p:v), ou seja, 1 g de PVPP
para cada 100 mL de meio de extracdo adicionado. Posteriormente, macerou-se em
tampdo para extracdo fosfato de potassio 100 mM pH 6,8, contendo fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) 1mM e &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,1 mM,
na proporcdo de 1:10 (p:v), isto é, a cada 1 g de material vegetal foram adicionados 10
mL de tampdo. Preparou-se uma seringa com um pedaco de gaze e realizou-se a
filtracdo do macerado obtido para tubos de centrifuga. Estabilizou-se a centrifuga nas
condigBes necessarias, a saber: velocidade: 12.000 x g; temperatura: 4°C; tempo: 15
minutos. O sobrenadante (extrato bruto) foi armazenado a 4°C para posterior deteccao
da atividade enzimatica. Uma aliquota do extrato foi utilizada para determinacdo da
concentracdo de proteinas (Warburg e Christian, 1941).

A atividade das polifenoloxidases nas amostras foi determinada conforme
método descrito por Kar e Mishra (1976). A mistura de reacdo, que continha 1550 uL
de &gua destilada, 750 pnL do tampé&o para reacdo fosfato de potéssio 100 mM pH 6,8 e
600 uL da solugdo de substrato pirogalol 100 mM foi levada ao banho-maria a
temperatura de 25°C para estabilizacdo, por aproximadamente 4 minutos. Ao meio de
reacdo foram adicionados 100 pL do extrato vegetal e, entdo, 0 aumento na absorbancia

foi registrado no comprimento de onda 420 nm em um ensaio colorimétrico no
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espectrofotdbmetro durante um periodo de 5 minutos em intervalos de 60 segundos
(Pereira, 2007). Todas as incubacdes foram realizadas em triplicatas. A atividade da
enzima foi medida utilizando-se para os calculos o coeficiente de extingdo molar 2,47
mM™.cm™ (Chance e Maehley, 1955). Posteriormente, os resultados foram divididos
pela concentragdo de proteinas no extrato e foram expressos em atividade especifica
(M.min mg™* de proteina).

2.7. Determinacdo da concentracdo de compostos relacionados com a defesa de
plantas a patdgenos

Para determinar a concentracdo dos compostos fendlicos solUveis totais e dos
derivados da lignina-acido tioglicélico, folhas de trigo foram inoculadas com a bactéria
Xtu (ODsg0 = 0,1) e coletadas aos 0, 3, 6, 9 e 12 DAI. Cada amostra foi composta por
quatro folhas inteiras, uma de cada repeticdo e tratamento. As amostras foram colocadas
em pacotes de papel aluminio e imediatamente congeladas em N, liquido, sendo
armazenadas a -80 °C até analise. Os ensaios foram realizados em triplicatas e este

experimento foi conduzido uma Unica vez.

2.7.1. Compostos fenolicos sollveis totais (CFST)

Amostras representativas, de 0,1 g do material, foram maceradas em N
liquido. O macerado foi transferido para tubos tipo Eppendorf, homogeneizado com 1,5
mL de metanol 80% e acido ascorbico a 1,7% (p:v) e extraido durante 4 horas a
temperatura ambiente (= 25°C) em mesa agitadora a 200 rpm. Os tubos Eppendorf
foram cobertos com papel aluminio para minimizar a oxidacao dos compostos fenolicos.
O extrato metanolico, de coloracdo amarela, foi centrifugado a 12.000 x g por 5 minutos
e, apobs a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo Eppendorf e o
residuo mantido a — 80°C, para posterior determinacdo do teor de lignina. A
metodologia proposta por Zieslin e Ben-Zaken (1993), com algumas modificacdes, foi
usada para a determinacgdo do teor de fenois sollveis totais. Um volume de 150 ul do
reagente Folin & Ciocalteau’s Phenol 0,25 N (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) foi
adicionado a 150 pl do extrato metanolico. A mistura foi homogeneizada e mantida a
temperatura ambiente (= 25°C) por 5 minutos. Posteriormente, 150 ul de carbonato de
sodio (Na,CO3) 1 M foi adicionado a mistura, a qual foi homogeneizada novamente e
mantida a temperatura ambiente por 10 minutos. Decorrido esse periodo, adicionou-se

1 mL de 4dgua destilada a mistura que permaneceu em temperatura ambiente (= 25°C)
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por 30 minutos. A absorbancia das amostras foi medida, apds prévia diluigdo (1:5), a
725 nm em espectrofotdmetro (Spectrophotometer SP 2000UV — BEL Photonics). O
teor de compostos fendlicos sollveis totais foi expresso em mg de compostos fendlicos
(equivalente de catecol) kg’ de tecido foliar fresco utilizando-se uma curva padréo

obtida com diferentes concentracdes de catecol.

2.7.2. Teor dos derivados da lignina acido tioglicolico (LATG)

Um volume de 1,5 mL de &gua destilada e esterilizada foi adicionado ao
residuo obtido apds a extragdo dos compostos fendlicos sollveis totais. Apos a
homogeneizacdo, a mistura foi centrifugada a 12.000 x g por 3 minutos, repetida por 3
vezes. O sobrenadante foi descartado e o residuo foi seco a 60°C por = 12 h. O residuo
alcélico-insoluvel seco contendo lignina e &cidos fenolicos associados a parede celular,
foram usados para determinacdo de lignina de acordo com os métodos de Barber & Ride
(1988). Um volume de 1,5 mL da solucdo de acido tioglicélico (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) em HCI 2 N 1:10 foi adicionado ao residuo seco. Os tubos Eppendorf
foram levemente agitados para hidratar o residuo e, em seguida, foram colocados em
banho-maria (100°C) por 4 horas. ApOs esse periodo, os tubos Eppendorf foram
colocados no gelo por 10 minutos. A mistura foi centrifugada a 12,000 x g por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1,5 mL de 4gua
destilada estéril com centrifugacdo a 10.000 x g por 5 minutos. Apos a centrifugacao, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 1,5 mL de NaOH 0,5
N. A mistura permaneceu sobre mesa agitadora (200 rpm) por 12 horas a temperatura
ambiente (= 25°C). A mistura foi centrifugada a 12.000 x g por 15 minutos € o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo Eppendorf. Apés a adicdo de 200 pl de
HCL concentrado ao sobrenadante, os tubos Eppendorf foram transferidos para uma
bandeja com gelo e mantidos na geladeira (4°C) por 4 horas para precipitacdo dos
derivados da lignina-acido tioglicolico. Apds a centrifugacdo a 10.000 x g por 10
minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado, de cor laranja-amarronzado, foi
dissolvido em 2 mL de NaOH 0,5 N. A leitura da absorbancia foi realizada a 290 nm
em espectrofotometro (Spectrophotometer SP 2000UV - BEL Photonics). A
concentracdo dos derivados da LATG foi expressa em g g™ de tecido seco de folha
utilizando-se uma curva padréo obtida com diferentes concentracdes de lignina alcalina,
éter 2-hidroxipropil (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
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2.8. Analise do teor foliar de silicio e calcio

Ao término dos experimentos toda a parte aérea das plantas de trigo, supridas
ou ndo com Si e inoculadas ou ndo com a Xtu, foram coletadas para determinacéo do
teor foliar de Si e Ca. O material vegetal foi seco em estufa com ventilacdo forcada de
ar a 65°C por 72 horas, e depois triturado em moinho tipo Wiley equipado com peneira
de 20 mesh. A metodologia proposta por Korndorfer et al. (2004) foi utilizada para
determinar o teor foliar de Si (g Kg™). As analises de Si foram realizadas no Laboratério
de Analise Foliar e de Fertilizantes do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Uberlandia, em Uberlandia, MG. O teor de Ca (g Kg™), por sua vez, foi
determinado por digestdo nitroperclorica e espectrofotometria de absorcdo atdmica

(Silva, 1999) no Laboratério de Analises de Solos Vigosa Ltda, em Vicosa, MG.

2.9. Andlises Estatisticas

Os dados referentes a cada variavel e época de coleta, dentro de cada
experimento, foram submetidos ao calculo de suas respectivas médias. Objetivando
verificar a significancia entre os tratamentos, aplicou-se o teste-t, ao nivel de 5% de

probabilidade.

2.10. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O preparo das folhas de trigo para analise em microscépio eletrdnico de
varredura (MEV) foi baseado na descricdo de Lins et. al. (2007), com modificages.
Amostras de folhas foram coletadas aos 0, 3, 6, 9 e 12 dias ap6s a inoculagdo, cortadas
em fragmentos de +0,5 cm?, transferidos para frascos contendo 3 mL de fixativo
glutaraldeido 2,5% em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) por um periodo
minimo de 24 horas a 5°C. Posteriormente, as amostras foram lavadas por trés vezes, 15
minutos cada, com tampdo cacodilato de sédio 0,1 M (pH 7,2) e, subseqlientemente,
imersas em solucdo de tetroxido de 6smio 1% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M (pH
7,2), por uma hora e trinta minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras
foram lavadas em agua destilada trés vezes, por 15 minutos e, em seguida, desidratadas
em série etandlica crescente (30, 50, 70, 80, 90, 95 % - por 10 minutos cada e 100% por
trés vezes de 10 minutos). Apos esta etapa, as amostras foram levadas ao aparelho de
ponto critico (Balzers TEC-030) para completar a secagem pelo método do ponto critico
do CO,. Apds completar a etapa de desidratagdo, as amostras foram divididas, sendo,

uma parte montada em “stubs” (cilindros de aluminio com 12 mm de didmetro cobertos,
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previamente, com fita adesiva dupla face para a aderéncia das amostras) e submetida a
remocdo cuidadosa da cuticula foliar com auxilio de fita adesiva. A outra parte das
amostras foi fragmentada transversalmente com auxilio de uma lamina de barbear nova
(sub-amostras de ~1 mm de altura). Os fragmentos foram dispostos sobre os “stubs”
com a face cortada voltada para cima. Em seguida, todas as amostras foram cobertas
com 20 nm de ouro, em aparelho Balzers FDU-010 (Metalizador). As condigdes de
trabalho foram de 20 kv a uma distancia de até 24 mm. As amostras foram observadas
no MEV LEO VP1430, e as imagens depois de gravadas foram processadas no software

Photopaint do pacote Corel Draw.
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3. RESULTADOS

3.1. Teor foliar de silicio e calcio

Para as concentracdes foliares de Si e Ca verificou-se diferenga significativa
apenas para o fator Si. A concentracdo foliar de Si nas plantas de trigo sadias ou
infectadas com a Xtu (doente) supridas com Si foi 97% superior ao observado para as

plantas nao supridas com este elemento (Fig. 1).

BSi- @Si+

Teor de silicio (gKg ™)
[ee]

Teor de calcio (gKg ™)
[e0)

Sadia Doente Sadia Doente

Figura 1. Teor foliar de silicio (A) e célcio (B) em plantas de trigo, cultivar BR18,
inoculadas com Xanthomonas translucens pv. undulosa (Doente) ou ndo inoculadas
(Sadia) e supridas (Si+) ou ndo (Si-) com silicio. Cada coluna representa a média de
nove plantas por tratamento. Barras representam o desvio padrdo da média. Asteriscos
indicam diferenga significativa pelo teste-t ao nivel de 5% de probabilidade entre as
médias de plantas supridas ou ndo com Si.

3.2. Quantificacéo de alguns componentes de resisténcia

3.2.1. Periodo de incubacéo (PI) e periodo latente (PL)

N&o houve diferenca entre os tratamentos quanto a determinacéo dos Pl e PL
da estria bacteriana do trigo. Os primeiros sintomas (anasarca) e sinais (exsudacao) da
doenca tornaram-se evidentes a partir do quarto DAI nas plantas de trigo supridas ou
ndo com o elemento Si. Somente aos seis DAl 100% das folhas inoculadas
apresentaram-se com sintomas (Fig. 2). Nas condigdes experimentais testadas as lesoes
tipicas da estria bacteriana do trigo surgiram preferencialmente, nos bordos e nas
extremidades das folhas inoculadas como pontos encharcados — anasarca (Fig. 2A) que
rapidamente evoluiram para extensas areas necroticas circundadas por halos cloroticos
(Fig. 2B e 20C).
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Figura 2. Formacdo de anasarca (A) e necrose circundada por halo clorético (B e C),
sintomas tipicos da estria bacteriana, em folhas de plantas de trigo da cultivar BR18,
inoculadas com Xanthomonas translucens pv. undulosa e ndo supridas com silicio.

3.2.2. Dinamica populacional in planta da Xanthomonas translucens pv. undulosa
A multiplicacdo da bactéria nas folhas de trigo apresentou a mesma dindmica
ao longo do tempo independentemente da concentracdo de indculo atomizado
(experimento | ou Il) sobre as folhas das plantas de trigo (Fig. 3), como também, pela
presenca (Si+) e ou auséncia (Si-) de Si. Resultados semelhantes foram observados

quanto as maiores populacdes bacterianas, obtidas a partir do sétimo DAL,

-+ - Si- —4—Si+

Log5 UFCg* folha

0 1 2 3 4 6 8 0 2 4 7 10

Dias apos inoculagéo Dias ap6s inoculagéo

Figura 3. Dindmica populacional de Xanthomonas translucens pv. undulosa em folhas
de plantas de trigo da cultivar BR18 supridas (Si+) ou ndo (Si-) com silicio (Si) e
atomizadas com suspensao de inéculo ajustada para ODsg = 0,05 (A) e ODs4 = 0,1 (B).
Cada ponto representa a média de quatro repeticGes. Barras representam o desvio
padrdo da média. Pelo teste-t ao nivel de 5% de probabilidade ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos.
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3.2.3. Extravasamento de eletrdlitos pelo tecido hospedeiro (EE)

Os valores de EE apresentaram-se constantes durante as fases anteriores ao
aparecimento dos primeiros sintomas e sinais da bactéria, ou seja, até os quatro
(experimento I1) ou seis DAI (experimento I). A partir de entdo, os valores aumentaram
significativamente atingindo perda maxima aos 10 DAI. Embora os valores de EE das
plantas supridas com Si terem sido ligeiramente superiores, em praticamente todo o
periodo de avaliacdo, estes ndo foram estatisticamente diferentes dos observados nas

plantas nao supridas com este elemento (Fig. 4).

20 A 25 -
---¢ - Si- —e—Si+ 20 4
15 A
15 ~

10
10 4

EE (%)

0 ' ' ' ' ' 0 2 4 7 10
0 4 6 8 10

Dias ap6s inoculagéo Dias apos inoculagéo

Figura 4. Extravasamento de eletrdlitos (EE) em folhas de plantas de trigo da cultivar
BR18, supridas (Si+) ou ndo (Si-) com silicio (Si) e atomizadas com uma suspensdo da
bactéria Xanthomonas translucens pv. undulosa ajustada para ODs4 = 0,05 (A) ou
ODsgp = 0,1 (B). Cada ponto representa a meédia de quatro repeticbes. Barras
representam o desvio padrdo da média. Pelo teste-t ao nivel de 5% de probabilidade ndo
foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos.

3.2.4. Severidade real da estria bacteriana do trigo

Apobs a anélise das imagens pelo programa Quant 1.0 (Fig. 5) e obtencdo da
severidade real da estria bacteriana do trigo expressa em percentuais de area foliar (AF)
necrotica, AF clorética e AF necrética + AF clor6tica, para os respectivos tratamentos,
concluiu-se ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste-t, que diferencas significativas
foram observadas apenas para a AF clorotica das folhas sintomaéticas (Fig. 6). As
plantas de trigo ndo supridas com Si (Si-) e infectadas pela Xtu apresentaram as maiores
porcentagens de AF clor6tica. Nas plantas supridas com o elemento Si (Si+) houve uma
reducdo de 50,23% na AF clorotica.
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Si+
Figura 5. Severidade real da estria bacteriana do trigo em folhas de plantas da cultivar

BR18, aos 15 DAI com Xanthomonas translucens pv. undulosa. A e C: imagens
originais; B e D: imagens ap0s analise no Quant 1.0.
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Figura 6. Area foliar (AF) necrética e clorética de plantas de trigo da cultivar BR18,
inoculadas com Xanthomonas translucens pv. undulosa e supridas (Si+) ou néo (Si-)
com silicio. Cada coluna representa a média de oito folhas por repeti¢do (n=32). Barras
representam o desvio padrdo da média. Asteriscos indicam diferenca significativa, pelo
teste-t ao nivel de 5% de probabilidade, entre as médias das plantas Si+ ou Si-.
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3.3. Atividade de enzimas relacionadas com a defesa da planta

3.3.1. Quitinases (QUI, EC 3.2.1.14)
Ao longo das avaliagdes, verificou-se diferenca significativa na atividade de

quitinases entre plantas de trigo supridas (Si+) e ndo supridas (Si-) com silicio (Figura
7). Apos a inoculacdo (0 DAI), tanto no tratamento Si+ como no Si-, registrou-se um
ligeiro decréscimo na atividade destas enzimas, ao passo que, a partir do terceiro DAI
um aumento de atividade foi registrado. A partir do sexto DAI acentuada queda na
atividade destas enzimas foi observada nas plantas ndo supridas com silicio. Nas plantas
supridas com silicio a atividade de quitinases permaneceu constante em praticamente
todo o periodo avaliado. Aos nove e doze DAI a atividade de quitinases nas plantas

supridas com silicio foram significativamente superiores as das plantas ndo supridas

com este elemento.
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Figura 7. Atividade especifica (AE) de quitinases em folhas de plantas de trigo da
cultivar BR18 supridas (Si+) ou ndo (Si-) com silicio e inoculadas com Xanthomonas
translucens pv. undulosa. Cada ponto representa a média de trés repeticdes. Barras
representam o desvio padrdo da média. Asteriscos indicam diferenca significativa pelo
teste-t ao nivel de 5% de probabilidade, entre médias de plantas supridas ou ndo com Si.

3.3.2. Peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)

Verificou-se que o aumento da atividade de peroxidases se deu apés a
inoculacdo da bactéria (Figura 8). Tanto em plantas supridas ou ndo com Si este
aumento se deu até o terceiro DAI. Nas plantas supridas com Si, o pico de atividade foi
alcancado aos trés dias ap0s a inoculacdo e a partir dai, permaneceu constante durante

todo o periodo de avaliacdo. Nas folhas de trigo inoculadas com a bactéria e nédo
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supridas com Si, a atividade das enzimas peroxidases foram sempre superiores em
relacdo a atividade nas plantas supridas com Si porém, as maiores atividades foram
significativas apenas aos trés e seis DAI. Ap0s este periodo, a atividade de peroxidases
sofreu uma ligeira queda com tendéncia a se manter constante, se igualando a atividade

de peroxidases nas plantas supridas com silicio.
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Figura 8. Atividade especifica (AE) de peroxidases em folhas de plantas de trigo da
cultivar BR18 supridas (Si+) ou néo (Si-) com silicio e inoculadas com Xanthomonas
translucens pv. undulosa. Cada ponto representa a média de trés repeticdes. Barras
representam o desvio padrdo da média. Asteriscos indicam diferenca significativa pelo
teste-t ao nivel de 5% de probabilidade, entre médias de plantas supridas ou ndo com Si.

3.3.3. Polifenoloxidases (PFO, EC 1.10.3.1)

Com a inoculacdo da bactéria nas plantas de trigo registrou-se queda na
atividade de polifenoloxidases, sendo esta mais evidente nas folhas das plantas supridas
com Si (Fig. 9). Aos seis DAI a atividade de polifenoloxidases foram significativamente
superiores nas folhas das plantas de trigo ndo supridas com Si. Apds este periodo, houve
acentuada queda, passando a atividade constante dos nove aos doze DAI. Aos nove e
doze DAI a atividade das polifenoloxidases nas plantas supridas com Si foram

significativamente superiores as das plantas ndo supridas com este elemento.
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Figura 9. Atividade especifica (AE) de polifenoloxidases em folhas de plantas de trigo
da cultivar BR18 supridas (Si+) ou ndo (Si-) com silicio e inoculadas com
Xanthomonas translucens pv. undulosa. Cada ponto representa a média de trés
repeti¢des. Barras representam o desvio padrdo da média. Asteriscos indicam diferenca
significativa pelo teste-t ao nivel de 5% de probabilidade, entre médias de plantas
supridas ou ndo com Si.

3.4. Determinacédo da concentracao de compostos relacionados com a defesa de

plantas a patdgenos

3.4.1. Compostos fendlicos soluveis totais (CFST)
N&o houve diferenca significativa nos teores dos CFST entre as plantas de
trigo supridas ou ndo com silicio e inoculadas com Xtu (Figura 10). Ambas as curvas

apresentaram o mesmo comportamento e tendéncia constante.
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Figura 10. Concentracdo de compostos fendlicos soluveis totais (CFST) em folhas de
plantas de trigo da cultivar BR18 supridas (Si+) ou néo (Si-) com silicio e inoculadas
com Xanthomonas translucens pv. undulosa. Cada ponto representa a média de trés
repeticdes. Barras representam o desvio padrdo da média. Asteriscos indicam diferenca
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significativa pelo teste-t ao nivel de 5% de probabilidade, entre médias de plantas
supridas ou ndo com Si.

3.4.2. Teor dos derivados da lignina acido tioglicélico (DLATG)

O teor dos DLATG apresentou um ligeiro acréscimo entre os terceiro e sexto
DAI, e um ligeiro decréscimo entre os sexto e nono DAI, para ambos os tratamentos
(Figura 11). A partir do nono DAI, os teores de DLATG foram significativamente

superiores nas plantas de trigo infectadas por Xtu e ndo supridas com silicio.
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Figura 11. Concentracdo de derivados da lignina-acido tioglicélico (DLATG) em
folhas de plantas de trigo da cultivar BR18 supridas (Si+) ou n&o (Si-) com silicio e
inoculadas com Xanthomonas translucens pv. undulosa. Cada ponto representa a média
de trés repeticdes. Barras representam o desvio padrdo da média. Asteriscos indicam

diferenca significativa pelo teste-t ao nivel de 5% de probabilidade, entre médias de
plantas supridas ou ndo com Si.

3.5. Analise de correlacdo de Pearson

Houve correlacdo significativa e negativa entre a concentracdo foliar de Si e a
AFC, a atividade das POX e o teor dos DLATG (Tabela 4). Para os demais
componentes avaliados, assim como, para a concentracdo foliar de Ca, ndo houve

correlagéo significativa com a concentracgéo foliar de Si.

26



Tabela 4. Coeficientes da correlacdo de Pearson entre a concentracao foliar de Silicio e
0s componentes de resisténcia dindmica populacional in planta (DP), extravasamento de
eletrolitos (EE), area foliar necrética (AFN), area foliar clordtica (AFC), quitinases
(QUI), peroxidases (POX), polifenoloxidases (PFO), compostos fenolicos sollveis
totais (CFST) e derivados da lignina acido tioglicélico (DLATG).

Componentes de resisténcia vs.
Concentracdo de Si Coeficiente de correlacéo (r)
DP 0,14 ™
EE 0,07 ™
AFN -0,67 ™
AFC -0,96 "
QuI -0,25 "
POX 0,917
PFO -0,02 "™
CFST -0,33"™
DLATG 0,347
" = significativo ao nivel de 5% de
probabilidade " = ngo significativo

3.6. Microscopia Eletronica de Varredura

As observacbes ao microscopio eletronico de varredura ndo revelaram a
presenca de células e ou microcoldnias bacterianas de X.translucens pv. undulosa. Estes
resultados foram registrados em todas as épocas de coleta (0, 3, 6, 9 e 12 DAI), em
ambos os tratamentos (plantas de trigo supridas ou ndo com silicio e inoculadas ou ndo
com a Xtu) e em ambas as posi¢Ges histologicas (remoc¢do da cuticula ou corte
transversal) examinadas. As imagens apresentadas (Figura 12) ilustram basicamente a

ocorréncia de degradacdo de cuticula e o colapso do tecido parénquimatico.
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Figura 12. Eletromicrografias de varredura da regido cuticular (a) e do tecido
parenquimatico colapsado (b) das folhas de plantas de trigo inoculadas com
Xanthomonas translucens pv. undulosa, nao supridas com silicio (Si-), aos nove DAL.
Barrasem A e D =10 um e Barrasem B e C =20 pm.

28



4. DISCUSSAO

Embora o periodo latente (PL) de Xanthomonas translucens pv. undulosa
(Xtu) possa variar consideravelmente (4 a 10 DAI) em funcédo das condigdes ambientais
(Duveiller e Maraite, 1995), o maior ou 0 menor intervalo de tempo entre a inoculagéo e
0 aparecimento dos primeiros sintomas da estria bacteriana do trigo, também ¢ funcéo
da concentracdo inicial da bactéria sobre as folhas de trigo (Stromberg et al., 1999).
Para Duveiller e Maraite (1995), quanto maiores a temperatura e a umidade relativa,
menor é o PL e maior ¢ a severidade da doenca. Complementarmente, Stromberg et al.
(1999) verificaram que o PL da doenca s se define quando elevadas concentracdes da
mesma sdo alcancadas na filosfera das folhas. Constataram, assim, correlacdo positiva
entre quantidade inicial de in6culo e PL. O mesmo néo foi confirmado para a severidade
final da doenga. Os autores observaram que inoculando-se suspensdes bacterianas mais
ou menos concentradas sobre as folhas de trigo, o resultado final de severidade da
doenca ndo diferia estatisticamente. Stromberg et al. (2004) testaram, sem sucesso, a
interferéncia de bactérias antagonistas sobre o estabelecimento da populacdo de Xtu e,
consequentemente, na reducdo da severidade da estria bacteriana do trigo. Nas
condicdes experimentais do presente trabalho, verificou-se que os resultados obtidos
corroboram, em parte, aos dos autores supracitados. Destacamos, porém, que o PL da
estria bacteriana do trigo foi o mesmo (4 DAI), independentemente da concentracéo de
Xtu inoculada sobre as plantas. O que tornou possivel este comportamento foi o fato de
0 patogeno ter sido inoculado sob pressdo, 0 que garantiu sua presenca no interior dos
tecidos do hospedeiro no ato da inoculacdo. Quanto a severidade final da doenca
verificou-se 0os mesmos resultados obtidos por Stromberg et al. (1999).

Diogo e Wydra, (2007) e Dannon e Wydra (2004) estudaram a influéncia do
silicio no patossistema: tomateiro vs. Ralstonia solanacearum e verificaram atraso no
PL da doenga nas plantas de tomateiro da cultivar suscetivel e da moderadamente
resistente nos tratamentos que receberam fertilizagdo silicatada. Resultados semelhantes
ndo foram constatados no presente trabalho.

Observamos também que o PL foi definido como sendo aos quatro DAI e que
este ndo coincidiu com o0s maiores niveis populacionais demonstrados no estudo da
dindmica populacional (DP) in planta. EI-Banody e Rudolph (1989) e Duveiller e

Maraite, (1995) relataram que os sintomas de anasarca ocorrem devido a multiplicacao
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da bactéria nos espacgos intercelulares e que estes podem se tornar evidentes antes
mesmo da Xtu alcancgar seus maiores niveis populacionais.

Nos segmentos foliares analisados para a época de coleta O DAI, ou seja,
imediatamente apds a inoculacdo das plantas, ndo foi verificado crescimento de
nenhuma coldnia tipica de Xtu. No estudo da DP in planta observou-se que nas épocas
de coleta que antecederam a necrose das areas foliares infectadas (8° DAI para as
plantas inoculadas com ODs4g = 0,05 e no 7° DAI para as inoculadas com ODsg = 0,1),
tanto nas plantas supridas com o elemento Si como nas nao supridas, houve acentuada
diferenca nos valores de unidades formadoras de colonias (UFC) por grama de tecido
foliar. As plantas de trigo inoculadas com a suspensdo mais concentrada da bactéria
apresentaram os maiores valores absolutos de UFC g™ tecido foliar, conseqiiéncia do
maior nimero de ceélulas viaveis introduzidas no interior das folhas no ato da
inoculagdo. Observou-se também que uma vez necrosados, os tecidos infectados
apresentaram 0 mesmo valor de UFC g* tecido foliar. Ndo se obteve diferenca
significativa na DP da bactéria entre os tratamentos com (Si+) ou sem (Si-),
demonstrando que a multiplicacdo de Xtu se deu de forma plena, sem qualquer
resisténcia por parte do hospedeiro a colonizagdo. Embora Diogo e Wydra (2007) e
Dannon e Wydra (2004) ndo tenham testado diferentes concentragcdes de indculo,
obtiveram resultados semelhantes quanto a DP da fitobactéria Ralstonia solanecearum
em gendtipo suscetivel de tomateiro (L390), fertilizado ou ndao com silicio.

A condutividade elétrica tem sido utilizada para medir a permeabilidade de
tecidos vegetais intactos ou que sofreram alteracdes, induzidas por agentes biéticos ou
abioticos, principalmente na integridade de suas paredes celulares, de maneira a permitir
0 extravasamento do contetdo celular (Osterhout, 1918 e 1921). Os maximos valores de
perda de permeabilidade dos tecidos de trigo infectados pela Xtu, independentemente da
concentracdo de in6culo, coincidiram com os maiores niveis populacionais da bactéria.
As folhas sintomaticas, nesta etapa, encontravam-se necrosadas. Valores maximos de
perda na permeabilidade dos tecidos foram alcangados quando se inoculou a suspenséo
bacteriana mais concentrada (ODss = 0,1). N&o se observou diferencga significativa
entre os tratamentos com e sem silicio. Quanto a este aspecto, isto mostra que a
presenca do silicio nos tecidos das plantas ndo interferiu na condutividade elétrica dele,
infectado ou ndo. Cook e Stall (1968) procurando correlacionar a multiplicacdo de
Xanthomonas vesicatoria no interior de tecido foliar de pimentdo com a perda de

permeabilidade (condutividade elétrica; perda ou extravasamento de eletrolitos) destes
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tecidos, verificaram que em interaces do tipo compativel, 0s maximos de perda eram
alcancados lenta e gradualmente, enquanto que, nas interacdes do tipo incompativel esta
méaxima perda de permeabilidade era alcancada rapida e bruscamente. Observaram
ainda que, independentemente do tipo de interacdo, quanto maiores as concentracdes do
indculo mais rapidamente e mais elevados eram os valores méximos de perda de
permeabilidade. Resultados semelhantes também foram demonstrados por Robinson et
al. (2006) para o patossistema: alface vs. Xanthomonas campestris pv. vitians.

Neste trabalho, foram constatadas diferentes respostas bioguimicas, em plantas
supridas ou ndo com o elemento silicio. Com a inoculagdo do patégeno nas plantas de
trigo registrou-se significativas respostas na atividade das enzimas quitinases (QUI),
peroxidases (POX) e polifenoloxidases (PFO). Nas plantas supridas com o elemento
silicio a atividade maxima ocorreu seis DAI. Ap0s este periodo, atividades decrescentes
foram registradas para todas as enzimas. No 6° DAI observou-se a presenca dos
sintomas tipicos da estria bacteriana do trigo em 100% das folhas inoculadas com a
bactéria. Nas plantas supridas com Si, picos de atividade maxima das enzimas nao
foram documentados. A atividade das PFO nestas plantas decresceram durante todo o
periodo avaliado. A atividade das trés enzimas avaliadas nas plantas supridas com Si,
foi sempre menor que aquela registrada nas plantas ndo supridas com Si, exceto no final
das avaliacGes, entre os 9° e 12° DAI para as QUI e para as PPO.

A busca pela potencial ativacdo de mecanismos de resisténcia a doencas
bacterianas de plantas tem recebido especial atencdo nos Gltimos anos. Chang et al.
(2002) comprovaram em nivel de campo correlagdo positiva entre doses de silicio e
controle da mancha bacteriana em cultivares suscetiveis de arroz a Xanthomonas oryzae
pv. oryzae . Kagale et al. (2004) constataram que a aplicacdo de extrato foliar de Datura
metel sobre folhas de plantas de arroz reduziu significativamente a severidade das
doencgas causadas por o Rhizoctonia solani e por X. oryzae pv. oryzae. A inducéo da
resisténcia foi constatada, dentre outros, pelo acimulo de compostos fenolicos e pelo
aumento na atividade de enzimas relacionadas a defesa, como as QUI e as POX.
Resultados semelhantes foram obtidos por Baysal et al. (2003) quando estudaram a
resisténcia induzida pelo acibenzolar-S-methyl ao cancro bacteriano do tomateiro,
causado por Clavibacter michiganensis subsp. michganensis.

Curiosamente os resultados encontrados para a atividade das QUI foram
significativos ao longo de todo o periodo avaliado. As QUI sdo enzimas que catalisam a

hidrolise da quitina, polimero linear insoltvel (poli-B-1,4-N-acetilglucosamina) presente
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nas paredes celulares de fungos e do exoesqueleto de artropodes. Células vegetais e
bacterianas ndo sdo constituidas por quitina, no entanto, sdo capazes de sintetizar este
grupo de enzimas. No primeiro caso, estudos tém demonstrado que as plantas aumentam
a sintese das quitinases em resposta aos danos causados por aqueles fitopatdgenos
(Kagale et al., 2004; Baysal et al. 2003; Stangarlin et al., 2005) e podem ser
encontradas nos caules, folhas e sementes das plantas (Boller, 1985, citado por Roberts
et al., 1988). De acordo com Roberts et al. (1988) quitinases extraidas de sementes de
trigo, cevada e milho apresentaram excelentes efeitos inibitérios sobre fungos. No
segundo caso, bactérias sintetizam as quitinases para degradarem polimeros complexos
como os presentes nos solos e no trato digestivo de animais, e assim obterem moléculas
essenciais a sua nutricao.

Considerando os resultados obtidos para a atividade das QUI, trés hipoteses
poderiam ser levantadas: i) a maior atividade das QUI em plantas de trigo néo supridas
com Si estariam relacionadas a maior AFC destas? Rodrigues et al., (2004) estudando o
patossistema arroz vs. M. grisea observaram maior area foliar clorética nas plantas de
arroz nao supridas com Si aquelas supridas. ii) plantas da cultivar BR18 ndo supridas
com Si estariam sintetizando maiores quantidades destas enzimas na tentativa de conter
- atuando diretamente sobre o peptideoglicano das paredes celulares das células
bactérias, constituido por residuos de p-1,4-N-acetilglucosamina e é&cido N-
acetilmuramico - a colonizacdo das folhas pelo patdgeno? iii) menores atividades
constatadas nas plantas fertilizadas com Si estariam relacionadas a ligacao/integracdo
deste elemento a componentes da parede celular (regido da lamela média) das células
vegetais, impedindo a difusdo e a atividade destas enzimas nos espacos intercelulares?
Recentemente, Diogo e Wydra (2007) demonstraram, por meio de técnicas
histoquimicas, que alteracdes ocorridas em nivel de parede celular e membrana
plasmaética interferiram negativamente & disseminacao da bactéria (R. solanacearum) no
interior dos vasos condutores, como também, a acdo das enzimas pectoliticas -
poligalacturonases e metil esterases - produzidas pela bactéria, consequentemente,
menores incidéncia e severidade da murcha bacteriana foram constatadas.

Diante dos resultados e argumentos apresentados na tentativa de elucidar
aspectos do patossistema: trigo vs. X. translucens pv. undulosa, na presenca ou nao do
Si, conclui-se que as diferencas obtidas na atividade das enzimas avaliadas assim como
dos derivados de lignina &cido tioglicdlico, representam defesas constitutivas do

gendtipo hospedeiro potencializadas pela presenca do patdogeno (Xtu) e ndo por meio

32



de mecanismos de resisténcia que seriam ativados pelo Si. Embora os resultados obtidos
confirmem esta suposic¢éo, sugere-se que outras condi¢des experimentais sejam testadas,
principalmente avaliando gendtipos de trigo com diferentes graus de reacdo ao patdgeno

e tecnicas que permitam avaliagdes ultraestruturais mais detalhadas.
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5. CONCLUSOES

N&o houve diferenca significativa entre os componentes de resisténcia das

plantas de trigo supridas ou ndao com silicio;

Mecanismos de defesa foram ativados nas plantas de trigo gracas a presenca da

bactéria Xtu;
O silicio ndo potencializou os mecanismos de defesa;
Nas condi¢es avaliadas, o silicio ndo controlou a estria bacteriana do trigo;

MEV ndo mostrou-se viavel as investigacdes ultraestruturais.
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